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Usos agrícolas de una nueva bacteria del género Streptomyces

Descripción

[0001] La invención se refiere en general a los usos agrícolas de una nueva bacteria del género Streptomyces. La 5
invención se refiere particularmente a un método de tratamiento de plantas, una composición de tratamiento de 
plantas y usos de dicha composición de tratamiento para el tratamiento de plantas.

[0002] El desarrollo de cultivos vegetales agrícolas intensivos es necesario ahora para satisfacer las necesidades de 
alimentos en todo el mundo. Con este fin, tales cultivos vegetales agrícolas intensivos requieren el uso de agentes 10
para optimizar el crecimiento de las plantas de interés y para minimizar el crecimiento de plantas y/o patógenos 
indeseables. En particular, se sabe que los agentes mejoran la nutrición de las plantas y los agentes de protección 
de las plantas frente a los organismos patógenos, especialmente frente a las bacterias y/o hongos fitopatógenos que 
son susceptibles de afectar el crecimiento óptimo de las plantas.

15
[0003] Los productos de fertilización del suelo también son conocidos. En general, estos son fertilizantes de la 
industria química, que se encuentran en una forma sólida 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 
óptimo de las plantas. El exceso de estos productos de fertilizantes sólidos traídos al suelo y no eliminados por las 
plantas permanece momentáneamente en el suelo y gradualmente se disuelve con agua de lluvia o agua de riego 20
antes de llegar al agua subterránea y contaminarlos.

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

25
[0005] La invención, por lo tanto, pretende proporcionar una solución a este problema.

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

30
[0007] La invención también tiene como objetivo proporcionar una solución para la protección de vegetales con a 
respecto a ciertos organismos fitopatógenos -bacterias y/o champiñones-.

[0008] Para hacer esto, la invención se refiere a un método para tratar un material vegetal, de acuerdo con la 
reivindicación 1.35

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

40
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[0010] En la SEQ ID_NO1 anteriormente, el símbolo "n" en posiciones 1036 y 1049 de la SEQ ID_NO1 significa, 
según IUPAC ("International Union of Pure and Applied Chemistry"), cualquiera de los cuatro nucleótidos a, t, c o g.
Por lo tanto, el nucleótido n en la posición 1036 se selecciona del grupo que consiste en el nucleótido "a", el 35
nucleótido "t", el nucleótido "g" y el nucleótido "c" y el nucleótido n en la posición 1049 se elige independientemente 
del nucleótido en la posición 1036, en el grupo que consiste en el nucleótido "a", el nucleótido "t", el nucleótido "g" y 
el nucleótido "c".

[0011] La invención por lo tanto se refiere a un método de tratamiento de un material vegetal, en el que se aplica la 40
composición de tratamiento a al menos una porción 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 
composición de tratamiento de la invención tiene capacidad inhibidora del crecimiento de ciertas bacterias, tales 45
como, por ejemplo, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y de ciertas bacterias o hongos fitopatógenos tales como
Streptomyces scabies, Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeomon Iella, Phaeomon aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.

[0013] Una cepa de bacterias que tienen una secuencia homóloga de ADN a 100% con la SEQ ID_NO1 fue 50
presentada por el solicitante y registrado el 7 de abril de 2011 bajo el número I-4467 con la Colección Nacional de 
Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur (cuya dirección es 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris 
cedex 15) con el estatuto de autoridad internacional de depósito según el Tratado de Budapest.

[0014] En un método de tratamiento descrito en el presente documento, las bacterias se utilizan que son del género55
Streptomyces y que tienen una secuencia de ADN homóloga al 100% con la SEQ ID_NO1.

[0015] Ventajosamente y según la invención, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para 
la subunidad beta de la ARN polimerasa (POLB) homóloga a la SEQ ID_NO8. La bacteria aislada tiene así la 
secuencia SEQ ID_NO8 como una secuencia codificante para la subunidad beta de la ARN polimerasa (polB).60

[0016] Ventajosamente y según la invención, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la 
girasa (gyrB) homóloga a la SEQ ID_NO9. La bacteria aislada tiene así la secuencia SEQ ID_NO9 como secuencia 
de codificación para girasa (gyrB).

65
[0017] Ventajosamente y según la invención, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para 
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la recombinasa homóloga (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 según la invención, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
unidad beta de sintasa triptófana (trpB) homóloga con SEQ ID_NO11. La bacteria aislada tiene así la secuencia SEQ 5
ID_NO11 como secuencia codificante para la sintasa triptófana (trpB).

[0019] Ventajosamente y según la invención, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica para 
la unidad beta de la sintasa ATP (ATPB) homóloga a la SEQ ID_NO12. La bacteria aislada tiene así la secuencia 
SEQ ID_NO12 como una secuencia codificante para la subunidad beta de la sintasa ATP (AtpB).10

[0020] Ventajosamente y según la invención, 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_NO8. Ventajosamente y de acuerdo con la invención, la 
bacteria aislada tiene cada una secuencias SEQ ID_NO4, SEQ ID_NO5, SEQ ID_NO6, SEQ ID_NO7 y SEQ
ID_NO8.15

[0021] Ventajosamente y según la invención, la composición 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 número 
I-4467 con la Colección 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 porción de secuencia 20
homóloga al 100% con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0022] En una primera variante de un método de acuerdo con la invención, se utilizan bacterias coliformes en la 
cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el número I-4467 con la Colección Nacional de Cultivos de 
Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, de tales bacterias que se ajustan a la cepa depositada que 25
comprende una porción de la secuencia de ADN que tiene 100% de homología con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0023] La cepa depositada en la CNCM con la forma nº I-4467 cuando se crece en el medio ISP-2 o en medio sólido 
Bennett, racimos o "colonias" bacterianas presenta:

30
- micelio, un denominado micelio de sustrato ramificado que crece en el espesor del medio sólido y varía en 

color de amarillo pardo a gris-marrón dependiendo de la composición del medio sólido;
- un micelio aéreo que se desarrolla en la interfaz aire/sólido que es de color blanco.

[0024] La cepa depositada en la CNCM es una cepa de bacterias aisladas de cualquier entorno natural. En 35
particular, la cepa depositada en la CNCM se aisló de un entorno natural de origen en el que ya existía.

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

40
- no son patógenas (inocuas) para los humanos;
- son bacterias Gram-positivas;
- son bacterias saprófitas, es decir, capaces de degradar la materia orgánica del suelo;
- tienen una temperatura óptima de crecimiento que está entre 12°C y 37°C, preferentemente entre 28°C y 

30°C;45
- tienen un pH de crecimiento óptimo de entre 6 y 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 única fuente de carbono;
- pueden usar aminoácidos, sales de nitrato y sales de amonio como fuente de nitrógeno;50
- son capaces de reducir nitratos a nitritos, degradando adenina, tweed 20 y acetato de sodio;
- no pueden hidrolizar el almidón y usar estos productos de hidrólisis.

[0026] En una segunda variante de un método de acuerdo con la invención, las bacterias mutantes de las bacterias 
de cepa depositada en la CNCM, es decir obtenidas por mutación de las bacterias de la cepa depositada en la 55
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 60
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 
mutágenos físicos -especialmente mediante la exposición de bacterias coliformes en la cepa depositada en el CNCM 65
a radiación de luz ultravioleta o radiación ionizante y mutágenos químicos.
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[0029] Bacterias mutantes muestran diferencias en la secuencia de ADN en relación 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 ADNr 16S de la bacteria de la invención.

[0030] De acuerdo con las variantes ventajosas primera o segunda de un método según la invención, se pone en 5
contacto la composición de tratamiento que comprende bacterias que tienen una secuencia de ADN homóloga al 
100% con la SEQ ID_NO1 (es decir, bacterias de acuerdo con la tensión 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 según la invención, las bacterias de la 10
composición 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 división celular. Por lo 
tanto, es una bacteria viva en fase de crecimiento vegetativo o fase estacionaria. La composición 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 15
ricos que comprenden todos los elementos minerales y precursores orgánicos necesarios para el crecimiento de las 
bacterias de acuerdo con la invención, en particular una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, una fuente de 
fósforo, vitaminas y oligoelementos.

[0032] Ventajosamente, el medio de cultivo acuoso puede comprender D-glucosa, extracto de levadura, fosfato 20
dibásico 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 invención, la composición 
de tratamiento de las bacterias puede también estar en forma de esporas que tienen la secuencia de ADN homóloga 
al 100% con la secuencia SEQ ID_NO1. La formación de esporas se observa cuando las bacterias en la fase de 25
crecimiento vegetativo forman un micelio primario que se desarrolla en una interfaz aire/sólido 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 número I-4467 con la Colección Nacional de Cultivos de 
Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur o bacterias mutantes de esta cepa depositada y que comprende una 30
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.

35
[0035] Se promueve la producción de esporas de la bacteria de la invención por el cultivo de bacterias de acuerdo 
con la invención en un medio de cultivo capaz de generar un estrés bacteriano, incluyendo cultivo líquido limitado o 
medio deficiente de carbono y/o nitrógeno y/o fósforo y/o vitaminas y/o oligoelementos.

[0036] Ventajosamente, tales esporas pueden ser colocadas en un medio rico y la rehidratación para formar una 40
población de bacterias de acuerdo con la invención en la fase vegetativa.

[0037] Ventajosamente, no se aplica a la materia vegetal una composición 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 ADNr 16S homóloga a 100% con la secuencia SEQ ID_NO1.45

[0038] El medio de cultivo acuoso puede ser un medio de cultivo acuoso sólido o un medio de cultivo acuoso 
líquido.

[0039] En una primera realización de esta primera variante de un método según la invención, la composición de 50
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 composición de tratamiento líquido.
Ventajosamente, la composición de tratamiento líquido es una composición acuosa de tratamiento líquido. La 
composición de tratamiento líquida 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 líquido 55
acuoso.

[0040] En esta primera forma de realización, preferentemente, se aplica a al menos una porción de dicho material de 
planta la composición de tratamiento líquida que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM y/o 
bacterias mutantes en un medio de cultivo líquido. 60

[0041] En una segunda realización de esta primera variante de un método de acuerdo con la invención, la 
composición de tratamiento que comprende las bacterias que tienen la secuencia SEQ ID_NO1 es una composición 
de procesamiento sólido.

65
[0042] En esta segunda realización, preferiblemente, se aplica a al menos una porción de dicho material vegetal una 
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composición de procesamiento sólido que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM y/o bacterias 
mutantes y un medio de cultivo sólido. En esta segunda realización, el medio de cultivo sólido puede comprender 
una proporción de agar-agar (E406).

[0043] En una tercera variante de un método de acuerdo con la invención se aplica una composición de 5
procesamiento que comprende al menos un polinucleótido que tiene al menos una porción de la secuencia de ADN 
homóloga a la SEQ ID_NO1.

[0044] Ventajosamente, en esta tercera variante de un método de acuerdo con la invención, la composición de 
tratamiento puede comprender un polinucleótido y/o bacterias seleccionadas del grupo que consiste de bacterias 10
coliformes a la cepa depositada y registrada el 7 Abril de 2011 bajo el número I-4467 de la Colección 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 invención, la composición de 
tratamiento puede ser una composición libre de células que está sustancialmente libre de bacterias que tienen la 15
secuencia SEQ ID_NO1. En esta tercera variante de un método de acuerdo con la invención, al menos una parte de 
dicho material vegetal se pone en contacto con la composición acelular liberada de bacterias que tienen la secuencia 
SEQ ID_NO1.

[0046] Ventajosamente y según la invención, dicha composición libre de células es en particular un medio de cultivo 20
en el que se han desarrollado las bacterias que comprenden la secuencia SEQ ID_NO1 y que está sustancialmente 
libre de dichas bacterias.

[0047] La invención también proporciona una composición de tratamiento formada de un medio de cultivo de 
bacterias que tiene un cromatograma de HPLC que comprende una primera señal mayor (P72,6) a un tiempo de 25
retención de 11.925 min y una segunda señal principal (P72,14) en un tiempo de retención de 20,04 min.

[0048] Tal composición de tratamiento formada de un medio de cultivo bacteriano de acuerdo con la invención tiene 
un efecto estimulador del crecimiento de plantas en cultivo, tales como girasol, maíz, semilla de colza, el trigo y el 
tomate y también presenta una actividad antifúngica, particularmente con respecto a Botrytis cinerea, en las hojas de 30
la vid.

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

35
[0050] Una composición libre de células de acuerdo con la invención obtenida después de 24 horas de cultivo de la 
cepa de acuerdo con la invención puede tener el análisis por HPLC en columna de fase inversa de una pluralidad de 
picos (P24,l) que tienen tiempos de retención (ti) enumerados en la Tabla 1 a continuación.

Tabla 140

45

50

[0051] Una composición libre de células de este tipo según la invención obtenida después de 3 días (72 horas) de 
cultivo de la cepa de acuerdo con la invención puede tener el análisis por HPLC en columna de fase inversa de una 
pluralidad de picos (P72,i) que tiene tiempos de retención (ti) y áreas (A72,i) expresadas en valores relativos bajo 
dichos picos (P72,i) enumerados en la Tabla 2 a continuación.55

60

65

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 21,4 a 21,7
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Tabla 2

5

10

15

20
[0052] El análisis de HPLC del extracto obtenido por extracción del medio de cultivo de la cepa según la invención 
por acetato de etilo, secado de la solución de acetato de etilo y solubilización del extracto en metanol. La 
cromatografía HPLC se realiza en una columna Xbridge (Waters, Guyancourt, Francia) de dimensiones de 25 cm/4,6
mm/5µm. La elución se lleva a cabo mediante un gradiente de acetonitrilo de 20% a 95% en agua con un caudal de 
0,8 mL/min. La detección se lleva a cabo a la longitud de onda de 254 nm.25

[0053] En las condiciones de extracción y el análisis mencionado anteriormente, ventajosamente y según la 
invención, la composición de tratamiento es una composición 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 está sustancialmente libre de dichas bacterias y que tiene 30
un cromatograma de HPLC que comprende una primera señal principal (P72,6) en un tiempo de retención de 11,925 
min y una segunda señal principal (P72,14) en un tiempo de retención de 20,04 min.

[0054] En las condiciones de ensayo anteriormente mencionadas, ventajosamente y según la invención, la 
composición libre de células obtenida después de 3 días (72 horas) de cultivo de la cepa de acuerdo con la 35
invención tiene una traza de HPLC que comprende señales, dichas señales menores en tiempos de retención 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 composición libre de células se puede obtener mediante un proceso en el que:40

- 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 período 
superior a 24 horas, entonces;

- las bacterias se eliminan del medio de cultivo para formar la composición acelular al menos 45
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 período de entre un mínimo del orden de 24 horas y 10 días, 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 50
bacterias se extraen del medio de cultivo por ejemplo, mediante centrifugación del medio de cultivo o las bacterias 
se inactivan para formar la composición acelular. Dicha composición 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. .

55
[0057] Es posible inactivar las bacterias por cualquier técnica conocida, en particular por la lisis de las bacterias 
mediante tratamiento enzimático o tratamiento mecanoquímico.

[0058] Ventajosamente y según la invención, la composición de tratamiento se aplica a la(s) parte(s) del material de 
la planta, comprendiendo dicha composición de tratamiento además al menos un excipiente aceptable (fito-60
aceptable) para dicho material vegetal.

[0059] Ventajosamente y según la invención 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 composición de tratamiento se aplica a al menos una parte aérea 65
de la planta, por ejemplo en el follaje o en las semillas.

P72,i ti (minuto) A72,i (%)

P72,1 3,93 3,45

P72,2 5,30 2,02
P72,3 6,59 5,05
P72,4 8,83 1,45

P72,5 9,63 3,13
P72,6 11925 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
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[0060] Ventajosamente y según la invención, se elige la planta cultivada en el grupo formado por árboles -
especialmente olivos, albaricoqueros, cerezos, membrillos, almendros, higueras, avellanos, nogales, melocotoneros, 
perales, manzanos, ciruelos, vid y cítricos, árboles y arbustos ornamentales, plantas vegetales, incluyendo 
espárragos, berenjenas, acelgas, remolachas vegetales, zanahorias, apio, achicoria, achicoria, crucíferas o 
brassicáceas (por ejemplo, coles), pepinos, pepinillos, calabacín, chalotes, cebollas, habas, frijoles de primavera, 5
frijoles de invierno, fresas, frambuesas, frijoles, lechuga, achicoria, achicoria, lúpulo, lentejas, alfalfa, lechuga de 
cordero, maíz, 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 aromáticas, especialmente perejil, ajo, 
cebollín.10

[0061] Ventajosamente y según la invención, el material vegetal se selecciona del grupo que consiste de semillas de 
plantas, las partes aéreas de las plantas y las raíces de las plantas.

[0062] Ventajosamente, la aplicación de la composición de tratamiento para plantar semillas para activar la 15
germinación.

[0063] Ventajosamente, la composición de tratamiento se aplica a las partes aéreas de las plantas a un tratamiento 
fitosanitario de plantas o para el tratamiento de la estimulación de las defensas naturales de plantas o para un 
tratamiento para estimular el crecimiento de las plantas.20

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

25
- al menos una bacteria que comprende una secuencia de ADN homóloga al 100% con SEQ ID_NO1;
- una composición líquida que comprende una secuencia de ADN homóloga al 100% con la SEQ ID_NO1;
- una composición sólida que comprende una secuencia de ADN homóloga al 100% con SEQ ID_NO1;
- una composición acelular que comprende una secuencia de ADN homóloga al 100% con la SEQ ID_NO1.

30
Nutrición

[0065] Ventajosamente y según la invención, se utiliza una composición de tratamiento que comprende un nutriente 
sólido en estado dividido. Por lo tanto, se aplica la composición de tratamiento que comprende además al menos un 
nutriente sólido en estado dividido en la totalidad o parte de la planta en cultivo. La composición de tratamiento que 35
comprende al menos un nutriente en estado sólido y al menos un agente biológico que comprende una secuencia de 
ADN homóloga a más de 99% -borna excluida- con SEQ ID_NO1. En particular, ventajosamente y de acuerdo con la 
invención, dicha composición de tratamiento se aplica al sustrato, en particular en el suelo del cultivo de plantas. Sin 
embargo, también es posible aplicar la composición de tratamiento a las partes aéreas de la planta. Los inventores 
han observado que una composición de tratamiento que comprende bacterias que comprende una secuencia de 40
ADN homóloga a más de 99% -o excluida- con SEQ ID NO1 -en particular, bacterias de la cepa depositada en la 
CNCM- permite mejorar la solubilización de nutrientes sólidos, especialmente el fósforo, de un sustrato de cultivo 
vegetal, promoviendo así la nutrición y la fertilización de las plantas.

Estimulación del crecimiento de la planta45

[0066] Ventajosamente y según la invención, dicha composición se aplica al tratamiento de dicho material vegetal 
para promover el crecimiento de este último.

[0067] En particular, ventajosamente y según la invención, se aplica la composición de tratamiento a las semillas, a 50
fin de permitir la germinación de semillas. Los inventores han observado que la aplicación de una composición de 
tratamiento según la invención que comprende bacterias en estado vegetativo y/o en forma de esporas de semillas, 
en particular en semillas de girasol o de maíz, permite acelerar la germinación de las semillas y el crecimiento de las 
plantas de girasol y maíz.

55
Inhibición de fitopatógenos

[0068] Ventajosamente y según la invención, dicha composición se aplica al tratamiento de dicho material vegetal 
para inhibir el crecimiento de al menos un microorganismo objetivo. La composición de tratamiento se aplica a dicho 
material vegetal para inhibir el crecimiento de microorganismos diana seleccionados del grupo que consiste en 60
microorganismos fitopatógenos (bacterias u hongos). En particular, ventajosamente y de acuerdo con la invención, 
dicha composición de tratamiento se aplica a al menos una parte del follaje de la planta. Es posible que la 
composición de tratamiento sea una composición de tratamiento curativo o una composición de tratamiento 
profiláctico (o preventivo) de dicho material vegetal. Por lo tanto, la composición de tratamiento se aplica antes del 
inicio de la enfermedad o después del inicio de la enfermedad.65
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Estimulación de las defensas naturales de las plantas

[0069] Ventajosamente y según la invención, dicha composición se aplica al tratamiento de dicho material vegetal 
para estimular las defensas naturales de dicho material vegetal.

5
[0070] Los inventores han observado de modo impredecible e inesperado que una composición de tratamiento 
según la intervención permite estimular los mecanismos de autodefensa de los vegetales -en particular activar el 
flujo de iones y/o la expresión del gen PR-1 ("Proteína relacionada con patogénesis de tipo 1")- responsable de la 
síntesis de compuestos de defensa en la planta.

10
[0071] La invención se extiende a una composición de tratamiento de un material vegetal que comprende al menos 
un agente biológico seleccionado del grupo que consiste en:

- bacterias que comprenden una secuencia de ADN, dicho ADNr 16S, que codifica la ARN ribosómica 16S de 
dicha bacteria a 100% homóloga a la SEQ ID_NO1,15

- medios de cultivo en los que han estado creciendo las bacterias incluyendo la secuencia de 16S rADN 
100% homóloga a la SEQ ID_NO1 y que están sustancialmente libres de dichas bacterias, medios de 
cultivo que comprenden polinucleótidos que tienen una secuencia homóloga de ADN homóloga 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 número I-4467 con la Colección Nacional de 20
Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, y bacterias mutantes de esta cepa depositada.

[0072] La invención se extiende a una tal composición para el tratamiento de un material vegetal.

[0073] Los inventores han observado que una composición de dicho tratamiento de acuerdo con la invención:25

- es capaz de ralentizar el crecimiento de ciertas bacterias como Micrococcus luteus y Bacillus subtilis;
- es capaz de ralentizar el crecimiento de ciertos microorganismos fitopatógenos diana tales como Botrytis 

cinerea, Streptomyces scabies, Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella 
chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeri obtusa,30
y;

- tiene un efecto estimulante sobre el crecimiento de las plantas en el cultivo, como el girasol y el maíz, y;
- es capaz de estimular las defensas naturales de las plantas en el cultivo.

[0074] En particular, los inventores han descubierto que una composición de tratamiento de la invención tiene una 35
actividad estimulante de las defensas naturales de las plantas, es decir, son capaces de activar la expresión en 
plantas de genes de defensa, por ejemplo, PR-1- con respecto a organismos patógenos de plantas. 

[0075] Ventajosamente y según la invención, la composición de tratamiento es líquida. En particular, la composición 
de tratamiento es líquida a temperatura ambiente.40

[0076] Ventajosamente y según la invención, la composición de tratamiento es sólida. En particular, la composición 
de tratamiento es sólida a temperatura ambiente. 

[0077] Ventajosamente y según la invención, la composición de tratamiento comprende al menos un excipiente 45
aceptable (fito-aceptable) para permitir su aplicación a un material vegetal que va a tratarse.

[0078] La invención se refiere también a cualquier uso en la agricultura de una composición de tratamiento según la 
invención, es decir una composición de tratamiento que comprende al menos un agente biológico seleccionado del 
grupo que consiste en:50

- bacterias que comprenden una secuencia de ADN, dicho ADNr 16S, que codifica las ARN ribosómicas 16S 
de dicha bacteria a 100% homóloga a la SEQ ID_NO1,

- polinucleótidos que tienen una secuencia de ADN homóloga al 100% con la SEQ ID_NO1,
55

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 número I-4467 con la Colección Nacional de Cultivos de Microorganismos 
(CNCM) del Instituto Pasteur, y bacterias mutantes de esta cepa depositada.

[0079] En particular, la invención se refiere a cualquier uso en la agricultura de una composición de tratamiento de 60
acuerdo con la invención que comprende al menos una bacteria de la cepa depositada en la CNCM y que tiene la 
secuencia de ADN SEQ ID_NO1.

[0080] Más particularmente, la invención se refiere al uso de dicha composición para el tratamiento de:
65

- estimular el crecimiento de las plantas, o para;
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- estimular la germinación de las semillas, o para;
- un tratamiento de fertilización de plantas, o para;
- terapia antimicrobiana, que incluye terapia antimicótica o antibacteriana y/o antiviral de plantas, o para;
- estimular las defensas naturales de las plantas.

5
[0081] La invención también se refiere a un método para el tratamiento de un material vegetal, una composición de 
tratamiento de un material vegetal y el uso de tales composiciones de tratamiento en agricultura caracterizadas en 
combinación por la totalidad o parte de características mencionadas arriba o abajo.

[0082] Otros objetos, características y ventajas de la invención aparecerán al leer la siguiente descripción, ejemplos 10
ilustrativos dados únicamente de forma no limitativa y las figuras adjuntas en las que:

- la figura 1 es una reproducción de fotografías comparativas (la y 1b) de hojas de vid que muestran el efecto 
protector/curativo frente a Botrytis cinerae de un tratamiento con una composición de tratamiento según la 
invención;15

- la figura 2 es una reproducción de una fotografía que muestra la inhibición del crecimiento de un hongo 
patógeno por la bacteria de acuerdo con la invención;

- la figura 3 es una reproducción de una fotografía ilustrativa de la solubilización de fosfato de calcio por
bacterias según la invención;

- la figura 4 es una reproducción de una fotografía ilustrativa de la estimulación del crecimiento de una planta 20
de girasol por tratamiento de semillas de girasol con una composición líquida según la invención;

- la figura 5 es una reproducción de una fotografía ilustrativa de la estimulación del crecimiento de una planta 
de maíz por tratamiento de semillas de maíz con una composición líquida de acuerdo con la invención;

- las figuras 6a y 6b son reproducciones de fotografías ilustrativas de la estimulación del crecimiento de la 
raíz de plántulas de colza con una composición líquida que comprende bacterias según la invención;25

- la figura 7 es una fotografía de un gel de electroforesis que muestra la estimulación de la expresión de la 
proteína PR-1 de defensa natural de plantas con una composición según la invención;

- la figura 8 es una representación gráfica del efecto de una composición según la invención sobre la 
estimulación del flujo de calcio y;

- la figura 9 es una representación gráfica del efecto de una composición de acuerdo con la invención sobre 30
la expresión del gen PR-1 de una planta.

[0083] La cepa de Streptomyces depositada en la CNCM con el nº I-4467 se aisló de una muestra de la rizosfera y 
raíces 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 eliminación de la parte de superficie de la muestra se colocó en una 35
bolsa estéril sellada y se almacenó a + 4°C antes del aislamiento de cepas de Streptomyces.

[0084] La muestra recogida se suspende en agua destilada estéril a una velocidad de 4 g de muestra en 36 mL de 
agua bajo agitación magnética a una velocidad de 200 revoluciones por minuto durante 30 minutos. La suspensión 
obtenida se coloca entonces a una temperatura de 50ºC durante 10 minutos. La suspensión luego se diluye en agua 40
destilada estéril hasta un factor de dilución de 10-7. 0,1 mL de esta dilución se extendió en un plato petri estéril que 
comprende un medio de cultivo agar sólido SEA ("extracto de suelo agar") complementario con ácido nalidíxico (10 
mg/L) o novobiocina (25 mg/L) como antibióticos y/o cicloheximida (40 mg/l) como antimicótico. Las placas de petri 
se colocan luego a la temperatura de 30°C en una incubadora durante 21 días.

45
[0085] Se aíslan las bacterias de actinomicetos por chapado, observación por microscopía de luz y reconocimiento 
visual de sus características morfológicas. Las bacterias actinomicetos así aisladas y purificadas se transfieren al 
medio Bennett para clonación. 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.

50
[0086] Para analizar la secuencia de ADNr 16S de bacteria a ser identificada, se cultivan dichas bacterias en medio 
líquido seguido de la extracción y, en particular, su ADN genómica se amplifica por PCR ("Polymerase Chain 
Reaction")- selectivamente la secuencia de ADNr 16S mediante PCR usando:

- un cebador universal "27f" de la secuencia SEQ ID_NO2 siguiente:55

"agagtttgat cctggctcag", y;

- un cebador universal "1492r" de la secuencia SEQ ID_NO3 siguiente: 
60

"ggttaccttg ttacgactt". A continuación se realiza una secuenciación de ADNr 16S por cualquier método conocido 
por un experto y se compara la secuencia de ADNr 16S obtenida con la secuencia SEQ ID_NO1.

[0087] Para hacer esto, las bacterias se cultivan para identificar agitación en 100 mL del medio ISP-2 líquido ("medio 
ISP 2, International Streptomyces Project Yeast Malt Extract Agar") a 30°C durante 5 días. El micelio obtenido y el 65
medio de cultivo se separan por centrifugación y el micelio se lava dos veces con agua bidestilada. La lisis del 
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micelio se lleva a cabo en 500 µL de tampón de lisis (Tris-HCl 400 mM, EDTA 60 mM, NaCl 150 mM, 1% SDS, pH 
8,0) durante 10 min a temperatura ambiente. El medio de lisis a continuación, se añade 150 µL de una solución (pH 
4,8) obtenida mediante la mezcla de 60 mL de acetato de potasio 5 M, 11,5 ml de ácido 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 centrifugación a 10.000 g durante 1 minuto. El 5
sobrenadante se recoge y se le agrega un volumen igual de isopropanol. Después de agitarse, se centrifugó a 
10.000 g durante 2 min. El ADN precipitado se lava con 300 µL de etanol al 70%, se centrifugó y después se secó al 
aire y se disolvió en 50 µL de agua bidestilada estéril.

[0088] Se lleva a cabo PCR con un (Invitrogen) necesario y de acuerdo con un perfil térmico ("Techne Touch Gene 10
PCR Thermal Cycler"):

- desnaturalización a 98°C durante 3 min;
- adición de "Taq polimerasa";
- 30 ciclos de amplificación que comprenden:15

 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, seguido de;

20
- paso de extensión a 72°C durante 10 min.

[0089] El producto de PCR se analiza y se detecta por electroforesis en gel y se visualizó usando bromuro de etidio 
bajo luz ultravioleta. A continuación, se compara la secuencia de ADNr 16S de bacterias a identificarse con 
secuencia SEQ ID_NO1.25

[0090] En una primera realización de una primera variante de un método de procesamiento de un material de planta 
de acuerdo con la invención, la preparación de una composición de tratamiento que comprende al menos una forma 
vegetativa bacteria y que tiene una secuencia de ADN homóloga a más del 99% -borna excluida- con la SEQ 
ID_NO1 mediante la siembra de un medio de cultivo, por ejemplo, un medio de cultivo líquido o un medio de cultivo 30
sólido con la cepa de bacterias de inóculo depositado en la CNCM I-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 empírico), 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 inóculo de la bacteria depositada en la CNCM se siembra en veinte 
volúmenes de medio completo. El cultivo se mantiene a una temperatura de 30ºC con agitación durante 5 días.35

[0091] Tal medio completo para la producción de una composición de tratamiento que comprende las bacterias en 
forma vegetativa incluye, por ejemplo, D-glucosa, un extracto de levadura, fosfato de potasio dibásico (K2HPO4) de 
sulfato de amonio ((NH4)2SO4), cloruro de potasio (KCl) y glicerol a pH 7,2. 

40
[0092] En una segunda realización de una primera variante de un método de procesamiento de un material de 
planta de acuerdo con la invención, la preparación de una composición de tratamiento que comprende al menos una 
bacteria en forma de esporas y que tiene una secuencia de ADN homóloga al 100% con la SEQ ID NO1 por 
inoculación de un medio de esporulación con un inóculo de la bacteria depositada en el CNCM bajo el nº I-4467 o 
uno de sus mutantes. El medio de esporulación puede ser, por ejemplo, un medio que comprende D-glucosa, 45
extracto de levadura, peptona, carbonato de calcio (CaCO3) y agua destilada a pH 7,2. El cultivo se mantiene a una 
temperatura de 30ºC durante 6 días.

[0093] En una segunda variante de un método de procesamiento de material vegetal de acuerdo con la invención, 
una composición libre de células se prepara por centrifugación de un medio de cultivo de acuerdo con la primera 50
forma de realización o de un medio de esporulación de acuerdo con la segunda realización en donde las bacterias 
y/o esporas se eliminan sustancialmente.

EJEMPLO 1- Fertilización
55

[0094] Las bacterias de acuerdo con la invención ajustadas a la cepa depositada en la CNCM promueven la 
solubilización de nutrientes sólidos -especialmente fósforo- de un medio de cultivo. Los inventores han observado 
(figura 3), en un medio de cultivo de agar sólido 9 opacificado por un polvo de fosfato de calcio, la formación de un 
halo translúcido 10 que rodea las colonias 2 de bacterias según la invención poniendo de manifiesto la solubilización 
de fosfato de calcio por bacterias. Las bacterias de acuerdo con la invención permiten aumentar la disolución -en la 60
rizosfera de plantas- de un producto fertilizante sólido asimilado por dicha planta y mejorar la nutrición de las plantas.

EJEMPLO 2- Estimulación del crecimiento de girasol y maíz.

[0095] Se prepara una composición líquida de acuerdo con la invención que comprende las células vegetativas y 65
esporas de la bacteria de acuerdo con la invención que se aplica por revestimiento de película sobre semillas de 
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girasol y semillas de maíz. La composición líquida comprende entre 1 y 2 g de bacterias por litro de composición, 
siendo la masa de bacterias la masa de bacterias húmedas. La siembra de semillas y un cultivo de plántulas de 
girasol (Figura 4a) y maíz (Figura 5c) se llevan a cabo en paralelo como controles no tratados mediante una 
composición de acuerdo con la invención. Los inventores también han observado la estimulación del crecimiento 
inicial de plantas de girasol (Figura 4b) y plantas de maíz (Figura 5d). Las bacterias de acuerdo con la invención en 5
aplicación 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 maíz.

EJEMPLO 3 - Protección de hojas de vid frente a Botrytis cinerae
10

[0096] La aplicación sobre hojas de vid de esporas de la cepa según la invención depositada en la CNCM permite 
impedir/eliminar de las hojas de vid pretratadas de la aparición de los síntomas (manchas marrones en las hojas y 
representadas por patrón gris 1 en la figura 1b) debido al hongo Botrytis cinerae. La reproducción de una fotografía 
de hojas de vid pretratadas (Fig la) o no (Fig. 1b) con una composición de esporas de la bacteria de acuerdo con la 
invención e infectada con Botrytis cinerae se presenta en la figura 1. Tal aplicación permite inhibir la germinación de 15
las esporas del hongo Botrytis cinerae aplicado posteriormente sobre estas hojas de vid y su desarrollo.

EJEMPLO 4 Inhibición del crecimiento de un microorganismo diana

[0097] Se determina y cuantifica la actividad inhibidora del crecimiento de un microorganismo diana por el método 20
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 sólido de Bennett y este medio sembrado se colocan durante 5 días a 30°C para formar una 
composición de tratamiento sólida. Se necesita un fragmento cilíndrico, por ejemplo, una pieza cilíndrica de 6 mm de 
diámetro, de la composición de procesamiento sólido y se deposita este fragmento cilíndrico en la superficie de un 
medio de cultivo inoculado con un microorganismo diana, tal como un micro-organismo diana fitopatógeno. El medio 25
de cultivo de micro-organismo diana puede ser por ejemplo un medio PDA ("Potato Dextrose Agar") para los hongos 
patógenos de las plantas o el medio ambiente Bennett para bacterias patógenas de las plantas. Se mantiene el 
fragmento cilíndrico en la superficie del medio de cultivo sembrado con el microorganismo diana durante 4 horas a 
4°C para permitir la difusión de los compuestos del medio de cultivo de las bacterias según la invención en el medio 
sembrado con el microorganismo objetivo.30

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

[0099] La composición de procesamiento sólida de la invención tiene una actividad inhibidora del crecimiento de 35
bacterias y/o hongos fitopatógenos. El espectro de actividad de la composición de tratamiento sólida frente al 
crecimiento de microorganismos se presenta en la Tabla 3 a continuación en donde el signo (-) corresponde a la 
ausencia de actividad inhibidora, el signo (+) corresponde a un diámetro de inhibición de entre 10 mm y 15 mm, el 
signo (++) corresponde a un diámetro de inhibición de entre 15 mm y 20 mm y el signo (+++) corresponde a un 
diámetro de inhibición mayor a 20 mm.40

Tabla 3

45

50

55

60
[0100] En estas condiciones, el diámetro de inhibición del crecimiento micelial de la cepa Botrytis cinerea por la cepa 
según la invención es de 28 mm, el diámetro de inhibición del crecimiento del micelio de la cepa de Fusarium 
culmorum es de 30 mm y el diámetro de inhibición del crecimiento del micelio de la cepa Pythium ultimum es de 26 
mm. Las bacterias de acuerdo con la invención tienen ventajosamente capacidades inhibidoras del crecimiento de 
agentes fitopatógenos de vid, por ejemplo, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata,65
Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa. 

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 -
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[0101] La composición de procesamiento sólida que comprende bacterias de la cepa depositada en la CNCM 
posible para limitar el desarrollo de agentes fitopatógenos bacterianos o fúngicos.

[0102] Se visualiza en la Figura 2 la inhibición a gran distancia del crecimiento del micelio 8 del hongo 
Phaeomoniella chlamydospora seleccionado como agente patógeno de la madera de la vid por bacterias 2 de la 5
cepa depositada de acuerdo con la invención en la CNCM en comparación con la inhibición del crecimiento del 
micelio del hongo 8 Phaeomoniella chlamydospora por cepas 3, 4 y 5 de recogida por separado de la cepa según la 
invención. Debe observarse que las cepas 7 y 8 de recolección no inhiben el crecimiento del micelio 8 del patógeno. 
Las bacterias de acuerdo con la invención permiten limitar el desarrollo de agentes fitopatógenos bacterianos o 
fúngicos.10

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

[0103] Se cultivan bacterias del género Streptomyces de la cepa depositada en la CNCM con el nº I-4467 en un 
medio de cultivo líquido deficiente adaptado para estimular la producción de esporas y durante un tiempo suficiente 15
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 
húmeda. Luego se forma una composición de tratamiento de acuerdo con la invención diluyendo un volumen del 
precultivo en 100 volúmenes de agua. Se pone en contacto las raíces de las plantas de semillero de Arabidopsis 
thaliana con la composición de tratamiento que comprende la bacteria de acuerdo con la invención, luego dichas 20
plántulas se siembran en medio de cultivo Gamborg B5 agar previamente sembrado con una suspensión de esporas 
de Botrtytis cinerae como un agente fitopatógeno (a una concentración de 105 unidades formadoras de colonias 
('unidad formadora de colonias, ufc'). El medio de cultivo sembrado se coloca en una cámara a 25°C.

[0104] Después de una semana, encontramos que el tratamiento preventivo de acuerdo con la invención de las 25
plantas de semillero de Arabidopsis thaliana por la composición de tratamiento que comprende la bacteria según la 
invención hace que sea posible evitar el efecto de Botrtytis cinerae al prevenir la germinación (efecto sistémico) y 
estimular las defensas naturales de las plántulas de Arabidopsis thaliana frente a Botrtytis cinerae. Como control, se 
cultivan plántulas de Arabidopsis thaliana no tratadas con la composición de tratamiento según la invención en un 
medio nutriente de cultivo Gamborg B5 agar previamente sembrado con una suspensión de esporas de Botrtytis 30
cinerae.

[0105] En la medición de la expresión de genes de defensas de plántulas de Arabidopsis thaliana por RT-PCR y en 
particular la expresión del gen PR-1 ("proteína relacionada con la patogénesis de tipo 1") responsable de la síntesis 
de compuestos antifúngicos en plantas. Se analiza la activación de los genes de las plántulas de Arabidopsis 35
thaliana después de 10 días de cultivo de plántulas de Arabidopsis thaliana. Para hacer esto, el extracto de ARN 
mensajero (ARNm) de las plántulas (control y el tratamiento preventivo de acuerdo con la invención), convierte el 
ARNm en ADNc (ADN complementario) utilizando el kit "SuperScript™" II RNAse H Reverse Transcriptase 
(InVitrogen, Carlsbad, EE.UU.) y un oligo cebador (dT)22.

40
[0106] Se amplifica la PR-1 de ADNc específico mediante PCR usando los siguientes cebadores específicos:

- "PR-1 f" de la secuencia SEQ ID_NO4 siguiente:

5'-CTGGCTATTCTCGATTTTTAATCG-3', y;45

- "PR-1 r" de la secuencia SEQ ID_NO5 siguiente:

5'-TCCTGCATATGATGCTCCTTATTG-3'.
50

[0107] Se amplifica aún más, como control de la expresión, las ADNc específicas del gen EF-1αA4 (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-1are actively transcribed) por PCR usando los siguientes cebadores específicos:

- "EF-LF" de la secuencia SEQ ID_NO6 siguiente:55

5'-ATGCCCCAGGACATCGTGATTTCA-3', y;

- "EF-lr" de la secuencia SEQ ID_NO7 siguiente:
60

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 estimulación de la expresión de PR-1 
de genes en plántulas de Arabidopsis thaliana tratados con la composición de tratamiento (A2) en comparación con 65
las plantas de semillero de control de Arabidopsis thaliana sin tratar (A1) por la composición de tratamiento en la que 
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la expresión de PR-1 es indetectable.

[0109] Se observa una estimulación de la expresión (B) del gen PAL 1 en plántulas de Arabidopsis thaliana tratadas 
con la composición de tratamiento (B4) en comparación con las plantas de semillero de Arabidopsis thaliana sin 
tratar (B3) por la composición de tratamiento, y se sabe que dicho gen PAL 1 constituye un marcador molecular y un 5
control positivo de la estimulación de las defensas naturales de las plantas.

[0110] Se observa para el gen EF1αA4 (control negativo para la normalización del nivel de expresión de genes), una 
expresión 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 10
del género Streptomyces. 

[0111] El tratamiento de las plantas de semillero de Arabidopsis thaliana por la bacteria del género Streptomyces 
conduce a la activación del gen PR-1, la producción de antibióticos de plantas, para la producción de fito-alexines y 
compuestos para mejorar las paredes de células de plantas.15

EJEMPLO 6 - Estimulación de las defensas naturales (SDN) de Arabidopsis thaliana - estimulación 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 composición de tratamiento obtenida por dilución en un factor 10x o 100x en un factor de precultivo 20
descrito en el Ejemplo 5. Los resultados se muestran en la figura 8. 20 minutos después del tratamiento con la 
composición de tratamiento diluida 100x (B), se observa un aumento del flujo de calcio en un factor de 2,7 en 
comparación con un tratamiento con agua (A).

[0113] También se observa 20 minutos después del tratamiento con la composición de tratamiento (D) diluida 10x, 25
un aumento de flujo de calcio en un factor de 11,6 en comparación con un tratamiento de agua (A) y por un factor de 
2,3 en comparación con un tratamiento con un control positivo (C) de inducción de las defensas naturales de las 
plantas y que comprende un extracto parietal del oomiceto patógeno Phytospora parasitica.

[0114] Las composiciones de tratamiento diluidas 10x o 100x de acuerdo con la invención activan las primeras 30
etapas de las defensas naturales de las plantas.

EJEMPLO 7 Expresión de PR-1 a las 48 horas después del tratamiento con una composición de tratamiento según 
la invención

35
[0115] La fluorimetría se analiza 48 horas después del tratamiento con una composición de tratamiento diluida 100x 
como se describe en el Ejemplo 5, el nivel de expresión del modelo de gen PR-1 de Arabidopsis thaliana 
transgénico. Los resultados se dan en la figura 9. Un aumento en el nivel de expresión del gen PR1 (expresado en 
unidades de fluorescencia por mg de proteína) de la planta tratada con la composición de tratamiento de acuerdo 
con la invención y diluida 100 veces (C) en un factor de 16 en relación con el nivel de expresión del gen PR 1 de la 40
planta tratada con agua (A) y en un factor de 4,4 en relación con el nivel de expresión del gen PR 1 de la planta 
tratada por un control positivo (B) de inducción de las defensas naturales de las plantas y de la inducción de las 
defensas naturales de las plantas y que comprende un extracto parietal del oomiceto patógeno Phytospora 
parasitica.

45
EJEMPLO 8 - Protección de plántulas de Arabidopsis thaliana con respecto a Colletotrichum higginsianum

[0116] Mediante la luminiscencia se evalúa la protección proporcionada por la composición libre de células de 
acuerdo con la invención con respecto a una infección con Colletotrichum higginsianum en plántulas de Arabidopsis 
thaliana. Se prepara una omposición libre de células de acuerdo con la invención mediante dilución con un factor 50
10x de un precultivo de bacterias de acuerdo con la invención y que comprende 1 mg de biomasa por mL de 
precultivo. Se lleva a cabo un tratamiento de termización (15' a 90°C) de la composición acelular de acuerdo con la 
invención. La aplicación de esta composición 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 protección contra Colletotrichum higginsianum que se mejora (1600 rfu) en comparación 55
con un control negativo (2000 rfu). La protección conferida por la composición térmicamente acelular es 
sustancialmente equivalente a la protección conferida por la composición acelular no térmica.

[0117] Se entiende que la invención puede ser objeto de muchas realizaciones alternativas y aplicaciones.
60
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SEQ ID_NO2
agagtttgat cctggctcag 20

SEQ ID_NO3
ggttaccttg ttacgactt 1955

SEQ ID_NO4 
ctggctattc tcgattttta atcg 24

SEQ ID_NO5 60
tcctgcatat gatgctcctt attg 24

SEQ ID_NO6
atgccccagg acatcgtgat ttca 24

65
SEQ ID_NO7 
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ttggcggcac ccttagctgg atca 24
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0119]

<110> AGRONUTRICIÓN CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA DE LA UNIVERSIDAD PAUL 60
SABATIER TOULOUSE III

<120> USOS DE UNA NUEVA CEPA DE STREPTOMYCES

<150> FR135918165
<151> 2013-09-24
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<160> 12

<170> BiSSAP 1.0

<210> 15
<211> 1336
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>10
<221> fuente
<222> 1..1336
<223>/mol_type = "ADN"/organismo = "Streptomyces"

<400> 115

20
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<210> 2
<211> 20
<212> ADN65
<213> Streptomyces
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<220>
<221> fuente
<222> 1.20
<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal 27 f" /organismo="Streptomyces"

5
<400> 2 
agagtttgat cctggctcag 20

<210> 3
<211> 1910
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente15
<222> 1..19
<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal 1492r" /organismo="Streptomyces"

<400> 3 
ggttaccttg ttacgactt 1920

<210> 4
<211> 24
<212> ADN
<213> Streptomyces25

<220>
<221> fuente
<222> 1..24
<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal PR-1" /organismo="Streptomyces"30

<400> 4 
ctggctattc tcgattttta atcg 24

<210> 535
<211> 24
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>40
<221> fuente
<222> 1..24
<223>/mol_type = "ADN" /nota="cebador universal PR-1 r" /organismo="Streptomyces"

<400> 5 45
tcctgcatat gatgctcctt attg 24

<210> 6
<211> 24
<212> ADN50
<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente 
<222> 1..24 55
<223>/mol_tipo = "DNA"/nota="cebador EF1 f"/organismo = "Streptomyces"

<400> 6 
atgccccagg acatcgtgat ttca 24

60
<210> 7
<211> 24
<212> ADN
<213> Streptomyces

65
<220>
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<221> fuente
<222> 1..24
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "cebador EF1 r"/organismo = "Streptomyces"

<400> 7 5
ttggcggcac ccttagctgg atca 24

<210> 8
<211> 3483
<212> ADN10
<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222> 1..348315
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "rpoB"/organismo = "Streptomyces"

<400> 8
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<210> 9
<211> 203145
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente50
<222> 1..2031
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "gyr B"/organismo = "Streptomyces"

<400> 9
55

60

65
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<210> 10
<211> 990
<212> ADN
<213> Streptomyces65
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<220>
<221> fuente
<222> 1.990
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Rec A"/organismo = "Streptomyces"

5
<400> 10
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40
<210> 11
<211> 1209
<212> ADN
<213> Streptomyces

45
<220>
<221> fuente
<222> 1..1209
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Trp B"/organismo = "Streptomyces"

50
<400> 11
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<210> 12
<211> 141940
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente45
<222> 1..1419
<223>/mol_type = "ADN"/nota = "Atp B"/organismo = "Streptomyces"

<400> 12
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Reivindicaciones

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

5
- bacterias del género Streptomyces que comprenden una secuencia de ADN, denominada 16S ADNr, que 
codifica el ARN ribosómico 16S de dicha bacteria, 100% homólogo con la SEQ ID_NO1,
- medios de cultivo que comprenden polinucleótidos que tienen una secuencia de ADN 100% homóloga con SEQ 
ID_NO1, obtenida por:

10
• cultivar al menos una bacteria del género Streptomyces que comprende la secuencia de 16S rADN 100% 
homóloga con SEQ ID_NO1 en un medio de cultivo adecuado para permitir el crecimiento de dichas bacterias 
durante una duración mayor de 24 horas, entonces;
• eliminar dichas bacterias del medio de cultivo para formar una composición de tratamiento al menos 
sustancialmente libre de dichas bacterias;15

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 número 1-4467 con la 
Colección Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur, y;20
• bacterias mutantes obtenidas por mutagénesis de bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el 
7 de abril de 2011 bajo el número 1-4467 con la Colección Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del 
Instituto Pasteur, inhibiendo la bacteria mutante el crecimiento de agentes fitopatógenos tal como Phaeomoniella 
chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.

25
2. Método según la reivindicación 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 según una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque se usa una composición de tratamiento 
que comprende además un nutriente sólido en estado dividido.30

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

5. Método según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dicha composición de tratamiento se 35
aplica sobre dicho material vegetal para inhibir el crecimiento de al menos un microorganismo diana.

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

40
7. Composición que comprende al menos un agente biológico elegido del grupo compuesto por:

- bacterias del género Streptomyces que comprenden una secuencia de ADN, denominada ADNr 16S, que 
codifica el ARN ribosómico 16S de dicha bacteria, 100% homóloga con la SEQ ID_NO 1, y;
- medios de cultivo en los que se cultivaron bacterias del género Streptomyces que comprenden la secuencia 45
16S del ADNr 100% homóloga con la SEQ ID_NO1 y que están sustancialmente libres de dichas bacterias, 
comprendiendo dichos medios de cultivo polinucleótidos que tienen una secuencia de ADN 100% homóloga con 
la SEQ ID_NO1;

la bacteria del género Streptomyces siendo elegida en el grupo compuesto por:50

• bacterias que cumplen con la cepa depositada y registrada el 7 de abril de 2011 bajo el número 1-4467 con la 
Colección 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 número 1-4467 con la Colección Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del 55
Instituto Pasteur, la bacteria mutante que inhibe el crecimiento de agentes fitopatógenos tales como 
Phaeomoniella chlamydospora, Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y 
Botryosphaeria obtusa.

8. Composición según la reivindicación 7, caracterizada porque es líquida.60

9. Composición según la reivindicación 7, caracterizada porque es sólida.

10. Composición según una de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizada porque comprende al menos un excipiente 
aceptable para permitir la aplicación del mismo sobre un material vegetal a tratar.65
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11. Uso en agricultura de una composición según una de las reivindicaciones 7 a 10.

12. Uso según la reivindicación 11 para estimular el crecimiento de las plantas.

13. Uso según la reivindicación 11 para estimular la germinación de las semillas.5

14. Uso según la reivindicación 11 para un tratamiento de fertilización de plantas.

15. Uso según la reivindicación 11 para un tratamiento de planta antimicrobiano y/o antiviral.
10

16. Uso según la reivindicación 11 para estimular las defensas naturales de las plantas.
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