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Usos agricolas de una nueva bacteria del género Streptomyces
Descripcion

[0001] La invencion se refiere en general a los usos agricolas de una nueva bacteria del género Streptomyces. La
invencion se refiere particularmente a un método de tratamiento de plantas, una composicién de tratamiento de
plantas y usos de dicha composicién de tratamiento para el tratamiento de plantas.

[0002] EI desarrollo de cultivos vegetales agricolas intensivos es necesario ahora para satisfacer las necesidades de
alimentos en todo el mundo. Con este fin, tales cultivos vegetales agricolas intensivos requieren el uso de agentes
para optimizar el crecimiento de las plantas de interés y para minimizar el crecimiento de plantas y/o patégenos
indeseables. En particular, se sabe que los agentes mejoran la nutricion de las plantas y los agentes de proteccion
de las plantas frente a los organismos patdgenos, especialmente frente a las bacterias y/o hongos fitopatégenos que
son susceptibles de afectar el crecimiento éptimo de las plantas.

[0003] Los productos de fertilizacion del suelo también son conocidos. En general, estos son fertilizantes de la
industria quimica, que se encuentran en una forma solida y poco soluble en el suelo y, por lo tanto, deben ser
suministrados masivamente en el momento preciso en que se necesitan estos fertilizantes para el crecimiento
optimo de las plantas. El exceso de estos productos de fertilizantes sdlidos traidos al suelo y no eliminados por las
plantas permanece momentaneamente en el suelo y gradualmente se disuelve con agua de lluvia o agua de riego
antes de llegar al agua subterranea y contaminarlos.

[0004] Por lo tanto, se buscan soluciones para mejorar la fertilizacion de los suelos sin contaminar el medio
ambiente y, en particular, las capas freaticas, mientras que se promueve la nutricion y el crecimiento de las plantas.

[0005] La invencion, por lo tanto, pretende proporcionar una solucion a este problema.

[0006] Ademas, es probable que se desarrollen muchos agentes fitopatdgenos en los cultivos vegetales y a su
costa, reduciendo el rendimiento de produccion y la calidad de la produccion de cultivos.

[0007] La invencion también tiene como objetivo proporcionar una solucion para la proteccion de vegetales con a
respecto a ciertos organismos fitopatégenos -bacterias y/o champifiones-.

[0008] Para hacer esto, la invencion se refiere a un método para tratar un material vegetal, de acuerdo con la
reivindicacion 1.

[0009] La secuencia SEQ ID_NO1 se describe a continuacion:

tagtggcgaa cgggtgagta acacgtgggc aatetgeect geactetggg acaagecctg 60
gaaacgggget ctaatacegg atatgacacg ctecccgeatg ggatgegtgt ggaaagcetee 120
geegetgeag gatgageeeg cggectatea geligtiggl ggggigatgg cetaccaagg 180

cgacgacggg tagceggect gagagggega ceggeeacac tgggactgag acacggecea 240
gaclcctacg ggaggeagea gtggggaata ttgeacaatg ggegaaagee tgatgeageg 300

acgeegegte agggatgacg geetiegggt tgtaaaccte titcageagg gaagaagega 360
gagtgacggt acctgeagaa gaagegeegg ctaactacgt geeageagee geggtaatac 420
gtagggcgea agegttgtce ggaattattg ggegtaaaga getegtagge ggettgtege 480
glcggatglg aaageccggg gettaaccee gggletgeat tegatacggg caggetagag 540



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2678 018 T3

ttcggtaggg gagatcggaa ttcetggtet ageggtgaaa tgegeagata tcaggaggaa 600
caccggtggc gaaggeggat cictgggecg atactgacge tgaggagega aagegteggg 660
agcgaacagg attagatacc ctggtagtce acgecgtaaa cgttgggaac taggtgtegg 720
cgacattcca cgtegtecge gecgeageta acgeattaag ttccecgect ggggagtacg 780

gccgeaaggc taaaactcaa aggaattgac ggegegecceg cacaagegee ggageatgtg 840

gcttaattcg acgcaacgeg aagaacctta ccaaggcettg acatacacce ggaaacctct 900

ggagacaggg geccecettg tggteggtat acaggtgete catggcttgt cgtcageteg 960

tgtcgtgaga tgttgggtta agtcceegea acgagegeaa cecttgttet gtgttgccag 1020
catgecttte ggggentgat ggggacttne acaggagact gecggggtea actcggagga 1080
aggtggggac gacgtcaagt catcatgecc cttatgtett gggetgeaca cgtgctacaa 1140
tggccggtac aatgagetge gaagecgtga ggtggagcga atctcaaaaa geeggietca 1200
gttcggattg ggetctecaa ctcgacceca tgaagtcgga gtegetagta atcgeagate 1260
agcattgctg cggteaatac gttcccgggce cttgtacaca ccgeeegtea cgtcacgaaa 1320
gtcggtaaca cctgaa 1336.

[0010] En la SEQ ID_NO1 anteriormente, el simbolo "n" en posiciones 1036 y 1049 de la SEQ ID_NO1 significa,
segun IUPAC ("International Union of Pure and Applied Chemistry"), cualquiera de los cuatro nucleétidos a, t, c 0 g.

Por lo tanto, el nucledtido n en la posicion 1036 se selecciona del grupo que consiste en el nucleétido "a", el

nucledtido "t", el nucledtido "g" y el nucledtido "c" y el nucledtido n en la posicion 1049 se elige independientemente

del nucledtido en la posicion 1036, en el grupo que consiste en el nucledtido "a", el nucledtido "t", el nucledtido "g" y

el nucleétido "c".

[0011] La invencion por lo tanto se refiere a un método de tratamiento de un material vegetal, en el que se aplica la
composicion de tratamiento a al menos una porcién de dicho material de planta o en un sustrato de cultivo de dicho
material de planta.

[0012] Los inventores han observado que, de una manera completamente sorprendente e impredecible, una
composicion de tratamiento de la invencion tiene capacidad inhibidora del crecimiento de ciertas bacterias, tales
como, por ejemplo, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y de ciertas bacterias o hongos fitopatégenos tales como
Streptomyces scabies, Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeomon lella, Phaeomon aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.

[0013] Una cepa de bacterias que tienen una secuencia homoéloga de ADN a 100% con la SEQ ID_NO1 fue
presentada por el solicitante y registrado el 7 de abril de 2011 bajo el nimero |-4467 con la Coleccion Nacional de
Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur (cuya direccion es 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris
cedex 15) con el estatuto de autoridad internacional de depdsito segun el Tratado de Budapest.

[0014] En un método de tratamiento descrito en el presente documento, las bacterias se utilizan que son del género
Streptomyces y que tienen una secuencia de ADN homologa al 100% con la SEQ ID_NO1.

[0015] Ventajosamente y segun la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para
la subunidad beta de la ARN polimerasa (POLB) homodloga a la SEQ ID_NOS8. La bacteria aislada tiene asi la
secuencia SEQ ID_NO8 como una secuencia codificante para la subunidad beta de la ARN polimerasa (polB).
[0016] Ventajosamente y segun la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
girasa (gyrB) homologa a la SEQ ID_NOS9. La bacteria aislada tiene asi la secuencia SEQ ID_NO9 como secuencia
de codificacion para girasa (gyrB).

[0017] Ventajosamente y segun la invencidn, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para
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la recombinasa homdloga (RecA) a la SEQ ID_NO10. Por lo tanto, la bacteria aislada tiene la secuencia SEQ
ID_NO10 como una secuencia codificante para la recombinasa (RecA).

[0018] Ventajosamente y segun la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
unidad beta de sintasa triptéfana (trpB) homdéloga con SEQ ID_NO11. La bacteria aislada tiene asi la secuencia SEQ
ID_NO11 como secuencia codificante para la sintasa triptofana (trpB).

[0019] Ventajosamente y segun la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para
la unidad beta de la sintasa ATP (ATPB) homdloga a la SEQ ID_NO12. La bacteria aislada tiene asi la secuencia
SEQ ID_NO12 como una secuencia codificante para la subunidad beta de la sintasa ATP (AtpB).

[0020] Ventajosamente y segun la invencion, la bacteria aislada tiene al menos una de las secuencias SEQ ID_NO4,
SEQ ID_NO5, SEQ ID_NO6, SEQ ID_NO7 y SEQ ID_NOS8. Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la
bacteria aislada tiene cada una secuencias SEQ ID_NO4, SEQ ID_NO5, SEQ ID_NO6, SEQ ID_NO7 y SEQ
ID_NOS.

[0021] Ventajosamente y segun la invencion, la composicion de tratamiento comprende bacterias seleccionadas del
grupo que consiste de bacterias de acuerdo con la cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el nimero
[-4467 con la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur y bacterias mutantes
de esta cepa depositada obtenida por mutagénesis dirigida al sitio y que comprende una porcion de secuencia
homéloga al 100% con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0022] En una primera variante de un método de acuerdo con la invencion, se utilizan bacterias coliformes en la
cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el nimero 1-4467 con la Coleccién Nacional de Cultivos de
Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, de tales bacterias que se ajustan a la cepa depositada que
comprende una porcién de la secuencia de ADN que tiene 100% de homologia con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0023] La cepa depositada en la CNCM con la forma n° 1-4467 cuando se crece en el medio ISP-2 o en medio solido
Bennett, racimos o "colonias" bacterianas presenta:

- micelio, un denominado micelio de sustrato ramificado que crece en el espesor del medio sélido y varia en
color de amarillo pardo a gris-marrén dependiendo de la composicion del medio solido;
- un micelio aéreo que se desarrolla en la interfaz aire/sélido que es de color blanco.

[0024] La cepa depositada en la CNCM es una cepa de bacterias aisladas de cualquier entorno natural. En
particular, la cepa depositada en la CNCM se aisl6 de un entorno natural de origen en el que ya existia.

[0025] Las bacterias de la cepa depositada en la CNCM se caracterizan por la totalidad o parte de las caracteristicas
siguientes:

- no son patégenas (inocuas) para los humanos;

- son bacterias Gram-positivas;

- son bacterias saprofitas, es decir, capaces de degradar la materia organica del suelo;

- tienen una temperatura 6ptima de crecimiento que esta entre 12°C y 37°C, preferentemente entre 28°C y
30°C;

- tienen un pH de crecimiento 6ptimo de entre 6y 8;

- pueden usar D-glucosa, manitol, lactosa, sacarosa, maltosa y dextrina como fuente de carbono;

- no son adecuadas para el uso preferencial de galactosa, inositol, sorbosa, fructosa, arabinosa, rafinosa,
ramnosa de celulosa como una Unica fuente de carbono;

- pueden usar aminoacidos, sales de nitrato y sales de amonio como fuente de nitrégeno;

- son capaces de reducir nitratos a nitritos, degradando adenina, tweed 20 y acetato de sodio;

- no pueden hidrolizar el almiddn y usar estos productos de hidrdlisis.

[0026] En una segunda variante de un método de acuerdo con la invencion, las bacterias mutantes de las bacterias
de cepa depositada en la CNCM, es decir obtenidas por mutacién de las bacterias de la cepa depositada en la
CNCM, comprendiendo tales bacterias mutantes una secuencia de ADNr de Shomologue al 100% con la secuencia
SEQ ID_NO1.

[0027] Se obtiene tales bacterias mutantes por tratamiento de bacterias de la cepa depositada en la CNCM por
cualquier método de mutagénesis, en particular seleccionada del grupo que consiste de los métodos de mutagénesis
aleatoria y los métodos de mutagénesis dirigida.

[0028] Se realiza un tratamiento de mutagénesis al azar que comprende someter bacterias coliformes a la cepa
depositada en la CNCM a al menos un agente mutagénico seleccionado entre el grupo que consiste en agentes
mutagenos fisicos -especialmente mediante la exposiciéon de bacterias coliformes en la cepa depositada en el CNCM
a radiacion de luz ultravioleta o radiacion ionizante y mutagenos quimicos.
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[0029] Bacterias mutantes muestran diferencias en la secuencia de ADN en relacion con las bacterias de la cepa
depositada en la CNCM. Estas diferencias en la secuencia de ADN afectan a secuencias de ADN distintas de la
secuencia de ADN; 16S de la bacteria de la invencion.

[0030] De acuerdo con las variantes ventajosas primera o segunda de un método segun la invencién, se pone en
contacto la composicion de tratamiento que comprende bacterias que tienen una secuencia de ADN homologa al
100% con la SEQ ID_NO1 (es decir, bacterias de acuerdo con la tension depositada en la CNCM y/o las bacterias
mutantes de esta cepa depositada) con al menos una parte de dicho material vegetal.

[0031] De acuerdo con las variantes primera o segunda de un método segun la invencion, las bacterias de la
composicion de tratamiento pueden ser bacterias en fase de crecimiento vegetativo. El término "bacterias en la fase
de crecimiento vegetativo", bacterias que tienen un metabolismo activo y/o se multiplican por division celular. Por lo
tanto, es una bacteria viva en fase de crecimiento vegetativo o fase estacionaria. La composicion de tratamiento se
forma luego de bacterias y un medio de cultivo. El medio de cultivo es preferiblemente un medio de cultivo acuoso.
Ventajosamente, el medio de cultivo acuoso es un medio de cultivo seleccionado del grupo que consiste en medios
ricos que comprenden todos los elementos minerales y precursores organicos necesarios para el crecimiento de las
bacterias de acuerdo con la invencidn, en particular una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de
fésforo, vitaminas y oligoelementos.

[0032] Ventajosamente, el medio de cultivo acuoso puede comprender D-glucosa, extracto de levadura, fosfato
dibasico de potasio, sulfato de amonio, cloruro de potasio y glicerol.

[0033] De acuerdo con las variantes primera o segunda de un método de acuerdo con la invencion, la composicion
de tratamiento de las bacterias puede también estar en forma de esporas que tienen la secuencia de ADN homologa
al 100% con la secuencia SEQ ID_NO1. La formacién de esporas se observa cuando las bacterias en la fase de
crecimiento vegetativo forman un micelio primario que se desarrolla en una interfaz aire/sélido e inicia un crecimiento
aéreo. Los filamentos aéreos no ramificados o "hifas" se desarrollan a partir del micelio primario y tienen estructuras
compartimentales de esporas precursoras en sus extremos. Pueden ser esporas de bacterias que se ajusten a la
cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el nimero 1-4467 con la Coleccién Nacional de Cultivos de
Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur o bacterias mutantes de esta cepa depositada y que comprende una
secuencia de ADN que tiene la secuencia SEQ ID_NO1. Por lo tanto, es una bacteria viva en forma de esporas.

[0034] Las esporas de bacterias de la cepa depositada en la CNCM son esporas lisas y encadenadas en tipo de
desplazamiento "S", cadenas de esporas lisas que tienen en promedio de 10 a 50 esporas.

[0035] Se promueve la produccion de esporas de la bacteria de la invencion por el cultivo de bacterias de acuerdo
con la invencién en un medio de cultivo capaz de generar un estrés bacteriano, incluyendo cultivo liquido limitado o
medio deficiente de carbono y/o nitrégeno y/o fosforo y/o vitaminas y/o oligoelementos.

[0036] Ventajosamente, tales esporas pueden ser colocadas en un medio rico y la rehidrataciéon para formar una
poblacién de bacterias de acuerdo con la invencién en la fase vegetativa.

[0037] Ventajosamente, no se aplica a la materia vegetal una composicion de tratamiento que comprende bacterias
en fase y/o bacterias como esporas vegetativas. En cualquier caso, las formas vegetativas y esporas de las
bacterias tienen una secuencia de ADN; 16S homologa a 100% con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0038] EI medio de cultivo acuoso puede ser un medio de cultivo acuoso solido o un medio de cultivo acuoso
liquido.

[0039] En una primera realizacion de esta primera variante de un método segun la invencién, la composicion de
tratamiento que comprende bacterias (cepa depositada y/o bacterias mutantes de la cepa depositada) teniendo la
secuencia de ADNr 16S de acuerdo con la SEQ ID_NO 1, es una composicion de tratamiento liquido.
Ventajosamente, la composicion de tratamiento liquido es una composicion acuosa de tratamiento liquido. La
composicion de tratamiento liquida acuosa puede por lo tanto formarse a partir de una carga bacteriana que
comprende bacterias que tienen la secuencia de ADNr 16S de acuerdo con la SEQ ID_NO: 1 en un medio liquido
acuoso.

[0040] En esta primera forma de realizacion, preferentemente, se aplica a al menos una porcion de dicho material de
planta la composicion de tratamiento liquida que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM y/o
bacterias mutantes en un medio de cultivo liquido.

[0041] En una segunda realizacion de esta primera variante de un método de acuerdo con la invencion, la
composicion de tratamiento que comprende las bacterias que tienen la secuencia SEQ ID_NO1 es una composicién
de procesamiento solido.

[0042] En esta segunda realizacion, preferiblemente, se aplica a al menos una porcion de dicho material vegetal una
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composicion de procesamiento sélido que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM y/o bacterias
mutantes y un medio de cultivo sélido. En esta segunda realizacion, el medio de cultivo sélido puede comprender
una proporcion de agar-agar (E406).

[0043] En una tercera variante de un método de acuerdo con la invenciéon se aplica una composicion de
procesamiento que comprende al menos un polinucleétido que tiene al menos una porcién de la secuencia de ADN
homéloga a la SEQ ID_NO1.

[0044] Ventajosamente, en esta tercera variante de un método de acuerdo con la invencion, la composicion de
tratamiento puede comprender un polinucledtido y/o bacterias seleccionadas del grupo que consiste de bacterias
coliformes a la cepa depositada y registrada el 7 Abril de 2011 bajo el nimero 1-4467 de la Coleccion Nacional de
Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur y/o bacterias mutantes de esta cepa depositada.

[0045] Ventajosamente, en esta tercera variante de un método de acuerdo con la invencion, la composicion de
tratamiento puede ser una composicion libre de células que esta sustancialmente libre de bacterias que tienen la
secuencia SEQ ID_NO1. En esta tercera variante de un método de acuerdo con la invencion, al menos una parte de
dicho material vegetal se pone en contacto con la composicion acelular liberada de bacterias que tienen la secuencia
SEQ ID_NO1.

[0046] Ventajosamente y segun la invencion, dicha composicion libre de células es en particular un medio de cultivo
en el que se han desarrollado las bacterias que comprenden la secuencia SEQ ID_NO1 y que esta sustancialmente
libre de dichas bacterias.

[0047] La invencion también proporciona una composicion de tratamiento formada de un medio de cultivo de
bacterias que tiene un cromatograma de HPLC que comprende una primera sefial mayor (P726) a un tiempo de
retencion de 11.925 min y una segunda sefial principal (P72,14) en un tiempo de retencion de 20,04 min.

[0048] Tal composicion de tratamiento formada de un medio de cultivo bacteriano de acuerdo con la invencion tiene
un efecto estimulador del crecimiento de plantas en cultivo, tales como girasol, maiz, semilla de colza, el trigo y el
tomate y también presenta una actividad antifingica, particularmente con respecto a Botrytis cinerea, en las hojas de
la vid.

[0049] Tal composicion de tratamiento puede ser un medio de cultivo en el que las bacterias crecieron comprenden
la secuencia SEQ ID_NO1 y que esta sustancialmente libre o no de dichas bacterias.

[0050] Una composicion libre de células de acuerdo con la invencién obtenida después de 24 horas de cultivo de la
cepa de acuerdo con la invencién puede tener el analisis por HPLC en columna de fase inversa de una pluralidad de
picos (P24,) que tienen tiempos de retencion () enumerados en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
P24,i ti (minuto)
P24.1 3,30 - 3,60

P24.2 3,90-40

P24 5,90 - 6,38
P24 4 10,1- 10,20
P24 5 13,5-13,9
P24,5 21,4 a 21,7

[0051] Una composicion libre de células de este tipo segun la invencion obtenida después de 3 dias (72 horas) de
cultivo de la cepa de acuerdo con la invencién puede tener el analisis por HPLC en columna de fase inversa de una
pluralidad de picos (P72i) que tiene tiempos de retencion (i) y areas (A7) expresadas en valores relativos bajo
dichos picos (P72,) enumerados en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2
|
P72,i ti (minuto) A72’i (%)
P72.1 3,93 3,45
P22 5,30 2,02
Pr23 6,59 5,05
P72.4 8,83 1,45
P725 9,63 3,13
P726 11925 9,07
Pr27 12,39 1,92
Pr2s 12,87 1,24
P72 13,76 1,82
P72.10 15,93 2,68
P72.11 16,27 2,07
Proz | 18,41 1,98
P72.13 19,38 3,15
P72.14 20,04 6,59

[0052] EI analisis de HPLC del extracto obtenido por extraccion del medio de cultivo de la cepa segun la invencion
por acetato de etilo, secado de la solucion de acetato de etilo y solubilizacion del extracto en metanol. La
cromatografia HPLC se realiza en una columna Xbridge (Waters, Guyancourt, Francia) de dimensiones de 25 cm/4,6
mm/5um. La elucion se lleva a cabo mediante un gradiente de acetonitrilo de 20% a 95% en agua con un caudal de
0,8 mL/min. La deteccion se lleva a cabo a la longitud de onda de 254 nm.

[0053] En las condiciones de extraccion y el analisis mencionado anteriormente, ventajosamente y segun la
invencion, la composicion de tratamiento es una composicion libre de células sustancialmente libre de bacterias que
tienen la secuencia SEQ ID_NO1 y formada a partir de un medio de cultivo en el que se desarrollan bacterias que
tienen dicha secuencia SEQ ID_NO1 desarrollada y que esta sustancialmente libre de dichas bacterias y que tiene
un cromatograma de HPLC que comprende una primera sefial principal (P726) en un tiempo de retencion de 11,925
min y una segunda sefial principal (P72,14) en un tiempo de retencion de 20,04 min.

[0054] En las condiciones de ensayo anteriormente mencionadas, ventajosamente y segun la invencion, la
composicion libre de células obtenida después de 3 dias (72 horas) de cultivo de la cepa de acuerdo con la
invencion tiene una traza de HPLC que comprende sefiales, dichas sefiales menores en 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.

[0055] Tal composicion libre de células se puede obtener mediante un proceso en el que:

- se cultiva al menos una bacteria de la cepa depositada en la CNCM y que tiene la secuencia de ADN SEQ
ID_NO1 en el medio de cultivo capaz de permitir el crecimiento de dichas bacterias durante un periodo
superior a 24 horas, entonces;

- las bacterias se eliminan del medio de cultivo para formar la composicién acelular al menos
sustancialmente libre de dichas bacterias.

[0056] Ventajosamente, se siembran y se cultivan las bacterias en el medio de cultivo y durante un tiempo suficiente
capaz de permitir su crecimiento, es decir, durante un periodo de entre un minimo del orden de 24 horas y 10 dias, a
una temperatura entre 12°C y 37°C, preferiblemente entre 28°C y 30°C, en particular del orden de 30°C, y luego las
bacterias se extraen del medio de cultivo por ejemplo, mediante centrifugacion del medio de cultivo o las bacterias
se inactivan para formar la composicién acelular. Dicha composiciéon acelular es, por lo tanto, un medio de cultivo
que ya no comprende bacterias o que comprende bacterias muertas, que se ha obtenido poniendo en contacto y
cultivando bacterias en un medio de cultivo y en condiciones adaptadas al crecimiento de dichas bacterias. .

[0057] Es posible inactivar las bacterias por cualquier técnica conocida, en particular por la lisis de las bacterias
mediante tratamiento enzimatico o tratamiento mecanoquimico.

[0058] Ventajosamente y segun la invencion, la composicion de tratamiento se aplica a la(s) parte(s) del material de
la planta, comprendiendo dicha composicién de tratamiento ademas al menos un excipiente aceptable (fito-
aceptable) para dicho material vegetal.

[0059] Ventajosamente y segun la invencion se elige material de planta del grupo que consiste de la totalidad o parte
de una planta en cultivo, una fruta o verdura después de la cosecha, semilla, especialmente granos, bulbos, garras,
rizomas o tubérculos de plantas. En particular, la composicién de tratamiento se aplica a al menos una parte aérea
de la planta, por ejemplo en el follaje o en las semillas.
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[0060] Ventajosamente y segun la invencion, se elige la planta cultivada en el grupo formado por arboles -
especialmente olivos, albaricoqueros, cerezos, membrillos, almendros, higueras, avellanos, nogales, melocotoneros,
perales, manzanos, ciruelos, vid y citricos, arboles y arbustos ornamentales, plantas vegetales, incluyendo
esparragos, berenjenas, acelgas, remolachas vegetales, zanahorias, apio, achicoria, achicoria, cruciferas o
brassicaceas (por ejemplo, coles), pepinos, pepinillos, calabacin, chalotes, cebollas, habas, frijoles de primavera,
frijoles de invierno, fresas, frambuesas, frijoles, lechuga, achicoria, achicoria, lipulo, lentejas, alfalfa, lechuga de
cordero, maiz, melones, nabos, puerros, guisantes, pimientos, patatas, arroz, nabos, soja, tabaco, tomates,
girasoles, cereales, incluido el trigo, la colza, el lino, la linaza, el lino, cebada, sorgo, diversos cultivos florales,
especialmente crisantemos, hortensias, claveles, rosas, tulipanes y plantas aromaticas, especialmente perejil, ajo,
cebollin.

[0061] Ventajosamente y segun la invencion, el material vegetal se selecciona del grupo que consiste de semillas de
plantas, las partes aéreas de las plantas y las raices de las plantas.

[0062] Ventajosamente, la aplicacion de la composicion de tratamiento para plantar semillas para activar la
germinacion.

[0063] Ventajosamente, la composicion de tratamiento se aplica a las partes aéreas de las plantas a un tratamiento
fitosanitario de plantas o para el tratamiento de la estimulacion de las defensas naturales de plantas o para un
tratamiento para estimular el crecimiento de las plantas.

[0064] La invencion por lo tanto se refiere a un método de tratamiento de un material vegetal, que comprende aplicar
sobre al menos una porcién de dicho material de la planta una composicion de tratamiento que comprende al menos
un material biolégico seleccionado del grupo que consiste en:

- al menos una bacteria que comprende una secuencia de ADN homodloga al 100% con SEQ ID_NOf1;

- una composicion liquida que comprende una secuencia de ADN homoéloga al 100% con la SEQ ID_NO(1;
- una composicion solida que comprende una secuencia de ADN homologa al 100% con SEQ ID_NO1;

- una composicion acelular que comprende una secuencia de ADN homadloga al 100% con la SEQ ID_NO1.

Nutriciéon

[0065] Ventajosamente y segun la invencion, se utiliza una composicion de tratamiento que comprende un nutriente
sélido en estado dividido. Por lo tanto, se aplica la composicién de tratamiento que comprende ademas al menos un
nutriente sélido en estado dividido en la totalidad o parte de la planta en cultivo. La composicion de tratamiento que
comprende al menos un nutriente en estado solido y al menos un agente bioldgico que comprende una secuencia de
ADN homologa a mas de 99% -borna excluida- con SEQ ID_NO1. En particular, ventajosamente y de acuerdo con la
invencion, dicha composicién de tratamiento se aplica al sustrato, en particular en el suelo del cultivo de plantas. Sin
embargo, también es posible aplicar la composicion de tratamiento a las partes aéreas de la planta. Los inventores
han observado que una composicion de tratamiento que comprende bacterias que comprende una secuencia de
ADN homologa a mas de 99% -o excluida- con SEQ ID NO1 -en particular, bacterias de la cepa depositada en la
CNCM- permite mejorar la solubilizacion de nutrientes solidos, especialmente el fésforo, de un sustrato de cultivo
vegetal, promoviendo asi la nutricion y la fertilizacion de las plantas.

Estimulacién del crecimiento de la planta

[0066] VVentajosamente y segun la invencién, dicha composicion se aplica al tratamiento de dicho material vegetal
para promover el crecimiento de este ultimo.

[0067] En particular, ventajosamente y segun la invencion, se aplica la composicion de tratamiento a las semillas, a
fin de permitir la germinaciéon de semillas. Los inventores han observado que la aplicacién de una composicion de
tratamiento segun la invencion que comprende bacterias en estado vegetativo y/o en forma de esporas de semillas,
en particular en semillas de girasol o de maiz, permite acelerar la germinacion de las semillas y el crecimiento de las
plantas de girasol y maiz.

Inhibicion de fitopatdgenos

[0068] Ventajosamente y segun la invencién, dicha composicion se aplica al tratamiento de dicho material vegetal
para inhibir el crecimiento de al menos un microorganismo objetivo. La composicion de tratamiento se aplica a dicho
material vegetal para inhibir el crecimiento de microorganismos diana seleccionados del grupo que consiste en
microorganismos fitopatdégenos (bacterias u hongos). En particular, ventajosamente y de acuerdo con la invencion,
dicha composicion de tratamiento se aplica a al menos una parte del follaje de la planta. Es posible que la
composicion de tratamiento sea una composicién de tratamiento curativo o una composicion de tratamiento
profilactico (o preventivo) de dicho material vegetal. Por lo tanto, la composicion de tratamiento se aplica antes del
inicio de la enfermedad o después del inicio de la enfermedad.
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Estimulacién de las defensas naturales de las plantas

[0069] Ventajosamente y segun la invencién, dicha composicion se aplica al tratamiento de dicho material vegetal
para estimular las defensas naturales de dicho material vegetal.

[0070] Los inventores han observado de modo impredecible e inesperado que una composicién de tratamiento
segun la intervencion permite estimular los mecanismos de autodefensa de los vegetales -en particular activar el
flujo de iones y/o la expresion del gen PR-1 ("Proteina relacionada con patogénesis de tipo 1")- responsable de la
sintesis de compuestos de defensa en la planta.

[0071] La invencion se extiende a una composicion de tratamiento de un material vegetal que comprende al menos
un agente bioldgico seleccionado del grupo que consiste en:

- bacterias que comprenden una secuencia de ADN, dicho ADN; 16S, que codifica la ARN ribosémica 16S de
dicha bacteria a 100% homadloga a la SEQ ID_NO1,

- medios de cultivo en los que han estado creciendo las bacterias incluyendo la secuencia de 16S rADN
100% homdloga a la SEQ ID_NO1 y que estan sustancialmente libres de dichas bacterias, medios de
cultivo que comprenden polinucleétidos que tienen una secuencia homoéloga de ADN homologa a 100% con
la SEQ ID_NO1, y en donde las bacterias se seleccionan del grupo que consiste de bacterias coliformes a
la cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el nimero 1-4467 con la Coleccion Nacional de
Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, y bacterias mutantes de esta cepa depositada.

[0072] La invencién se extiende a una tal composicion para el tratamiento de un material vegetal.
[0073] Los inventores han observado que una composicion de dicho tratamiento de acuerdo con la invencion:

- es capaz de ralentizar el crecimiento de ciertas bacterias como Micrococcus luteus y Bacillus subtilis;

- es capaz de ralentizar el crecimiento de ciertos microorganismos fitopatégenos diana tales como Botrytis
cinerea, Streptomyces scabies, Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeri obtusa,
Y

- tiene un efecto estimulante sobre el crecimiento de las plantas en el cultivo, como el girasol y el maiz, y;

- es capaz de estimular las defensas naturales de las plantas en el cultivo.

[0074] En particular, los inventores han descubierto que una composicion de tratamiento de la invencion tiene una
actividad estimulante de las defensas naturales de las plantas, es decir, son capaces de activar la expresién en
plantas de genes de defensa, por ejemplo, PR-1- con respecto a organismos patdégenos de plantas.

[0075] Ventajosamente y segun la invencion, la composicion de tratamiento es liquida. En particular, la composicion
de tratamiento es liquida a temperatura ambiente.

[0076] Ventajosamente y segun la invencion, la composicion de tratamiento es sdlida. En particular, la composicion
de tratamiento es sélida a temperatura ambiente.

[0077] Ventajosamente y segun la invencion, la composicion de tratamiento comprende al menos un excipiente
aceptable (fito-aceptable) para permitir su aplicacion a un material vegetal que va a tratarse.

[0078] La invencion se refiere también a cualquier uso en la agricultura de una composicion de tratamiento segun la
invencion, es decir una composicion de tratamiento que comprende al menos un agente bioldgico seleccionado del
grupo que consiste en:

- bacterias que comprenden una secuencia de ADN, dicho ADN; 16S, que codifica las ARN ribosémicas 16S
de dicha bacteria a 100% homdloga a la SEQ ID_NO1,
- polinucledtidos que tienen una secuencia de ADN homologa al 100% con la SEQ ID_NO1,

y en el que las bacterias se seleccionan del grupo que consiste de bacterias coliformes a la cepa depositada y
registrada el 7 de abril de 2011 bajo el numero 1-4467 con la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos
(CNCM) del Instituto Pasteur, y bacterias mutantes de esta cepa depositada.

[0079] En particular, la invencidn se refiere a cualquier uso en la agricultura de una composicion de tratamiento de
acuerdo con la invencion que comprende al menos una bacteria de la cepa depositada en la CNCM y que tiene la
secuencia de ADN SEQ ID_NO1.

[0080] Mas particularmente, la invencion se refiere al uso de dicha composicion para el tratamiento de:

- estimular el crecimiento de las plantas, o para;
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- estimular la germinacion de las semillas, o para;

- un tratamiento de fertilizaciéon de plantas, o para;

- terapia antimicrobiana, que incluye terapia antimicética o antibacteriana y/o antiviral de plantas, o para;
- estimular las defensas naturales de las plantas.

[0081] La invencion también se refiere a un método para el tratamiento de un material vegetal, una composicion de
tratamiento de un material vegetal y el uso de tales composiciones de tratamiento en agricultura caracterizadas en
combinacion por la totalidad o parte de caracteristicas mencionadas arriba o abajo.

[0082] Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencién apareceran al leer la siguiente descripcion, ejemplos
ilustrativos dados unicamente de forma no limitativa y las figuras adjuntas en las que:

- lafigura 1 es una reproduccion de fotografias comparativas (la y 1b) de hojas de vid que muestran el efecto
protector/curativo frente a Botrytis cinerae de un tratamiento con una composicion de tratamiento segun la
invencion;

- la figura 2 es una reproducciéon de una fotografia que muestra la inhibicién del crecimiento de un hongo
patégeno por la bacteria de acuerdo con la invencion;

- la figura 3 es una reproduccién de una fotografia ilustrativa de la solubilizaciéon de fosfato de calcio por
bacterias segun la invencion;

- lafigura 4 es una reproduccién de una fotografia ilustrativa de la estimulacién del crecimiento de una planta
de girasol por tratamiento de semillas de girasol con una composicion liquida segun la invencion;

- lafigura 5 es una reproduccion de una fotografia ilustrativa de la estimulacion del crecimiento de una planta
de maiz por 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 la
raiz de plantulas de colza con una composicion liquida que comprende bacterias segun la invencion;

- lafigura 7 es una fotografia de un gel de electroforesis que muestra la estimulacién de la expresion de la
proteina PR-1 de defensa natural de plantas con una composicién segun la invencion;

- la figura 8 es una representacion grafica del efecto de una composicién segun la invencion sobre la
estimulacion del flujo de calcio y;

- lafigura 9 es una representacion grafica del efecto de una composicion de acuerdo con la invencién sobre
la expresion del gen PR-1 de una planta.

[0083] La cepa de Streptomyces depositada en la CNCM con el n° I-4467 se aislé de una muestra de la rizosfera y
raices profundas de una vid. Esta muestra de la rizosfera tomada a una profundidad de entre 10 cm y 50 cm por
debajo de la superficie del suelo mediante la eliminacién de la parte de superficie de la muestra se colocd en una
bolsa estéril sellada y se almacené a + 4°C antes del aislamiento de cepas de Strepfomyces.

[0084] La muestra recogida se suspende en agua destilada estéril a una velocidad de 4 g de muestra en 36 mL de
agua bajo agitaciéon 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 minutos. La suspension luego se diluye en agua
destilada estéril hasta un factor de dilucion de 107. 0,1 mL de esta dilucion se extendié en un plato petri estéril que
comprende un medio de cultivo agar sélido SEA ("extracto de suelo agar") complementario con acido nalidixico (10
mg/L) o novobiocina (25 mg/L) como antibiéticos y/o cicloheximida (40 mg/l) como antimicoético. Las placas de petri
se colocan luego a la temperatura de 30°C en una incubadora durante 21 dias.

[0085] Se aislan las bacterias de actinomicetos por chapado, observacion por microscopia de luz y reconocimiento
visual de sus caracteristicas morfolégicas. Las bacterias actinomicetos asi aisladas y purificadas se transfieren al
medio Bennett para clonacidon. Las colonias aisladas se mantienen a 4°C durante dos meses, se retiran y se
suspenden en un 20% de glicerol estéril y se colocan y almacenan a -20°C.
[0086] Para analizar la secuencia de ADN; 16S de bacteria a ser identificada, se cultivan dichas bacterias en medio
liqguido seguido de la extracciéon y, en particular, su ADN gendémica se amplifica por PCR ("Polymerase Chain
Reaction")- selectivamente la secuencia de ADN; 16S mediante PCR 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". A continuacion se realiza una secuenciacion de ADN; 16S por cualquier método conocido
por un experto y se compara la secuencia de ADN; 16S obtenida con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0087] Para hacer esto, las bacterias se cultivan para identificar agitacion en 100 mL del medio ISP-2 liquido ("medio

ISP 2, International Streptomyces Project Yeast Malt Extract Agar") a 30°C durante 5 dias. El micelio obtenido y el
medio de cultivo se separan por centrifugacion y el micelio se lava dos veces con agua bidestilada. La lisis del
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micelio se lleva a cabo en 500 pL de tampédn de lisis (Tris-HCI 400 mM, EDTA 60 mM, NaCl 150 mM, 1% SDS, pH
8,0) durante 10 min a temperatura ambiente. El medio de lisis a continuacion, se afiade 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 glacial y 28,5 de
agua destilada y se agita vigorosamente. El medio de lisis obtenido se centrifuga a 10.000 g durante 1 minuto. El
sobrenadante se recoge y se somete a una nueva etapa de centrifugacion a 10.000 g durante 1 minuto. El
sobrenadante se recoge y se le agrega un volumen igual de isopropanol. Después de agitarse, se centrifugd a
10.000 g durante 2 min. EI ADN precipitado se lava con 300 uL de etanol al 70%, se centrifugd y después se seco al
aire y se disolvié en 50 uL de agua bidestilada estéril.

[0088] Se lleva a cabo PCR con un (Invitrogen) necesario y de acuerdo con un perfil térmico ("Techne Touch Gene
PCR Thermal Cycler"):

- desnaturalizacion a 98°C durante 3 min;
- adicién de "Taq polimerasa";
- 30 ciclos de amplificacion que comprenden:

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

- paso de extensién a 72°C durante 10 min.

[0089] El producto de PCR se analiza y se detecta por electroforesis en gel y se visualizé usando bromuro de etidio
bajo luz ultravioleta. A continuacion, se compara la secuencia de ADN; 16S de bacterias a identificarse con
secuencia SEQ ID_NO1.

[0090] En una primera realizaciéon de una primera variante de un método de procesamiento de un material de planta
de acuerdo con la invencion, la preparacion de una composicion de tratamiento que comprende al menos una forma
vegetativa bacteria y que tiene una secuencia de ADN homodloga a mas del 99% -borna excluida- con la SEQ
ID_NO1 mediante la siembra de un medio de cultivo, por ejemplo, un medio de cultivo liquido o un medio de cultivo
sélido con la cepa de bacterias de inéculo depositado en la CNCM 1-4467 o al menos uno de sus mutantes que tiene
la secuencia de ADN SEQ ID_NO1. El medio de cultivo puede ser un medio completo (o empirico), es decir, un
medio rico indefinido que comprende todos los elementos necesarios para el crecimiento de las bacterias de la cepa
depositada en la CNCM. Un volumen de un inéculo de la bacteria depositada en la CNCM se siembra en veinte
volumenes de medio completo. El cultivo se mantiene a una temperatura de 30°C con agitacion durante 5 dias.

[0091] Tal medio completo para la produccion de una composicion de tratamiento que comprende las bacterias en
forma vegetativa incluye, por ejemplo, D-glucosa, un extracto de levadura, fosfato de potasio dibasico (K;HPO.) de
sulfato de amonio ((NH4)2S0Q4), cloruro de potasio (KCJ) y glicerol a pH 7,2.

[0092] En una segunda realizacion de una primera variante de un método de procesamiento de un material de
planta de acuerdo con la invencion, la preparacién de una composicion de tratamiento que comprende al menos una
bacteria en forma de esporas y que tiene una secuencia de ADN homdloga al 100% con la SEQ ID NO1 por
inoculacion de un medio de esporulacidon con un indéculo de la bacteria depositada en el CNCM bajo el n° |-4467 o
uno de sus mutantes. El medio de esporulacién puede ser, por ejemplo, un medio que comprende D-glucosa,
extracto de levadura, peptona, carbonato de calcio (CaCOs3) y agua destilada a pH 7,2. El cultivo se mantiene a una
temperatura de 30°C durante 6 dias.

[0093] En una segunda variante de un método de procesamiento de material vegetal de acuerdo con la invencion,
una composicion libre de células se prepara por centrifugacion de un medio de cultivo de acuerdo con la primera
forma de realizacion o de un medio de esporulacion de acuerdo con la segunda realizacion en donde las bacterias
y/o esporas se eliminan sustancialmente.

EJEMPLO 1- Fertilizacion

[0094] Las bacterias de acuerdo con la invencion ajustadas a la cepa depositada en la CNCM promueven la
solubilizaciéon de nutrientes solidos -especialmente fésforo- de un medio de cultivo. Los inventores han observado
(figura 3), en un medio de cultivo de agar sdlido 9 opacificado por un polvo de fosfato de calcio, la formacién de un
halo translucido 10 que rodea las colonias 2 de bacterias segun la invencion poniendo de manifiesto la solubilizacion
de fosfato de calcio por bacterias. Las bacterias de acuerdo con la invenciéon permiten aumentar la disolucién -en la
rizosfera de plantas- de un producto fertilizante sélido asimilado por dicha planta y mejorar la nutricion de las plantas.

EJEMPLO 2- Estimulacion del crecimiento de girasol y maiz.

[0095] Se prepara una composicion liquida de acuerdo con la invencidon que comprende las células vegetativas y
esporas de la bacteria de acuerdo con la invencion que se aplica por revestimiento de pelicula sobre semillas de
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girasol y semillas de maiz. La composicion liquida comprende entre 1 y 2 g de bacterias por litro de composicion,
siendo la masa de bacterias la masa de bacterias hiumedas. La siembra de semillas y un cultivo de plantulas de
girasol (Figura 4a) y maiz (Figura 5c) se llevan a cabo en paralelo como controles no tratados mediante una
composicion de acuerdo con la invencion. Los inventores también han observado la estimulacién del crecimiento
inicial de plantas de girasol (Figura 4b) y plantas de maiz (Figura 5d). Las bacterias de acuerdo con la invencién en
aplicacion sobre las semillas permiten estimular el crecimiento de las plantas, en particular el crecimiento de partes
aéreas de plantas tales como el girasol y el maiz.

EJEMPLO 3 - Proteccién de hojas de vid frente a Botrytis cinerae

[0096] La aplicacion sobre hojas de vid de esporas de la cepa segun la invencion depositada en la CNCM permite
impedir/eliminar de las hojas de vid pretratadas de la aparicién de los sintomas (manchas marrones en las hojas y
representadas por patrén gris 1 en la figura 1b) debido al hongo Botrytis cinerae. La reproduccion de una fotografia
de hojas de vid pretratadas (Fig la) o no (Fig. 1b) con una composicién de esporas de la bacteria de acuerdo con la
invencion e infectada con Botrytis cinerae se presenta en la figura 1. Tal aplicacion permite inhibir la germinacion de
las esporas del hongo Botrytis cinerae aplicado posteriormente sobre estas hojas de vid y su desarrollo.

EJEMPLO 4 Inhibicion del crecimiento de un microorganismo diana

[0097] Se determina y cuantifica la actividad inhibidora del crecimiento de un microorganismo diana por el método
de los cilindros (Bauer et al, 1996) en donde las bacterias sin semillas de la cepa depositada en la CNCM en un
medio del agar soélido de Bennett y este medio sembrado se colocan durante 5 dias a 30°C para formar una
composicion de tratamiento solida. Se necesita un fragmento cilindrico, por ejemplo, una pieza cilindrica de 6 mm de
diametro, de la composicion de procesamiento sélido y se deposita este fragmento cilindrico en la superficie de un
medio de cultivo inoculado con un microorganismo diana, tal como un micro-organismo diana fitopatégeno. El medio
de cultivo de micro-organismo diana puede ser por ejemplo un medio PDA ("Potato Dextrose Agar") para los hongos
patégenos de las plantas o el medio ambiente Bennett para bacterias patdogenas de las plantas. Se mantiene el
fragmento cilindrico en la superficie del medio de cultivo sembrado con el microorganismo diana durante 4 horas a
4°C para permitir la difusion de los compuestos del medio de cultivo de las bacterias segun la invencion en el medio
sembrado con el microorganismo objetivo.

[0098] Se coloca el medio sembrado con el microorganismo diana durante 48 horas a 30°C. Se mide el diametro de
la zona de inhibicién del crecimiento del microorganismo diana.

[0099] La composicion de procesamiento solida de la invencién tiene una actividad inhibidora del crecimiento de
bacterias y/o hongos fitopatégenos. El espectro de actividad de la composicién de tratamiento sélida frente al
crecimiento de microorganismos se presenta en la Tabla 3 a continuacién en donde el signo (-) corresponde a la
ausencia de actividad inhibidora, el signo (+) corresponde a un diametro de inhibicién de entre 10 mm y 15 mm, el
signo (++) corresponde a un diametro de inhibicion de entre 15 mm y 20 mm y el signo (+++) corresponde a un
diametro de inhibicion mayor a 20 mm.

Tabla 3
Microorganismo diana 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 -

[0100] En estas condiciones, el diametro de inhibicién del crecimiento micelial de la cepa Botrytis cinerea por la cepa
segun la invencion es de 28 mm, el diametro de inhibicién del crecimiento del micelio de la cepa de Fusarium
culmorum es de 30 mm y el diametro de inhibicion del crecimiento del micelio de la cepa Pythium ultimum es de 26
mm. Las bacterias de acuerdo con la invencion tienen ventajosamente capacidades inhibidoras del crecimiento de
agentes fitopatdgenos de vid, por ejemplo, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata,
Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.
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[0101] La composicion de procesamiento solida que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM
posible para limitar el desarrollo de agentes fitopatdégenos bacterianos o fungicos.

[0102] Se visualiza en la Figura 2 la inhibicion a gran distancia del crecimiento del micelio 8 del hongo
Phaeomoniella chlamydospora seleccionado como agente patdgeno de la madera de la vid por bacterias 2 de la
cepa depositada de acuerdo con la invencidon en la CNCM en comparacion con la inhibicion del crecimiento del
micelio del hongo 8 Phaeomoniella chlamydospora por cepas 3, 4 y 5 de recogida por separado de la cepa segun la
invencion. Debe observarse que las cepas 7 y 8 de recoleccion no inhiben el crecimiento del micelio 8 del patogeno.
Las bacterias de acuerdo con la invencidon permiten limitar el desarrollo de agentes fitopatdgenos bacterianos o
fangicos.

EJEMPLO 5 - Estimulacion de las defensas naturales (SDN) de Arabidopsis thaliana.

[0103] Se cultivan bacterias del género Streptomyces de la cepa depositada en la CNCM con el n° |-4467 en un
medio de cultivo liquido deficiente adaptado para estimular la produccion de esporas y durante un tiempo suficiente
para permitir el crecimiento de dicha cepa. Se obtiene un precultivo de crecimiento de fase estacionaria que
comprende entre 1 y 2 g de bacterias por litro de precultivo, siendo la masa de bacterias la masa de la bacteria
himeda. Luego se forma una composicion de tratamiento de acuerdo con la invencion diluyendo un volumen del
precultivo en 100 voliumenes de agua. Se pone en contacto las raices de las plantas de semillero de Arabidopsis
thaliana con la composicion de tratamiento que comprende la bacteria de acuerdo con la invencion, luego dichas
plantulas se siembran en medio de cultivo Gamborg B5 agar previamente sembrado con una suspension de esporas
de Botrtytis cinerae como un agente fitopatogeno (a una concentracion de 10° unidades formadoras de colonias
('unidad formadora de colonias, ufc'). El medio de cultivo sembrado se coloca en una camara a 25°C.

[0104] Después de una semana, encontramos que el tratamiento preventivo de acuerdo con la invencion de las
plantas de semillero de Arabidopsis thaliana por la composicion de tratamiento que comprende la bacteria segun la
invencion hace que sea posible evitar el efecto de Botriytis cinerae al prevenir la germinacion (efecto sistémico) y
estimular las defensas naturales de las plantulas de Arabidopsis thaliana frente a Botrtytis cinerae. Como control, se
cultivan plantulas de Arabidopsis thaliana no tratadas con la composicion de tratamiento segun la invenciéon en un
medio nutriente de cultivo Gamborg B5 agar previamente sembrado con una suspension de esporas de Botrtytis
cinerae.

[0105] En la medicion de la expresion de genes de defensas de plantulas de Arabidopsis thaliana por RT-PCR y en
particular la expresion del gen PR-1 ("proteina relacionada con la patogénesis de tipo 1") responsable de la sintesis
de compuestos antifungicos en plantas. Se analiza la activacion de los genes de las plantulas de Arabidopsis
thaliana después de 10 dias de cultivo de plantulas de Arabidopsis thaliana. Para hacer esto, el extracto de ARN
mensajero (ARNm) de las plantulas (control y el tratamiento preventivo de acuerdo con la invencion), convierte el
ARNm en ADNc (ADN complementario) utilizando el kit "SuperScript™" Il RNAse H Reverse Transcriptase
(InVitrogen, Carlsbad, EE.UU.) y un oligo cebador (dT)22.
[0106] Se amplifica la PR-1 de ADNc especifico mediante PCR usando los siguientes cebadores especificos:
- "PR-1f"de la secuencia SEQ ID_NO4 siguiente:
5-CTGGCTATTCTCGATTTTTAATCG-3, y;
- "PR-1r"de la secuencia SEQ ID_NOS5 siguiente:
5-TCCTGCATATGATGCTCCTTATTG-3".
[0107] Se amplifica ain mas, como control de la expresion, las ADNc especificas del gen EF-1aA4 (Liboz et al,
(1990), Plant Mol. Biol., 14, 107-110. he four members of the gene family encoding the Arabidopsis thaliana
translation elongation factor EF-1{ are actively transcribed) por PCR usando los siguientes cebadores especificos:
- "EF-LF" de la secuencia SEQ ID_NO6 siguiente:
5'-ATGCCCCAGGACATCGTGATTTCA-3', y;
- "EF-Ir" de la secuencia SEQ ID_NO7 siguiente:
5-TTGGCGGCACCCTTAGCTGGATCA-3".
[0108] Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel y se visualizaron bajo luz ultravioleta en
presencia de bromuro de etidio. Los resultados se dan en la figura 7. Hay una estimulacion de la expresion de PR-1

de genes en plantulas de Arabidopsis thaliana tratados con la composiciéon de tratamiento (A2) en comparacion con
las plantas de semillero de control de Arabidopsis thaliana sin tratar (A1) por la composicion de tratamiento en la que
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la expresion de PR-1 es indetectable.

[0109] Se observa una estimulacion de la expresion (B) del gen PAL 1 en plantulas de Arabidopsis thaliana tratadas
con la composicion de tratamiento (B4) en comparacion con las plantas de semillero de Arabidopsis thaliana sin
tratar (B3) por la composicion de tratamiento, y se sabe que dicho gen PAL 1 constituye un marcador molecular y un
control positivo de la estimulacion de las defensas naturales de las plantas.

[0110] Se observa para el gen EF1aA4 (control negativo para la normalizacién del nivel de expresion de genes), una
expresion sustancialmente sin cambios en las plantas de semillero de Arabidopsis thaliana (C5) no tratadas con la
bacteria del género Streptomyces y en plantas de semillero de Arabidopsis thaliana (C6) procesadas por la bacteria
del género Streptomyces.

[0111] EI tratamiento de las plantas de semillero de Arabidopsis thaliana por la bacteria del género Streptomyces
conduce a la activacion del gen PR-1, la produccion de antibidticos de plantas, para la produccion de fito-alexines y
compuestos para mejorar las paredes de células de plantas.

EJEMPLO 6 - Estimulacion de las defensas naturales (SDN) de Arabidopsis thaliana - estimulacion del flujo de calcio

[0112] Se mide por luminiscencia el flujo de calcio inducido por el tratamiento de plantas de semillero de Arabidopsis
thaliana con una composicién de tratamiento obtenida por dilucién en un factor 10x o 100x en un factor de precultivo
descrito en el Ejemplo 5. Los resultados se muestran en la figura 8. 20 minutos después del tratamiento con la
composicion de tratamiento diluida 100x (B), se observa un aumento del flujo de calcio en un factor de 2,7 en
comparacion con un tratamiento con agua (A).

[0113] También se observa 20 minutos después del tratamiento con la composicién de tratamiento (D) diluida 10x,
un aumento de flujo de calcio en un factor de 11,6 en comparacion con un tratamiento de agua (A) y por un factor de
2,3 en comparacion con un tratamiento con un control positivo (C) de induccién de las defensas naturales de las
plantas y que comprende un extracto parietal del oomiceto patdbgeno Phytospora parasitica.

[0114] Las composiciones de tratamiento diluidas 10x o 100x de acuerdo con la invencion activan las primeras
etapas de las defensas naturales de las plantas.

EJEMPLO 7 Expresion de PR-1 a las 48 horas después del tratamiento con una composicion de tratamiento segun
la invencion

[0115] La fluorimetria se analiza 48 horas después del tratamiento con una composicion de tratamiento diluida 100x
como se describe en el Ejemplo 5, el nivel de expresion del modelo de gen PR-1 de Arabidopsis thaliana
transgénico. Los resultados se dan en la figura 9. Un aumento en el nivel de expresion del gen PR1 (expresado en
unidades de fluorescencia por mg de proteina) de la planta tratada con la composicion de tratamiento de acuerdo
con la invencion y diluida 100 veces (C) en un factor de 16 en relacion con el nivel de expresion del gen PR 1 de la
planta tratada con agua (A) y en un factor de 4,4 en relacion con el nivel de expresion del gen PR 1 de la planta
tratada por un control positivo (B) de inducciéon de las defensas naturales de las plantas y de la induccion de las
defensas naturales de las plantas y que comprende un extracto parietal del oomiceto patdgeno Phytospora
parasitica.

EJEMPLO 8 - Proteccioén de plantulas de Arabidopsis thaliana con respecto a Colletotrichum higginsianum

[0116] Mediante la luminiscencia se evallua la proteccion proporcionada por la composicion libre de células de
acuerdo con la invencién con respecto a una infeccion con Colletotrichum higginsianum en plantulas de Arabidopsis
thaliana. Se prepara una omposicion libre de células de acuerdo con la invencion mediante dilucién con un factor
10x de un precultivo de bacterias de acuerdo con la invenciéon y que comprende 1 mg de biomasa por mL de
precultivo. Se lleva a cabo un tratamiento de termizacion (15' a 90°C) de la composicion acelular de acuerdo con la
invencion. La aplicacion de esta composicion libre de células durante 48 horas en la planta de semillero tratada
térmicamente de Arabidopsis thaliana de edad de 3 semanas y las plantas fueron inoculadas con Colletotrichum
higginsianum. Se observa proteccion contra Colletotrichum higginsianum que se mejora (1600 rfu) en comparacion
con un control negativo (2000 rfu). La proteccion conferida por la composicion térmicamente acelular es
sustancialmente equivalente a la proteccion conferida por la composicién acelular no térmica.

[0117] Se entiende que la invencién puede ser objeto de muchas realizaciones alternativas y aplicaciones.
LISTA DE SECUENCIAS
[0118]

SEQ ID_NOf1
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tagtggcgaa cgggtgagta acacgtggec aatctgecct geactetggg acaageeetg 60

gaaacggggt ctaataccgg atatgacacg cteccgeatg ggatgegtgt ggaaagetee 120

ggegeatecag gatgageeeg cggectatea gettgttget ggepteatge cctaccaagg 180

cgacgacggg tagccggect gagagggega ccggecacac tgggactgag acacggeeca

240

gactcctacg ggaggeagea gtggggaata ttgcacaatg ggcgaaagee tgatgcageg 300

acgecegegtg agggatgacg gecttegget tgtaaaccte titcageage gaagaagega 360

gagtgacggt acctgeagaa gaagegecgg ctaactacgt geccageagee geggtaatac 420

gltagggcgca agegtigice ggaattattg ggcglaaaga getegtagge ggettgiegc 480

gtcggatgtg aaageeceggg gettaaccee gggtetgeat tegatacggg cagectagag 540

ttcggtaggg gagatcggaa ttectggtgt ageggtgaaa tgegeagata tcaggaggaa 600

caccggtggce gaaggeggat ctetgggccg atactgacge tgaggagega aagegtgggg 660

agcgaacagg attagatacc ctggtagtce acgecgtaaa cgttgggaac taggtgtggg 720

cgacattceca cgtegteege gecgeageta acgeattaag ttececgect ggggagtacg 780

gccgeaagge taaaactcaa aggaattgac gggggecceg cacaageggce ggageatgtg 840

gcttaattcg acgeaacgeg aagaacctta ccaaggettg acatacacce ggaaacctet 900

ggagacaggg geeceeccttg tggteggtet acaggtggte catggcetigt cgtecagetecg 960

tgtcgtgaga tgttgggtta agtccecgea acgagegeaa cecttgttet gtettgecag 1020

catgectttc ggggentgat ggggacttne acaggagact gecggggtea actcggagga 1080

aggtgegeac gacgtcaagt catcatgecc cttatgtctt gggctgcaca cgtgetacaa 1140

tggecggtac aatgagetge gaageegtga ggtggagega atctcaaaaa geeggtetca 1200

gttcggattg gggtetgeaa ctegacccea tgaagtegga gtegetagta atcgeagate 1260

ageattgetg cggtgaatac gttecegggc cttgtacaca cegecegtea cgtcacgaaa 1320

gtcggtaaca cctgaa

SEQ ID_NO2
agagtttgat cctggctcag 20

SEQ ID_NO3
ggttaccttg ttacgactt 19

SEQ ID_NO4
ctggctattc tcgattttta atcg

SEQ ID_NO5
tcctgcatat gatgctectt attg

SEQ ID_NOG6
atgccccagg acatcgtgat ttca

SEQ ID_NO7

1336

24

24

24
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ttggcggcac ccttagcetgg atca 24

SEQ ID_NO8
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ttggccgect cgegeaacge ctegactgec aatacgaaca atggegecag caccgecccg 60
ctgegeatct cetttgegaa gatcagggag cetctcgagg ticcgaacct cetegegetg 120
cagaccgaga gettcgattg getgctegec aatgecgect ggaaggeteg cgtegagget 180
gcgctggaca geggteagga cgteeccace aagteeggte tggaagagat cttcgaggag 240
atctccecga tegaggactt ctecegggteg atgtecctga ctttecgtga tcaccgttte 300

gcega agaactcgat cgacgagtge aaggagegtg acttcaccta cgecgetecg 360

R

gagce
ctettcgtea cggecgagtt caccaacaac gagaccggeg agatcaagte ccagacggte 420
ttcatgggcg acttcccgct catgaccgac aagggeacct tctgeatcaa cggcacegag 480
cgtgtegteg tetcgeaget ggtecgeteg cecgggtgtet acttegacte ctecatcgac 540
aagacgtccg acaaggacat cttctccgte aaggtcatee cgteecgggg tecctggctg 600
gagatggaga tcgacaageg tgacatggte ggtgtgcgta tcgaccgeaa gegeaageag 660
tccgtcaceg ttetectgaa ggetetegge tggacgaccg ageagatect ggaggagtte 720
ggcgagtacg agtcgatgeg cgecaccctg gagaaggace acacccaggg ccaggacgac 780
gcgctgetcg acatetaccg caagetgegt cecgggegage cecccacacg ggaggecgeg 840
cagacgctge tcgagaacct ctacttcaac ccgaagegcet acgacctege gaaggtcgge 900

cgctacaagg tcaacaagaa getgggttcg geecgetcege tggacgeggg cgtectgacg 960
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gtcgaggacg tcatcgecte gatcaagtac ctggtgaage tgcacgeegg tgagaccgag 1020
accglcggge acaacggeca gicegtggte gtegagaceg acgacatega ceacttcgge 1080
aaccgecgta tecgtaacgt cggegagetg atccagaace aggtecgeac gggtetgeee 1140
cgtatggage gegtegtgeg tgagegeatg acgactcagg acgtcgagge gatcacgecg 1200
cagaccetga tcaacatceg geecggtegte geetecatea aggagttett cggeaccage 1260
cagctgtcge agtteatgga ccagacgaac ccgetgtegg gtetgaceca caagegeegt 1320
ctgaacgege teggeeccgg tggictetee cgtgagegeg cgggcettega geteegtgac 1380
gtgcaccegt cgeactacgg cegeatgtge cegatcgaga cgeccgaagg ceegaacate 1440
ggtctgateg getegetege ctegtacgge cgggteaacg cgticggttt catcgagace 1500
ccgtaccgea aggtegtega cggtgtegte accgacgacg tcgactacet gacggeegat 1560
gaagaggacc gettegteat cgegeaggece aacgeeecge tegeggacga cetgegette 1620
geegagaace gegleetggt cecgeegeegt gecggegagg tegactacat ceccggegac 1630
gacgtcgact acatggacgt ctcaccgege cagatggtgt cggtegegac cgegatgate 1740
ceetteetcg ageacgacga cgecaaccge gegetcatgg getcgaacat gatgegecag 18300
geegtgeege tgatcaagge ggagteeccg ctggicggea ceggeatgga gtaccgetgt 1860
geggtegacg ccggegacgt catcaaggee gagaaggacg gtgtegteca ggaggtetee 1920
gcegactacg tgacggtgge caacgacgac ggeacctaca ccacctaceg getgeccaag 1980
tictcceget ccaaccaggg cacctectic aaccagaagg tegtcgtgga cgaggetecg 2040
cggetgatcg ccggecaggt getggeegac ggeeegteca cegaggacgg cgagatggeg 2100
ctcggeaaga accteetggt ggegttcatg cegtgggage gecacaacta cgaggacgeg 2160
afcatcctca geecagegtct ggtecaggac gacgicctct cetcgateca catcgaggag 2220
cacgaggtcg atgeccgiga caccaagete ggeececgagg agatcacceg ggacatceeg 2280
aacgtcteeg aggaggtect cgeegaccle gacgagegeg geatcatceg gatcggtgee 2340
gaggtcgtcg ccggegacat cetggtegge aaggicacee cgaagggega gaccgagetg 2400
accceggagg ageggetget gegegegate ticggtgaga aggecegtga ggtecgtgac 2460
acctcgetga aggtgeegea cggtgagate ggeaaggtea teggegteeg cgtcttcgac 2520
cgegaagagg gegacgaact geegeeggec gtgaaccage tggtecgegt ctacgtgeeg 2580
cagaagcgcea agatcaccga tggtgacaag ctegecggee gteacggeaa caagggegte 2640
aictccaaga tectgecggt cgaggacatg cegttcctgg aggacggeac cecggtegac 2700
atcatcctea accegetggg tgteecgtee cgaatgaace cgggacaggt cetggagate 2760

cacctggget ggetggecte cegeggetgg aaggtcgagg getecgagga ctggatgcag 2820
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cggctccagg ccatcggege cgacgaggte gageeegegca ccaacgtege gaccceggte 2880
ttcgacgecg cccgegagga cgagatcgec ggtetettcg actcgacgat cccgaaccge 2940
gacggegace gectggteca gtegteegge aaggeceggc tettcgacgg cegeteegge 3000
gagccgttce cggagecgat cteggteggc tacatgtaca tectcaaget gecaccacctg 3060
gtggacgaca agetgeacge ccggtecace ggtecgtact cgatgatcac ccageageeg 3120
ctggetogta aggetcagtt cggtegccag cgettcggte agatggaget gtegecgctg 3180
gaggcttatg gecgeegegta cgecctecag gagetgetga ccatcaagte cgacgacgtg 3240
accggccgeg tgaaggtcta cgaggecate gtcaagggeg agaacattce cgagecegee 3300
atccccgagt cettcaaggt getcatcaag gagatgeagt cectgtgect caacgtggag 3360
gtgetgtegt ccgacggeat gtecatcgag atgegegaca ccgacgagga cgtettecge 3420
gctgeggage ageteggtat cgacctgtee cggegegage cgageagegt cgaagaggte 3480
tga 3483

SEQ ID_NO9

gtectgtgec agaaagggeg cttcgtggee gattecggea accecatcga aaacatcecg 60
fccacgeceg acgacgagge cetggeteeg cegtegtacg acgecagtge gattacegte 120
ctggaaggec tggaggeget ccgeaagega cecggtatgt acatcggtte caccggtgag 180
cgcggcectge accatctegt ccaagaggte gtegacaact cegtcgacga ggecatggee 240
ggtcacgegg acageatcga ggtecacgate ctegecgacg geggegteeg cgtegtggac 300
aacggeegeg ggatcccggt ggegcategte cecteggagg ggaagecgec tgtgeagete 360
gtegctgaccg tgctgeacge gggcggeaag ttcggeggeg geggctacge cgteteegge 420
ggtetgeacg gegteggegt ctecgtegte aacgecctgt cetcgaaggt gteggtegag 480
gtcaagacgg acggctaccg ctggacccag gactacaaga cgggagegee gaccgegeee 540
ctggeeegga acgaggecac ggaggagace ggeaccacgg teaccttetg ggeggaceeg 600
gacgtettcg agaccaccga gtactecttc gagacgetgg cecggegett cecaggagatg 660
gegttcetea acaagggect gtegatcteg ctcaaggacg agegegaggce ceatgtggac 720
gaggagggca agecgctete cgtgaagtac cactacgagg geggcatcgt cgacttegtg 780
acctacctca actccegeaa gggegagetg gteccacceca cggtgategg gttegaggee 840
gaggacaagg ageggatgct cteectcgag atcgegatge agtggaacac ccagtacace 900
gagggtegtct acagettcge gaacaccate cacacccatg agggeggeac ccacgaggag 960

gegcticegeg cegegetgac gtacetgate aacaagtacg cgegegacaa gaagetgete 1020
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cgggagegtg acgacaacct caceggtgag gacatccgeg agggectgac cgecatcate 1080
tcggtcaage tggecgagee geagttegag ggccagacea agaccaaget gggeaacacg 1140
gaggccaaga ccttcgicca gaagategte aacgageate tegeegactg getggaccgt 1200
aaccctaatg aggeggegga catcgicege aagggeatee aggeggegac ggeeegggte 1260
gcggeecgta aggegeggga tefgacecge cgtaaggggce tgctggagac cgegtegetg 1320
ccgggeaage tgagegactg ccagtceaat gacecgtcga agtgegagat cttcatcgte 1380
gaggetgact ccgeeggegg cteggecaag teeggecgta accegeagta teaggegate 1440
ctecegatce geggeaagat cetcaacgtg gagaaggece gggtegacaa gatcetgeag 1500
aacaacgagg tccaggeget gateteegee tteggeaceg ggetgeacga ggacttegac 1560
atcgccaagce tccgetatca caagateatt ctgatggege acgecgatgt cgacggecag 1620
cacatcaaca ccetgetget gaccttecte tteegettea tgegeeeget ggtegaggeg 1680
gggcatgtct teeteteecg teegeegete tacaagatea agtggggeeg geacgactte 1740
gagtacgegt actcggaccg ggagegggac gegetgatee aggteggecg tgaacaggge 1800
aagcgcatca gggacgacte ggiccagege ttcaagggte tgggegagat gaacgecgaa 1860
gagcetgegge tcaccacgat ggaccecgac caccgegtee tgggecaggt cacectggac 1920
gacgeggege aggeegacga cetgtteteg gtectgatgg gtgaggacgt cgaggeacgg 1980

cgctegttca tecagegeaa cgecaaggat gtecgcttee tegacatctg a 2031

SEQ ID_NO10

ggcgatcgge cgaacgagee ggtegaggte atccecaceg ggtegacege tetegacgte 60
gececteggeg teggeggtet geegegegge cgggtegteg aggtetacgg cecegagtee 120
tccggtaaga cgaccctgac cetgeacgeg gtggecaatg cecageggge cggeggeace 180
gitgecticg tggacgeega geacgeecetc gaceetgact acgegeagaa getgggegtg 240
gacaccgact cecetgatect gteecageeg gacaacggeg ageaggeget cgagategtg 300
gacatgetgg tecgeteegg cgeectegac cteatcgtea tcgacteegt cgecgeectg 360
gtgcegegeg cggagatega gggegagatg gecgactece acgteggect ccaggecegg 420
ctgatgagee aggegeteeg taagatcace agegegetea accagtecaa gaccaccgeg 480
atcttcatca accagetecg cgagaagate ggegtgatgt teggetegee ggagaccacg 540
accggtggee gggegcetgaa gttctacgeg teggtgegea tegacateeg cegeatcgag 600
accctcaagg acggeaccga cgeggtegge aaccgeacce gegtcaaggt cgtcaagaac 660
aaggtcgege cgeecticaa geaggecgag ttegacatee tetacggeca gggeatcage 720
cgtgagggcg gtctgatcga catgggegte gageacggct tegtecgeaa gtecggtgee 780
tggtacacct acgagggega ccagetcgge cagggeaagg agaacgeceg caacttectg 840
aaggacaacc ccgatctcge caatgagatc gagaagaaga tcaaggaaaa getcggeate 900
ggggtgagec cececaggacce ggeggecgeg geacecacca cggacgeggc tggteccgeg 960

£ECelgaccg acgeceeace ggegaagece 990
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SEQ ID_NO11

gtgcecageg cegaggecta titcggegec tteggeggea agttcateee cgaggegete 60
glcgeegecg tegacgaggt cgeggecgag tacgagaagg ccaagacgga ceecgeette 120
gcggcegage tcgaggatcet getggteaac tacaccggee ggeccagtge getgaccgag 180
gfgcggeggt tegeegagea cgeegggggce geecggetet tectecaageg ggaggaccte 240
aaccacaccg geteccacaa gatcaacaat gtgetgggee aggecctget caccaagege 300
atgggcaagt cccgggteat cgecgagace ggegecggte ageacggegt ggecacggee 360
accgeatgtg cgetgttcgg getcgaatge accatctaca tgggegaggt cgacacccag 420
cggcaggege tcaatgtgge geggatgegg atgetgggeg cegaggteat cteegtgace 480
tccggeagee geacectgaa ggacgecate aacgaggegt tecgggactg ggtcgecaat 540
giggaccgea cccactacct cttcggtacg gtggecggec cecaccectt ceeggegetg 600
gtgcgegact tccaccgggt gatcggegtg gaggegegee ggeagatect ggageggace 660
gggcggctgc cggacgeggt cgeggcctat gtegggcggcg gatccaacge gatcgggetg 720
ttccacgect teetgeegga cgagagegtg cgectegteg gettegagee cgecggacac 780
ggtgiggaga ccggggagea cgeggeeacg ctgagecagg gegageeegg gatectgeac 840
ggcteeeggt cgticgtgct cecaggacgag gacggecaga teacegagee gtactcgate 900
fcggceggate tcgactacee cggeglcggg cecggageacg cgtatctgaa ggacatcgge 960
cgtgeegagt accgggeget caccgacgac gaggegatge gggegetgeg getecteteg 1020
gagaccgagg geatcatcee ggegatcgag agegeccacg cgetggegeg cgecctggac 1080
ctecggeegtg agetggegag cgacggectg gtgctggica accictecgg gegeggegac 1140
aaggacatgg acacggeggc teggtactic gggetctacg accageagag cgaccaggga 1200

gcgaagtga 1209

SEQ ID_NO12
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gtggccteeg gecgegtege gegggteate ggeeeggteg tegacgtgga gttccecgte 60

gacgcgatge cggagatcta caacgegetg caggtcgagg tcgeecgaccee cteeccaggag 120
gggecgaaga agaccctgac cetcgaggte geecageacce teggegaggg cetggteege 180
gecateteca tggageccac cgacggectg gteegeeagg cegeggtgac cgacacegge 240
gacggcatca cggtgccggt cggegatgte accaagggec gggtgttcaa cacectegge 300
aagatcctea acgageccga ggeegagice gaggtcaceg agegetggte catccacege 360
aaggcccegg cettcgacca getcgagtee aagaccgaga tgttcgagac cggectgaag 420
gtcgtegacc tgetgaccee gtacgtcaag ggeggcaaga teggtetgtt cggeggegeg 480
ggcgteggea agaccgtget catccaggaa atgatcatge gtgtggecaa getgeacgag 540
ggcgtttceg tgttecgeegg tgteggegag cgeaccegtg agggeaacga cetgatcgag 600
gagatggeeg agtceggegt geteccgeag acegegetgg tettcggeea gatggatgag 660
cceeegggea ceegtetgeg cgtegeectg geeggtetga ceatggegga gtacttcege 720
gatgtgcaga agcaggacgt getgttcttc atcgacaaca tettecgett cacecaggee 780
ggttccgagg tetcgacect getcggeegg atgeecteeg cggtgggcta ccageegaac 840
ctggecgacg agatgggcat cetgeaggag cgeatcacct cgaceegtgg teactcgate 900
acctcgatge aggcgatcta cgteccegeg gacgacctga ccgaccegge ceecggegace 960
accttcgege acctcgacge gaccacggte ctetcecgge cgatetcgga gaaggecate 1020
tacceggege tggacceget ggactegacg teccggatee tggaceegeg ctacateteg 1080
caggageact acgactgege ctecgegegtg aagtegatee tgeagaagta caaggaccte 1140
caggacatca tcaacatcct gggeatcgac gagetcggeg aggaggacaa getcacegte 1200
ttccgegecee geeggatcga gegetteetg tegeagaaca ceccacgegge gaageagtte 1260
accggecetcg acggatcgga tgtgeegetg gacgagteca tcgeegegtt caacgegate 1320
gcecgatggtg agttcgacca cttcceegag caggegtict teatgtgegg tggeetggac 1380
gaccicaagg ccaaggecaa ggagetgggc gteteetga 1419

LISTADO DE SECUENCIAS
[0119]

<110> AGRONUTRICION CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE LA UNIVERSIDAD PAUL
SABATIER TOULOUSE Il

<120> USOS DE UNA NUEVA CEPA DE STREPTOMYCES

<150> FR1359181
<151> 2013-09-24
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<160> 12

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 1336

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1

..1336

ES2678 018 T3

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

<400> 1

tagtggcgaa
gaaacggggt
ggcggtgcag
cgacgacggyg
gactcctacg
acgecgegtyg
gagtgacggt
gtagggcgcea
gtcggatgty
ttcggtaggg
caccggtgge
agcgaacagg
cgacattcca
geagoaagge
gettaatteg
ggagacaggg
tgtegtgaga

catgccttte

aggtggggac

tggccggtac
gttaoggattg
agcattgetg

gtoggtaaca

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Streptomyces

cgggtgagta
ctaataccgg
gatgagcecyg
tageeoggect
ggaggcagcea
agggatgacg
acctgcagaa
agegttgtec
aaagcceggyg
gagatcggaa
gaaggcggat
attagatacc
cgtegtecge
taaaactcaa
acgoaacgog
goececeottyg
tgttgggtta

gggggntgat

gacgtcaagt
aatgagctgce
gggtctgcaa
cggtgaatac

cotgaa

acacgtgggce
atatgacacg
cggectatca
gagagggcega
gtggggaata
geettogggt
gaagcgoogy
ggaattattg
gcttaaccee
ttectggtgt
ctctgggecy
ctggtagtec
gcegeageta
aggaattgac
aagaacctta
tggtcggtgt
agtccccgea

ggggacttngc

catcatgcce
gaagccgtga
ctogaccoca

gttceeggge

aatctgecct
ctceecgeatg
gcttgttggt
coggeceacac
ttgeacaatg
tgtaaaccte
ctaactacgt
ggcegtaaaga
gggtctgcat
agcggtgaaa
atactgacge
acgocgtaaa
acgcattaag
ggggggeceeg
ccaaggettg
acaggtggtg
acgagcgcaa

acaggagact

cttatgtett
ggtggagcga
tgaagtcogga

cttgtacaca

22

geactetggyg
ggatgogtgt
ggggtgatgg
tgggactgag
ggcgaaagce
tttecageagg
gccagcagec
gctegtagge
tcgatacggg
tgegeagata
tgaggagcga
cgttgggaac
tteccecegect
cacaagcgge
acatacacca
catggettgt
cecttgttet

geeggggtca

gggctgcaca
atctcaaaaa
gtegetagta

cecgecegtea

acaagccctg
ggaaagctcece
cctaccaagyg
acacggceca
tgatgcageg
gaagaagcga
gcggtaatac
ggcttgtege
caggctagag
tcaggaggaa
aagcgtgggy
taggtgtggg
ggggagtacyg
ggageatgtg
ggaaacctet
cgtcageteg
gtgttgecag

actcggagga

cgtgctacaa
geeggtetea
atcgeagatce

cgtcacgaaa

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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<220>

<221> fuente

<222>1.20

<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal 27 f" /organismo="Streptomyces"

<400> 2
agagtttgat cctggctcag 20

<210> 3

<211> 19

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1..19

<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal 1492r" /organismo="Streptomyces"

<400> 3
ggttaccttg ttacgactt 19

<210> 4

<211> 24

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal PR-1" /organismo="Streptomyces"

<400> 4
ctggctattc tcgattttta atcg 24

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal PR-1 r" /organismo="Streptomyces'

<400> 5
tcctgcatat gatgctectt attg 24

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223>/mol_tipo = "DNA"/nota="cebador EF1 f"/organismo = "Streptomyces"

<400> 6

atgccccagg acatcgtgat ttca 24
<210> 7

<211>24

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

23
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<221> fuente
<222>1..24
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "cebador EF1 r"/organismo = "Streptomyces"

<400>7
ttggcggceac ccttagetgg atca 24

<210> 8
<211> 3483

<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222>1..3483

<223>/mol_type = "ADN"/nota = "rpoB"/organismo = "Strepfomyces"

<400> 8

ttggoogect cgogeoaacge ctogactgee aatacgaaca atggogocag caccgooocyg
ctgcgecatet ccoctttgecgaa gatcagggag cctcotegagg ttecgaacct cectegegetg

cagaccgaga gcttcecgattg getgetegge aatgcegecet ggaaggeteg cgtegagget

24

60

120

180
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gcegctggaca
atctecoecga
gagoegecga
ctcttegtea
ttecatgggeg
cgtgtegteg
aagacgtceg
gagatggaga
teceogtoaceyg
ggegagtacg
gegetgeteg
cagacgetge
cgctacaagy
gtegaggacy
accgtegggg
aaccgeegta
cgtatggage
cagaccctga
cagetgtege
ctgaacgege
gtgcaccegt
ggtctgateg
ccgtacegea
gaagaggacco
goegagaaca
gacgtegact
cccttoctey
gecogtgecgoe
geggtegacyg
gocgactacy
tteoteeaget

cgggtgateg

gcggtcagga
tecgaggactt
agaactcgat
cggecgagtt
acttcccget
tetegeaget
acaaggacat
tegacaageg
ttotectgaa
agtegatgeyg
acatctaccg
tcgagaacct
tcaacaagaa
teategoete
acaacggcca
tcocgtaacgt
gegtegtgeg
tcaacatccg
agttcatgga
toggooocgg
cgcactacgg
gctegetoge
aggtcgtcga
gettegteat
gegtcooctggt
acatggacgt
agcacgacga
tgatcaaggce
ceggegacgt
tgacggtgge
ccaaccaggy

ceggecagat

ES2678 018 T3

cgtcccrace
cteoecgggteg
cgacgagtge
caccaacaac
catgaccgac
ggtcegoteg
ctteteegte
tgacatggte
ggctetogge
cgcecacceotg
caagetgegt
ctacttcaac
gctgggtteg
gatcaagtac
gtocgtggte
cggcgagotyg
tgagogoaty
geeggtogte
coagacgaac
tggtctctee
cogeatgtge
ctegtacgge
cggtgtogtc
cgegeaggee
cegeegocgt
ctoaccogege
cgcecaaccge
ggagtcoceg
catcaaggee
caacgacgac
cacctoctte

getggecgac

aagtccggtc
atgtccctga
aaggagcegtyg
gagaccggeg
aagggcacct
cegggtgtet
aaggtcatcc
ggtgtgegta
tggacgaccy
gagaaggace
cegggegage
cegaagoeget
gocgeteogae
ctggtgaage
gtcgagaccy
atccagaace
acgactcagy
gcctccatca
cegetgtegy
cgtgagcggg
ccgatcgaga
cgggtcaacy
accgacgacg
aacgccecge
ggcggcegagy
cagatggtgt
gegcteatgy
ctggteggea
gagaaggacy
ggcacctaca
aaccagaagg

ggcecegteca

25

tggaagagat
ctttecgtga
acttcacceta
agatcaagtc
tetgeatecaa
acttcgacte
cgtececgggyg
togacaogeaa
agcagatect
acacccagygy
cooacacacy
acgacctege
tggacgegyg
tgcacgeogy
acgacatcga
aggtcegeac
acgtogagge
aggagttctt
gtctgaccca
cgggettega
cgoeccgaagqg
cgttoggttt
tcgactacct
tegeggacga
tcgactacat
cggtegagac
getegaacat
ceggeatgga
gtgtegteca
ccacctaceoy
togtegtgga

cecgaggacygyg

cttcgaggag
tcaccgtttc
cgeageteeg
ccaagacggtc
cggeaccgayg
ctocategac
tgcctggetyg
gegoaageayg
ggaggagttc
ccaggacgac
ggaggeegeg
gaaggtcgge
cgtoctgacy
tgagaccgag
ccacttegge
gggtctggee
gatcacgecg
cggcaccaga
caagegeogt
ggtcegtgac
cccgaacate
catcgagace
gacggccgat
cotgegette
coccggogac
cgegatgate
gatgcgceag
gtaccgetgt
ggaggtcteo
ggtggecaag
cgagggtgeyg

cgagatggeg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1%20
1980
2040

2100



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>9
<211> 2031
<212> ADN

ctoggraaga
atcatcctca
cacgaggteg
aacgtctceg
gaggteogteg
acceoggagyg
acctecgetga
cgegaagagyg
cagaagcgea
atctccaaga
atcatccteca
cacctggget
cggetecagyg
ttogacggeg
gacggegace
gagcegttcc
gtggacgaca
ctgggtggta
gaggettatg
accggeegeg
atcocegagt
gtgetgtoegt
gctgeggagyg

tga

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente
<222>1..2031
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "gyr B"/organismo = "Strepfomyces"

<400> 9

acctcctggt
gecagegtot
atgccegtga
aggaggtcct
ccggcgacat
agcggetget
aggtgccogea
gogacgaact
agatcaccga
toctgeogot
accegetggg
ggotggeete
ceateggege
cacgegagga
goctggteca
aggagacagat
agctgcacge
aggctcagtt
gcgecgegta
tgaaggtcta
cottcaaggt
cogacggeat

agctaggtat

ES2678 018 T3

ggcgttcatyg
ggtgcaggac
caccaagete
cgecegaccte
cctggtegge
gegegegate
cggtgagatc
geegoeggge
tggtgacaag
cgaggacatg
tgtecccegteco
cegeggetgy
cgacgaggtce
cgagatcgec
gtegteegge
ctecggtegge
coggtocace
cggtggecag
cgecctocag
cgaggccate
geteatcaag
gtocatcegag

cgacctgtoca

cegtgggagy
gacgtcctet
ggecccegagy
gacgagegeg
aaggtcacce
ttcggtgaga
ggcaaggtca
gtgaaccage
cteogeecggee
cegttectgy
cgaatgaacc
aaggtegagg
gagecceggea
ggtoctetteg
aaggceegge
tacatgtaca
ggtcegtact
agetteggty
gagectgetga
gtcaagggeg
gagatgcagt
atgegegaca

cggegegagoe

26

gccacaacta
cetegatcca
agatcacceg
gcatcatceg
cgaagggega
aggecccgtyga
toggegtecy
tggtecgegt
gtcacggecaa
aggacggeac
cgggacaggt
gctocgagga
ccaacgtege
actcgacgat
tocttegacgg
toctcaaget
cgatgatcac
agatggaggt
ccatcaagte
agaacattcc
ccetgtgect
cegacgagga

cgagcagegt

cgaggacgeyg
catcgaggag
ggacatcceyg
gatcggtgec
gaccgagety
ggtcegtgac
cgtcttogac
ctacgtggeg
caagggegte
ceeggtegac
cctggagate
ctggatgeag
gaccceggte
cocgaaccoge
cegeteoegge
gcaccacctg
ccagcagecy
gtgggegetg
cgacgacgtyg
cgageecgge
caacgtggaqg
cgtettecge

cgaagaggtc

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3483
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gtgctgtgee
tecacgeceg
ctggaagggce
cgcggectge
ggtcacgcgg
aacggccgeg
gtgetgacey
ggtotgeacy
gteaagacgyg
ctggeccogga
gacgtctteg
gcgttectea
gaggagggca
acctacctea
gaggacaagyg
gagggtgtct
ggcttoegeg
cgggagegty
tocggtcaage
gaggecaaga
aaccctaatg
geggoeoagta
cogggeaage
gagggtgact
ctecegatee
aacaacgagy
atcgccaage
cacatcaaca
gggcatgtct
gagtacgegt
aagogoatca

gagetgeggyg

gacgeggege

cgetoegttcea

agaaagggcy
acgacgaggc
tggaggeggt
accatctcogt
acagcatcga
ggatcccoggt
tgctgeacge
gegteggegt
acggetaceyg
acgaggccac
agaccaccga
acaagggcct
agcegcectcto
actocegeaa
agcggatget
acagcttege
ccgogetgac
acgacaacct
tgggcgageo
ccttegtoca
aggeggegga
aggegeggga
tgagegactg
cegecggegyg
goggcaagat
tccaggoget
tccogetatca
cectgetget
teoctotceccg
actcggaceg
gggacgactc

tcaccacgat

aggecgacga

tccagegeaa

ES2678 018 T3

cttegtggeo
cctggetecy
cogeaagega
ccaagaggtco
ggtcacgatc
gggcatcgte
gggeggeaayg
ctocgtegte
ctggacccay
ggaggagace
gtactcette
gtcgatcteg
cgtgaagtac
gggcgagetg
ctccctegag
gaacaccatc
gtacctgate
caccggtgay
gcagttegay
gaagatcgtc
catcgtecge
totgacoege
ccagtccaat
ctcggccaag
cctcaacgty
gatctoegee
caagatcatt
gaccttecte
tcecgeegete
ggagcgggac
ggtccagege

ggacccagac

cetgtteteg

cgccaaggat

gattocoggea
cocgtogtacyg
cecggtatgt
gtcgacaact
ctecgocgacyg
cccteggagg
tteggeggeg
aacgeectgt
gactacaaga
ggcaccacgg
gagacgetgg
ctcaaggacy
cactacgagg
gtecacccca
atcgegatge
cacacccatg
aacaagtacg
gacatccgey
ggccagacca
aacgagcatc
aaggggatcc
cgtaagggge
gaccegtega
teeggeegta
gagaaggcece
ttoggeaccy
ctgatggegy
tteoegcettea
tacaagatca
goegetgatoce
ttcaagggte

caccgegtes

gtcoctgatgg

gtecagettec

accccatoga
acgecagtge
acatoggtto
ccgtegacga
gcggegtecg
ggaageegge
goggotacge
cotegaaggt
cgggagegee
tecaccttctg
cccggegott
agcgogagge
gecggcategt
cggtgategg
agtggaacac
agggeggeoac
cgogegacaa
agggectgac
agaccaagct
togecgactg
aggcggogac
tgotggagac
agtgegagat
accegeagta
gggtcgacaa
gggtgcacga
acgccgatgt
tgcgeeeget
agtggggeeg
aggteggeog
tgggogagat

tgggacaggt

gtgaggacgt

tcocgacatotg

aasacatcccyg
gattaccgtc
caccggtgag
ggccatggeoc
cgtcgtggac
tgtggaggtc
cgteteogge
gteggtcgag
gacegegece
ggcggacceyg
ccaggagatg
ccatgtggac
cgacttcgtg
gttegaggee
ccagtacacc
ccacgaggayg
gaagctgete
cgccatcate
gggcaacacyg
gctggaccogt
ggcoagggte
cgogtagoty
ctteategte
tecaggegate
gatcctgeag
ggacttogac
cgacggccayg
ggtegaggeg
ggacgacttc
tgaacagggce
gaacgcogaa

cacecctggac

cgaggeacgy

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1820

1980

2031

<210> 10
<211> 990
<212> ADN
<213> Streptomyces
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<220>

<221> fuente
<222> 1.990
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Rec A"/organismo = "Strepfomyces"

<400> 10

<210> 11

ggcgatcgge
geccteggeyg
tocggtaaga
gttgectteg
gacaccgact
gacatgctgg
gtgccgegeyg
ctgatgagee
atcttcatca
accggtggec
accctcaagg
aaggtcgecge
cgtgagggcyg
tggtacacct
aaggacaacc
ggggtgagge

ggcgtgaceg

<211> 1209
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente
<222>1..1209
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Trp B"/organismo = "Streptomyces"

<400> 11

cgaacgagcce
teggeggtet
cgaccctgac
tggacgeoga
cectgatoct
tcegetocgg
cggagatcga
aggcgceteog
accageotoeg
gggegetgaa
acggcaccga
cgecceccttcaa
gtctgatcga
acgagggcga
cegatetege
cocaggacos

acgeogeace

ES2678 018 T3

ggtcgaggte
geegegegge
cotgoacgeyg
gcacgcccte
gtoccageeg
cgeeoctegac
gggcgagatg
taagatcacc
cgagaagatc
gttetacgeg
cgeggtoegge
gcaggccgag
catgggcgtc
ceagetegge
caatgagatc
ggcggceegeg

ggcgaaggcee

atccccaccg
cgggtggteg
gtggecaatg
gaccctgact
gacaacggcyg
ctcatagtca
ggcgactece
agegegetca
ggegtgatgt
teggtgegea
aaccgcacce
ttcgacatcc
gagcacggct
cagggcaagyg
gagaagaaga

geagegcacea

28

ggtcgaccgc
aggtctacgg
cecagegygge
acgegeagaa
agcaggeget
tcgactecgt
acgtcggect
accagtocaa
teggetagec
tcgacatceg
gcegtcaaggt
tctacggeca
tcgtccgeaa
agaacgocoyg
tcaaggaaaa

cggacgegge

tcteocgacgte
ccecgagtoce
cggeggeace
getgggegtyg
cgagategtyg
cgecgeccetg
ccaggeccgg
gaccaccgeg
ggagaccacg
cegeatcgag
cgtcaagaac
gggcatcagce
gtecggtgee
caacttoctg
geteggeate

tggtgeegeg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

990
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gtgcccageg
gtegecgecg
geggecogage
gtgeggeggt
aaccacaccyg
atgggcaagt
accgeatgtyg
cggcaggege
tooggeagea
gtggaccgea
gtgcegegact
gggeggetge
ttecacgect
ggtgtggaga
ggctoooggt
toggecggto
cgtgecogagt
gagaccgagy
cteggeogtyg
aaggacatgg

gcgaagtga

<210> 12

<211> 1419

<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente
<222>1..1419
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Atp B"/organismo = "Streptomyces"

<400> 12

cegagggeta
togacgaggt
tegaggatet
tcgeoegagea
gotoccacaa
cocgggteat
cgetgtteogy
tcaatgtgge
gceaccctgaa
cccactacct
tccaccgget
cggacgeggt
teoctgeogga
ccggggagea
cgttogtget
tcgactacce
accgggeggt
geatcateoce
agctggggag

acacggeggce

ES2678 018 T3

ttteggegee
cgcggocgag
getggteaac
cgceggggge
gatcaacaat
cgcoagagacc
gctegaatge
gcggatgegy
ggacgacatce
ctteggtacy
gatcggegty
cgecggectgt
cgagagegty
cgeggecacy
ccaggacgag
cggegteggg
caccgacgac
ggcgatcegag
cgacggocty

taggtactte

tteggeggea
tacgagaagg
tacaccggec
gecegggteot
gtgctgggge
ggcgecggte
accatctaca
atgctgggeg
aacgaggegt
gtggceggea
gaggegegge
gtgggcggeg
cgoctegtey
ctgageeagy
gacggccaga
ccggagcacqg
gaggcgatge
agegeceacy
gtgctggtea

gggctetacy

29

agttcatcce
ccaagacgga
ggcccagtge
tectcaageg
aggeoctget
agcacggegt
tgggegaggt
cegaggteat
tacgggacty
cccaccectt
ggcagatcct
gatccaacge
gettegagee
gegageeegyg
tcaccgagece
cgtatctgaa
gggegetgeg
cgetggeggg
accteteoogy

accageagag

cgaggegete
cocegectte
gctgaccgag
ggaggacctc
caccaagogo
ggccacggec
cgacacccayg
ctcegtgace
ggtegecaat
ccceggegetg
ggageggace
gatcgggotg
cgeoggacac
gatcctgeac
gtactocgatc
ggacatcgge
gctgeteteg
cgecotggac
gegeggegac

cgaccaggga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
SQ0
960

1020
1680
1140
1200

1209
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gtggocteey

gacgegatge

ggggcgaaga
gacatcteca
gacggcatca
aagatcctca
aaggcceeegy
gtegtogaco
ggegteggea
ggegtttocg
gagatggeey
ccoocgggca
gatgtgeaga
ggttecegagyg
ctggecgacy
acctegatge
accttogege
tacccggegg
caggagcact
caggacatca
tteogegece
accggectey
goagatggtyg

gacctcaagg

goegegtege

cggagatota

agaccctgac
tggageccac
cggtgeeggt
acgagecooga
ccttegacea
tgctgaccce
agacegtget
tgttcgeegg
agteceggegt
coccgtcetgeg
agcaggacgt
tctegacect
agatgggcat
aggcegateta
acctcgacge
tggacccget
acgactgege
tcaacatoct
gocggatega
acggatcegga
agttcgacca

ccaaggecaa

ES2678 018 T3

gegggtcate

caacgegetyg

cctocgaggte
cgacggecty
cggegatgte
ggccgagtec
getegagteo
gtacgtcaag
catccaggaa
tgtcggegag
gctoccgeay
cgtegeoeoctg
getgttotte
geteggecgg
ccetgeaggag
cgteccegeyg
gaccacggtg
ggactcgacg
ctegegegtyg
gggcategac
gcegettooty
tgtgeegetyg
ctteccegag

ggagctggge

ggcecggtey

caggtogagg

gcccageace
gtoogocagy
accaagggoc
gaggtcaccyg
aagaccgaga
ggcggceaaga
atgatcatge
cgcaccoegtyg
accogegetgy
geecggtcectga
atogacaaca
atgecctecy
ageatcaccet
gacgacctga
ctetecogge
toceggatee
aagtcgatce
gagctoggeg
tcgeagaaca
gacgagtcca
caggcgttct

gtectectga

30

tcgacgtgga

tegoegacee

tcggegaggy
cogeggtgac
gggtgttcaa
agcgetggte
tgttegagac
teggtotgtt
gtgtggecaa
agggcaacga
totteggeca
ccatggegga
tcottoogett
cggtgggeta
cgaccegtgy
cagaccegyge
cgatctegga
tggaccegeg
tgcagaagta
aggaggacaa
ccoacgegge
tegeegegtt

teatgtgegg

gtteccegte

cteccaggag

cctggteege
cgacacogge
caccctegge
catccaccge
aggectgaag
cggcggegeyg
getgeacgag
cctgatcgag
gatggatgag
gtacttccge
cacceaggec
ccagecgaac
tcactegate
cceggegaca
gaagggcatc
ctacateteg
caaggacctc
gctoacegte
gaagecagttc
caacgegate

tggecetggac

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1419
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ES2678 018 T3

Reivindicaciones

1. Método para tratar un material vegetal, en el que se aplica una composiciéon de tratamiento que comprende al
menos un agente bioldgico elegido en el grupo compuesto por:

- bacterias del género Streptomyces que comprenden una secuencia de ADN, denominada 16S ADNr, que
codifica el ARN ribosémico 16S de dicha bacteria, 100% homologo con la SEQ ID_NO1,

- medios de cultivo que comprenden polinucleétidos que tienen una secuencia de ADN 100% homdloga con SEQ
ID_NO1, obtenida por:

» cultivar al menos una bacteria del género Streptomyces que comprende la secuencia de 16S rADN 100%
homologa con SEQ ID_NO1 en un medio de cultivo adecuado para permitir el crecimiento de dichas bacterias
durante una duracién mayor de 24 horas, entonces;

« eliminar dichas bacterias del medio de cultivo para formar una composicién de tratamiento al menos
sustancialmente libre de dichas bacterias;

la bacteria del género Streptomyces siendo elegida en el grupo compuesto por:

* bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el nUmero 1-4467 con la
Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, y;

* bacterias mutantes obtenidas por mutagénesis de bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el
7 de abril de 2011 bajo el nimero 1-4467 con la Coleccién Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del
Instituto Pasteur, inhibiendo la bacteria mutante el crecimiento de agentes fitopatdgenos tal como Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.

2. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el material vegetal se elige en el grupo compuesto por la
totalidad o parte de una planta de cultivo, fruta o verdura después de la cosecha, semillas de plantas.

3. Método segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque se usa una composicion de tratamiento
que comprende ademas un nutriente sélido en estado dividido.

4. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicha composicion de tratamiento se
aplica sobre dicho material vegetal para activar el crecimiento del mismo.

5. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dicha composiciéon de tratamiento se
aplica sobre dicho material vegetal para inhibir el crecimiento de al menos un microorganismo diana.

6. Método segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dicha composiciéon de tratamiento se
aplica sobre dicho material vegetal para estimular las defensas naturales de dicho material vegetal.

7. Composicion que comprende al menos un agente bioldgico elegido del grupo compuesto por:

- bacterias del género Streptomyces que comprenden una secuencia de ADN, denominada ADNr 16S, que
codifica el ARN ribosémico 16S de dicha bacteria, 100% homoéloga con la SEQ ID_NO 1, y;

- medios de cultivo en los que se cultivaron bacterias del género Streptomyces que comprenden la secuencia
16S del ADNr 100% homdloga con la SEQ ID_NO1 y que estan sustancialmente libres de dichas bacterias,
comprendiendo dichos medios de cultivo polinucleétidos que tienen una secuencia de ADN 100% homologa con
la SEQ ID_NOf1;

la bacteria del género Streptomyces siendo elegida en el grupo compuesto por:

* bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el niUmero 1-4467 con la
Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, y;

* bacterias mutantes obtenidas por mutagénesis de bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el
7 de abril de 2011 con el numero 1-4467 con la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del
Instituto Pasteur, la bacteria mutante que inhibe el crecimiento de agentes fitopatégenos tales como
Phaeomoniella chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y
Botryosphaeria obtusa.

8. Composicién segun la reivindicacion 7, caracterizada porque es liquida.
9. Composicion segun la reivindicacion 7, caracterizada porque es solida.

10. Composiciéon segun una de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizada porque comprende al menos un excipiente
aceptable para permitir la aplicacién del mismo sobre un material vegetal a tratar.
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1.

12.

13.

14.

15.

16.

ES2678 018 T3

Uso en agricultura de una composicion segun una de las reivindicaciones 7 a 10.

Uso segun la reivindicacion 11 para estimular el crecimiento de las plantas.

Uso segun la reivindicacion 11 para estimular la germinacion de las semillas.

Uso segun la reivindicacion 11 para un tratamiento de fertilizacion de plantas.

Uso segun la reivindicacion 11 para un tratamiento de planta antimicrobiano y/o antiviral.

Uso segun la reivindicacion 11 para estimular las defensas naturales de las plantas.
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