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@Resumen:

Producto y procedimiento para el control de la
procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa)
para su aplicacion para la degradacion de la seda de
sus nidos o bolsones. El producto consiste en cepas
bacterianas aisladas y seleccionadas, con la
particularidad de degradar la seda le los nidos o
bolsones de la procesionaria, acelerando su
biodegradacién y desorganizacion notablemente.
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DESCRIPCION

Producto y procedimiento para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea
pityocampa) para su aplicacion para la degradacion de la seda de sus nidos o bolsones

Producto para el control de la plaga de procesionaria del pino y procedimiento para su aplicacion
en masas forestales. El producto consiste en tres cepas bacterianas denominadas Pseudomonas
aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas sp. RGA2 y Bacillus licheniformis RGA3.

Las tres cepas se han aislado de seda de procesionaria del pino obtenida de nidos recogidos
en bosques de pino.

Estas cepas se seleccionaron en base a su capacidad para biodegradar seda de procesionaria
en ensayos in vitro e in vivo.

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al aislamiento de cepas bacterianas aisladas de muestras de
suelo, compost o seda de procesionaria del pino y su seleccién por su capacidad para biode-
gradar seda de procesionaria.

El objeto de la invencion es implementar una tecnologia econémica, de facil aplicacién y que
pueda ser aplicada sobre nidos de procesionaria colonizando masas forestales de coniferas
con el fin de favorecer la degradacion y desorganizacion de los nidos de procesionaria, hacien-
do a la plaga de ser mas susceptible de ser eliminada, bien por las propias condiciones am-
bientales, o por la aplicacion de insecticidas o bioinsecticidas.

El método de la invencidn encuentra especial aplicacion en masas forestales de coniferas o
coniferas presentes en zonas recreativas (parques y jardines) para combatir la plaga de proce-
sionaria.

Las bacterias aisladas son capaces de degradar totalmente seda de procesionaria (0.25-0.5
mg/ml) en suspension acuosa. De acuerdo con el método se ha comprobado que la aplicacion
por pulverizacion de suspensiones bacterianas sobre nidos de procesionaria aceleran de 2 a 7
veces su velocidad de degradacion, cuando se compara con la velocidad normal de degrada-
cion de nidos en condiciones ambientales normales y dependiendo la velocidad de degradacion
de las condiciones ambientales reinantes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) es una especie de lepidoptero de la fa-
milia Thaumetopoeidae. Se trata de una especie muy abundante en los bosques de pinos de
Europa del Sur y central, donde es una plaga muy extendida. Ademas de los pinos, habita en
otras coniferas como cedros y abetos. Las orugas (fase de larva) se alimentan de aciculas (ho-
jas) provocando graves dafos al arbol, que puede incluso llegar a secarse. Ademas, las orugas
estan cubiertas de pelos urticantes que se desprenden y flotan en el aire, por lo que pueden
provocar irritacion en oidos, nariz y garganta en los seres humanos y otros animales, asi como
intensas reacciones alérgicas. La sustancia que le confiere esta capacidad urticante es una
toxina termol&bil denominada Thaumatopina.
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Por todo ello la procesionaria del pino se considera una plaga que tiene un gran impacto eco-
némico en explotaciones forestales de coniferas, ademas de producir graves dafios de salud
en personas y animales.

La distribucién de esta especie esta estrechamente relacionada con las restricciones climéati-
cas, especialmente con las temperaturas de invierno y de verano y con la duracion de luz solar
diaria. (Huchon & Demolin, 1970, Revue Forestiére Francaise, (S), 220.). El rango de distribu-
cidn era relativamente estable hasta que en los afios 90 se detecté una drastica expansion ha-
cia el Suroeste de Europa claramente asociado al cambio climatico (Battisti et al., 2005, Ecol.
Appl. 15: 2084-2096), asi como una tendencia a colonizar alturas cada vez mayores en las ca-
denas montafiosas (Battisti et al., 2006, Global Change Bio., 12: 662-671). Actualmente la pro-
cesionaria del pino esti presente en regiones con clima Atlantico y Mediterraneo en Europa
(Albania, Bosnia y Herzegovina, Bulgaria, Croacia, Francia, Grecia, Italia, Macedonia, Monte-
negro, Portugal, Serbia, Eslovenia, Espafia and Suiza), en una parte de Turquia y en el Norte
de Africa (Argelia, Marruecos, Tunez y Libia) (Pimentel et al., 2010, Biological Journal of the
Linnean Society, 100: 224—-236)

La procesionaria del pino esta presente en la mayor parte de Espafa, solo limitando su distri-
bucion aquellas zonas en las que el &rea de pinos es escasa. La expansion en Espafia es un
hecho real. Estudios recientes demuestran sus movimientos en zonas en las que la altitud es
mas elevada. Esto es debido a que se ha registrado un incremento en la temperatura media de
la Peninsula Ibérica entre los afios 1971 y 2000, pasando de 14,63 °C a 15,09 °C.

Como consecuencia se han registrado focos de la procesionaria del pino en condiciones de
altitud inusuales para estas especies hace 20 afios (2,250 m en Sierra Nevada, 2,200 m en
Sierra de Baza, 1,800 m en Sierra de Gudar y a 2,000 m en laderas Sur en los Pirineos). Ac-
tualmente el Unico lugar al que no ha llegado la plaga en Espafia es a las Islas Canarias y los
ultimos lugares en los que se ha detectado su presencia son Ceuta y Melilla.

El ciclo de vida de la procesionaria del pino tiene generalmente un afio de duracion, pero debi-
do a la diapausa que pueden tener las crisalidas de esta especie se puede alargar hasta cuatro
afos y de esta manera prolongar una parte de la poblacion su ciclo biolégico.

En este ciclo biolégico podemos distinguir dos grandes etapas que se desarrollan en dos estra-
tos diferenciados del ecosistema forestal:

. Una fase que llamamos aérea o “epigea” sobre el pino (fases de imago, huevo y larva).
Es en esta fase de larva donde la procesionaria es mas dafiina, ya que desarrolla un apetito
voraz, consumiendo grandes cantidades de material vegetal y cuando tiene lugar la formacion
de los bolsones o nidos de invierno y, por tanto, el emplazamiento definitivo de la colonia.
Ademas, después de la muda la larva adquiere su aspecto tipico definitivo, que varia en fun-
cion de las condiciones climéticas de cada zona. También en esta fase se forman los dardos
urticantes, que pueden causar serias alergias en humanos y urticarias.

. Otra fase subterranea o “hipogea” (fase de crisalida o pupa) (Demolin, 1987, Etudes
vauclausienne 3:157-173). El paso de una etapa a otra se caracteriza por una migracion pri-
maveral y colectiva de las orugas que, ya maduras, abandonan el nido para ir a enterrarse a
algunos centimetros bajo tierra, y después en verano por la emergencia de los imagos que
aseguran el retorno sobre el hospedador vegetal.

En la actualidad existen diferentes tratamientos para el control de la procesionaria, aunque son
ineficientes y en algunos casos dificiles de aplicar o caros. Entre dichos medios podemos citar:
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1.- Control guimico. La lucha quimica consiste en la fumigacion con insecticidas autorizados
(piretroides e inhibidores de quitina, avermectina, etc). Deben aplicarse sobre las fases larva-
rias en los primeros estadios de desarrollo, antes que desarrollen los pelos urticantes de tercer
estadio. Pueden aplicarse utilizando medios terrestres. Hasta el 15 de septiembre de 2012 se
utilizaban los medios aéreos, pero estos han sido prohibidos en la U.E., y en Espafia desde esa
fecha, tras la publicacién del Real Decreto 1311/2012, de 14 de septiembre, por el que se esta-
blece el marco de actuacién para conseguir un uso sostenible de los productos fitosanitarios.
Ello supone una imposibilidad practica de combatir con eficacia el control de procesionaria en
masas forestales utilizando métodos quimicos.

2.- Control con medios manuales. Los medios fisicos pasan por la eliminacion de los bolsones,
cuando las orugas estan dentro. Estos se cortan, apilan e incineran destruyendo las poblacio-
nes larvales. En el pasado se disparaba contra los bolsones de abajo hacia arriba colocando la
escopeta en direccidn paralela al tronco para no dafiar a la guia utilizando cartuchos de perdi-
gones muy pequefios. Actualmente existen ecotrampas que se colocan alrededor del tronco del
arbol y que capturan una parte de las orugas que descienden de las copas de los arboles. Este
método tiene el inconveniente que es caro especialmente por el coste de mano de obra que
supone, por lo que en la practica su uso en masas forestales es inviable.

3.- Control biolégico. Se basa en el empleo de depredadores naturales, fundamentalmente
murciélagos y paseriformes como el carbonero comun o el cuco comdn. No obstante, se trata
de un método de control que apenas es utilizado por la dificultad de asentar los depredadores
introducidos en las masas forestales. Otro tipo de control biol6gico se basa en el empleo de
Bacillus thuringiensis (Battisti et al., 1998, Journal Pest Science 71: 72—76).

Por tanto y a modo de resumen podemos decir que la plaga de la procesionaria se encuentra
en franca expansion debido a la ausencia de métodos de control efectivos o a la prohibicién de
métodos de aplicacion, como por ejemplo el empleo de fumigaciones utilizando medios aéreos.

La seda de procesionaria es un material altamente desconocido en cuanto a sus propiedades.
Se trata de una B-proteina del grupo de las fibroina que tipicamente presenta una gran resis-
tencia a la biodegradacion (Shaw y Smith, 1961, Biochimica et Biophysica Acta 46: 302-310),
cuando se la compara con la seda de otros insectos, especialmente la producida industrial-
mente por el gusano de seda Bombyx mori. Los nidos construidos con esta seda son altamente
resistentes (de hecho no se ha encontrado en la bibliografia ninguna referencia relativa a la
degradacién de seda de procesionaria) y ofrecen cobijo a la larvas, protegiéndolas de las con-
diciones ambientales (fundamentalmente las bajas temperaturas) y suponiendo un impedimen-
to fisico a la entrada de insecticidas. Es por ello que cualquier estrategia de desorganizaciéon de
los nidos supone un posible mecanismo de control de esta plaga.

DESCRIPCION DE LA INVENCION.

La tecnologia que se preconiza est4 concebida para colaborar a resolver un punto concreto de
la problemética anteriormente expuesta, concretamente favorecer la degradacion y desorgani-
zacion de los nidos de procesionaria mediante la aplicacion de bacterias seleccionadas con
capacidad para degradar seda de procesionaria.

A).- Cepas Pseudomonas aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas sp. RGA2: descripcién y Baci-
llus licheniformis RGA3.

En un aspecto la invencién se relaciona con tres cepas bacterianas pertenecientes a las espe-
cies Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas sp. y Bacillus licheniformis seleccionadas a
partir de muestras de seda de procesionaria. Estas cepas muestran una elevada capacidad de
degradacion de seda de procesionaria.
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Los cultivos respectivos de las cepas Pseudomonas aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas. sp.
RGAZ2 y Bacillus licheniformis RGA3 estan conservadas y depositadas de forma permanente en
la Coleccion Espafiola de Cultivos Tiupo (CECT), ubicada en la Universidad de Valencia; Edifi-
cio de Investigacién; Campus de Burjassot; 46100-Burjassot (Valencia), con los numeros de
acceso respectivos CECT 9473, CECT 9474 y CECT 9493.

Las cepas P. aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas sp. RGA2 y Bacillus licheniformis RGA3
presentan, entre otras, las siguientes caracteristicas que se indican a continuacion:

I).- Cepa RGAL. La cepa RGAL es un bacilo aerobio y Gram-negativo, mdvil. Presenta un buen
crecimiento en el rango 30-37°C en varios medios de cultivo incluyendo YPD, TSA o agar nutri-
tivo. En agar nutritivo crece formando colonias rugosas con el centro elevado y hundido y es-
triado en los bordes (en forma de huevo frito), pigmentadas de color azul-verdoso y viran el
color del medio de un color amarillento a un tono marrén claro. Las colonias tienen un tamafio
de aproximadamente 2 mm de didmetro tras 24 horas de incubacion a 37 °C. La secuenciacion
parcial de su ADN ribosomal 16S mostré una homologia del 100% con varias cepas de la es-
pecie Pseudomonas aeruginosa. La secuenciacién de su genoma mostré que los genomas
mas parecidos corresponden a varias cepas de esa misma especie. Por ello la cepa RGAL se
identificd como perteneciente a la especie Psedomonas aeruginosa.

I).- Cepa RGA2. La cepa RGA2 es un bacilo aerobio y Gram-negativo, movil. Presenta un
buen crecimiento en el rango 30-37°C en varios medios de cultivo incluyendo YPD, TSA o agar
nutritivo. En medio agar nutritivo crece formando colonias circulares pequefias de color amari-
llento con el centro elevado. El aspecto de las colonias es gelatinoso y su tamafio aproximado
es de 1 mm tras 48 de incubacién a 37 °C. La secuenciacion parcial de su ADN ribosomal 16S
mostré una homologia del 100% con varias cepas de la especie Stenotrophomonas sp. La se-
cuenciacion de su genoma mostrd que los genomas mas parecidos corresponden a varias ce-
pas de esa misma especie aisladas de muestras ambientales. Por ello la cepa RGA2 se identi-
fic6 como perteneciente al género Stenotrophomonas sp., sin poder ser asignada a una espe-
cie concreta, dado el escaso conocimiento de este género.

[l).- Cepa RGAS3. La cepa RGA3 es un bacilo aerobio, esporulado y Gram-positivo, movil. Pre-
senta un buen crecimiento en el rango 30-37°C en varios medios de cultivo incluyendo YPD,
TSA o agar nutritivo. En medio agar nutritivo crece formando colonias planas de 2-4 mm de
diametro tras 48 horas de incubacion a 37°C. Las colonias presentan contornos irregulares,
tonalidades marfil o blanquecinas y aspecto aspero y rugoso en la parte mas central y hUmedo
y mucoso en los bordes. La secuenciacion parcial de su ADN ribosomal 16S mostré una homo-
logia del 99% con varias especies del género Bacillus, mientras que la secuenciacién de su
genoma demostré su enorme parecido con la especie Bacillus licheniformis, por lo que esta
cepa se identific6 como Bacillus licheniformis RGA3.

B).- Aislamiento de las cepas Pseudomonas aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas sp. RGA2 y
Bacillus licheniformis RGA3

Las mencionadas cepas han sido aisladas y seleccionadas de entre la poblaciéon natural de
bacterias colonizadoras de nidos de seda de procesionaria. Dichas cepas se aislaron a partir
de muestras de seda obtenida de nidos de procesionaria viejos (mas de 3 meses desde su
aparicion en el arbol). La seda se aislé de los nidos en condiciones asépticas mediante elimi-
nacion manual del material vegetal y residuos de orugas (principalmente material fecal) me-
diante su cardado con un peine metélico de puas finas. A continuacion se prepar6 una suspen-
sion de seda en recipientes estériles que contenia seda (4 mg/ml), extracto de levadura 0.2 % y
mezcla de oligoelementos (ZnCl,: 0.08 mg/l; FeCls.6H.0O: 0.4 mg/l; CuCl..2H20: 0.02 mgl/l;
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MnCl..4H20: 0.02 mg/l; NazB4O7.10H20: 0.02 mg/l y (NH4)sM07024.4H-0: 0.02 mg/l). Las pre-
paraciones se incubaron a 25°C, 30°C y 37°C. Una vez comenz6 a observarse de forma visual
una evidente degradacion de seda, a la vez que turbidez debida al crecimiento de microorga-
nismos en algunos tubos se procedié a realizar diluciones seriadas de los cultivos en solucion
salina estéril (NaCl 0.9%). Las diluciones se plaquearon en placas de medio agar nutritivo que
se incubaron a 25°C, 30°C y 37°C para el aislamiento de todas las bacterias presentes. Las
diferentes bacterias aisladas se seleccionaron en base a datos morfolégicos facilmente obser-
vables de las colonias (tamafio, color, forma, tipo de borde, etc), asi como en base a su obser-
vacion microscopica (forma de la célula y movilidad aparente). Todas las bacterias macro y
microscopicamente diferentes se aislaron en cultivo puro que se conservaron en placas de agar
nutritivo a 4°C para su posterior analisis.

C).- Seleccion de las cepas Pseudomonas aeruginosa RGA1, Stenotrophomonas sp. RGA2 y
Bacillus licheniformis RGAS.

Las mencionadas cepas se aislaron y seleccionaron de entre un total de 22 cepas aisladas de
cultivos de seda, comprobandose mediante la realizaciéon de cultivos puros que tenian la capa-
cidad de degradar seda.

Las cepas RGA1, RGA2 y RGA3 pueden ser empleadas, de manera individual o conjunta, en
diferentes combinaciones, para su aplicacion a nidos de procesionaria en masas forestales
para favorecer su degradacion. Ello contribuiria al control de la plaga de procesionaria en ma-
sas forestales.

Ademas, pueden ser utilizadas para la degradacién in vitro, en soluciones acuosas, de seda de
procesionaria con el fin de obtener aminoacidos o péptidos procedentes de su degradacion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que seguidamente se va a realizar y con objeto de ayudar a
una mejor comprension de las caracteristicas del invento, de acuerdo con un ejemplo preferen-
te de realizacion practica del mismo, se acompafia como parte integrante de dicha descripcion,
un juego de dibujo en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo si-
guiente:

La Figura 1.- Muestra una grafica correspondiente a la evolucién del nivel de degradacién de
seda de procesionaria en el tiempo llevada a cabo por las bacterias RGA1, RGA2 y RGA3, en
comparacion con la ausencia de degradacion observada en dos controles negativos (Control
negativo 1 —CN1- o seda incubada en ausencia de microorganismos y Control negativo 2 —
CN2- o seda incubada en presencia de un microorganismo no degradador de seda). El nivel de
degradacién de seda se estim6 en funcién de la cantidad de aminoacido leucina liberado. Los
cultivos se incubaron a 37°C.

La Figura 2.- Muestra la evolucién de la degradacion de seda de procesionaria por la accion
bacteriana comprobada por observacion con microscopio electronico de barrido. La figura
muestra el aspecto de seda antes de la aplicacion del tratamiento con la bacteria RGA2 (Dia 0)
y tras 5 dias y 7 dias después de la aplicacion de la bacteria. Podemos observar como la seda
no tratada tiene un aspecto homogéneo, que se va deteriorando tras 5 dias de la aplicacion
bacteriana (los filamentos aparecen deteriorados y con sintomas evidentes de degradacion:
contornos irregulares, huecos y zonas de degradacion). A los 7 dias tras la aplicacion de la
bacteria el aspecto de las fibras de seda es totalmente amorfo, presentando un aspecto total-
mente irregular y desestructurado. La aplicacion de las bacterias RGA1 y RGA3 tiene efecto
parecido sobre la seda, aunque la cinética de degradacion es diferente para cada cepa, como
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se puede deducir facilmente de la observacién de la Figura 1.

EJEMPLOS DE REALIZACION PREFERENTE 5 DE LA INVENCION

Los ejemplos siguientes ilustran la invencién, aunque no deber ser considerados limitativos del
alcance de la misma.

* Ejemplo 1. Obtencioén y caracterizacion de las cepas RGA1, RGA2 y RGAS.

Un total de 22 cepas bacterianas fueron aisladas a partir de cultivos de seda y diferenciadas en
funcién de rasgos morfolégicos macro (tamafio, color, forma, aspecto y tipo de borde de la co-
lonia) y microscopicos (forma de la célula y movilidad aparente) facilmente apreciables, asi co-
Mo en base a otras caracteristicas como la produccién de pigmentos difusibles. Todas estas
cepas fueron ensayadas para su capacidad para degradar seda de procesionaria. Para ello se
utilizaron cultivos en medio liquido que incorporaban una cantidad conocida de seda. Todas las
cepas se incubaron en estas condiciones a 25, 30 y 37°C sin agitacién por un periodo de tiem-
po de 45 dias, determinandose visualmente su capacidad de degradacién de seda en base a la
desaparicion y/o solubilizacion de seda en el cultivo. Del total de bacterias ensayadas se selec-
cionaron 3 por su capacidad para hacer desaparecer (degradar) la seda del cultivo. Inicialmen-
te las cepas, denominadas RGAL, RGA2 y RGA3 se identificaron mediante la secuenciacion de
su ARN ribosomal 16S y posterior secuenciacion de su genoma.

* Ejemplo 2. Produccién de biomasa de las cepas RGA1l, RGA2 y RGAS3.

Se utilizaron dos metodologias diferentes a fin de probar la versatilidad de cada cepa a la hora
de producir biomasa.

2.1).- Produccién de biomasa por crecimiento en matraces en condiciones aerdbicas.

Para ello se utilizaron matraces de 1L que contenian 0.2 L de medio caldo nutritivo. Cada ma-
traz se in6culo con 5 ml de un cultivo desarrollado en el mismo medio de D.O. 1 estimada es-
pectrofotométricamente a 600 nm. Los matraces se incubaron a 30°C con agitacion constante
de 220 r.p.m en un incubador orbital. El crecimiento se determind cada 24 horas. Durante el
proceso se comprob6 la homogeneidad del cultivo mediante observacién directa al microscopio
optico. Una vez finalizada la incubacion la viabilidad celular se chequeé mediante recuento de
unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml). Ambas cepas crecieron con gran rapidez en
estas condiciones obteniéndose una gran cantidad de biomasa y una viabilidad igual o superior
a la de la especie Escherichia coli utilizada como control.

2.2).- Produccion de biomasa en fermentador.

El estudio se realiz6 en un fermentador de laboratorio Biostat-A de 2.5 L, controlando los distin-
tos parametros que afectan a las cepas tales como O, disuelto, pH, espuma, acidez y tempera-
tura. Para el desarrollo de los cultivos se empleé 1.5 L de medio caldo nutritivo que fue inocu-
lado con un precultivo de cada bacteria hasta obtener una suspension celular de D.O. = 0.1
(determinada a 600 nm). El pH del cultivo se mantuvo constante en un valor de 7.0 y la tempe-
ratura de incubacion fue de 30°C. Finalmente, la concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo
contante en el 35%. El crecimiento y la viabilidad celular se monitorizaron como se indica en el
apartado anterior. En estas condiciones todas las cepas mostraron una produccion de biomasa
rapida y homogénea con una elevada viabilidad celular, del mismo orden de magnitud que la
cepa de Escherichia coli usada como testigo.

* Ejemplo 3.- Ensayos in vitro: degradacion de seda de procesionaria en cultivos en medio li-
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quido.

La degradacion de seda en cultivos en medio liquido se realizé en tubos conteniendo una sus-
pensién de seda (2.5 mg/ml) en una solucién que contenia K;HPO4, 40mM M; KH2PO4, 22 mM;
MgSOa, 0.8 mM; citrato sodico, 1.6 mM; KNO3, 7.9 mM; succinato sédico, 19mM y mezcla de
oligoelementos (ZnClI2: 0.08 mg/l; FeCls.6H20: 0.4 mg/l; CuCl>.2H20: 0.02 mg/l; MnCl..4H0:
0.02 mg/l; Na;B407.10H20: 0.02 mg/l y (NH4)sM07024.4H,0: 0.02 mg/l). Los cultivos se incuba-
ron a 30° y 37°C y la degradacion de seda se monitorizé visualmente y mediante la medida de
liberacién de aminoécidos al medio de cultivo en reaccion con ninhidrina. Los resultados, obte-
nidos a la temperatura de 37°C, se pueden observar en la Figura 1. Podemos observar como
existe una evidente degradacion de la seda, deducida de la liberacién de aminoacidos al medio
de cultivo, asi como de la observacion visual, siendo la cinética de degradacion diferente para
cada una de las bacterias aisladas.

* Ejemplo 4.- Ensayos in vivo: degradacion de nidos de procesionaria.

Nidos de procesionaria se recogieron y se rociaron con una suspensiéon de las bacterias RGA1,
RGA2 y RGAS3 conteniendo 107 células por ml en caldo nutritivo. Los nidos se colocaron dentro
de una bandeja de plastico y se mantuvieron en una terraza abierta, sometidos a las variacio-
nes de temperaturas ambientales. El tratamiento se repitié 48 horas mas tarde. La degradacion
de los nidos se siguié de forma visual, pudiéndose comprobar la aparente degradacion de la
seda de forma visual en todos los casos. Los primeros sintomas se observaron alrededor del
dia 6 con la bacteria RGA3, mientras que sintomas evidentes de degradacién comenzaron a
observarse a partir del dia 9 en el caso de la bacteria RGA2 y 11 en el caso de la bacteria
RGAL. La existencia de una evidente degradacion de la seda se confirmé por microscopia elec-
tronica como puede observarse en la Figura 2. No obstante la cinética observada de degrada-
cion de la seda es variable dependiendo de las condiciones ambientales, como por ejemplo
temperaturas diurna y nocturna y humedad ambiental. En general temperaturas suaves y ele-
vada humedad ambiental aceleran el proceso.



10

15

20

25

ES 2716702 Al

REIVINDICACIONES

1. Producto para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) para su
aplicacion para la degradacion de la seda de sus nidos o bolsones, caracterizado porque son
bacterias aisladas y seleccionadas con capacidad para degradar la seda de la procesionaria.

2. Producto para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) para su
aplicacion para la degradacion de la seda de sus nidos o bolsones, caracterizado segun la
reivindicacion anterior, porque se materializa en la cepa Pseudomonas aeruginosa RGAL y
depositada en la CECT con el nimero de acceso CECT 9473.

3. Producto para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) para su
aplicacion para la degradacion de la seda de sus nidos o bolsones, caracterizado segun la
primera reivindicacion, porque se materializa en la cepa Stenotrophomonas sp. RGA2 y deposi-
tada en la CECT con el niumero de acceso CECT 9474.

4. Producto para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) para su
aplicacion para la degradacién dela seda de sus nidos o bolsones, caracterizado segun la pri-
mera reivindicacion, porque se materializa en la cepa Bacillus licheniformis RGA3 y depositada
en la CECT con el numero de acceso CECT 9493.

5. Procedimiento para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) y la
degradacion de la seda de sus nidos o bolsones, caracterizado de acuerdo con los productos
de las reinvindicaciones 2 a 4, porque consiste en la aplicacién de forma individual, o en cual-
quier combinacion de dichos productos, a nidos de procesionaria para lograr su desorganiza-
cion y/o degradacion, mediante pulverizacion o cualquier otra técnica alternativa, favoreciendo
la eficacia de otros métodos de control potencialmente aplicados.

6. Procedimiento para el control de la procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa) y la
degradacién de la seda de sus nidos o bolsones, caracterizado de acuerdo con los productos
de las reivindicaciones 2 a 4, porque consiste en la aplicacion de forma individual, o en cual-
quier combinacién de dichos productos a suspensiones liquidas conteniendo seda de procesio-
naria para conseguir su degradacion y la obtencion de mezclas de aminoacidos o péptidos de
interés procedentes de la misma.
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