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DESCRIPCION
Cepas de Paenibacillus antifingicas, compuestos de tipo Fusaricidina, y su uso
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a nuevas cepas bacterianas aisladas, que son miembros del género Paenibacillus,
originalmente aisladas del suelo y que muestran actividad antagonista contra una amplia gama de patdégenos y que
son capaces de producir metabolitos antimicrobianos. La presente invencion también se refiere a composiciones de
plaguicidas microbianos como se define en las reivindicaciones. La presente invencion también se refiere a un método
para controlar o suprimir patdégenos de plantas o prevenir infecciones de patégenos de plantas aplicando dicha
composicion. La presente invencién también se refiere a nuevos compuestos de tipo fusaricidina que son metabolitos
producidos por las cepas de la presente invencion.

Antecedentes de la invencion

En el campo técnico del control de hongos fitopatdgenos que afectan a plantas o cultivos, se conoce bien la aplicacion
de composiciones de compuestos activos que comprenden bioplaguicidas, por ejemplo, seleccionados de bacterias,
tales como bacterias formadoras de esporas, u hongos que no son perjudiciales para la planta o el cultivo que se va a
tratar y cuyos agentes de control biolégico pueden combinarse ademas con antagonistas quimicos organicos clasicos
de patégenos de plantas.

Los bioplaguicidas se han definido como una forma de plaguicidas basados en microorganismos (bacterias, hongos,
virus, nematodos, etc.) o productos naturales (compuestos o extractos de fuentes bioldgicas) (Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos: http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides/).

Los bioplaguicidas se crean tipicamente mediante el crecimiento y la concentracién de organismos naturales y/o sus
metabolitos, incluyendo bacterias y otros microbios, hongos, virus, nematodos, proteinas, etc. A menudo se consideran
componentes importantes del manejo integrado de plagas programas (IPM), y han recibido mucha atencién practica
como sustitutos de productos quimicos sintéticos para proteccion de plantas (PPP).

Los bioplaguicidas se clasifican en dos clases principales, plaguicidas microbianos y bioquimicos:

(1) Los plaguicidas microbianos consisten en bacterias, hongos o virus (y con frecuencia incluyen los metabolitos que
producen las bacterias y los hongos). Los nematodos entomopatégenos también se clasifican como plaguicidas
microbianos, aunque son multicelulares.

(2) Los plaguicidas bioquimicos son sustancias naturales que controlan las plagas o proporcionan otros usos de
proteccion de cultivos como se define a continuacion, pero son relativamente no téxicos para los mamiferos.

Para controlar los hongos fitopatdgenos, se han descrito anteriormente varios plaguicidas microbianos que
comprenden bacterias formadoras de esporas, tales como Bacillus subtilis, véase, por ejemplo, los documentos WO
1998/050422; WO 2000/029426; WO 1998/50422 y WO 2000/58442.

El documento WO 2009/0126473 describe composiciones acuosas agricolamente aceptables que comprenden
esporas bacterianas o fungicas contenidas en un disolvente acuoso/organico y que pueden comprender ademas
agentes de control de insectos, plaguicidas, fungicidas o combinaciones de los mismos. Las esporas de bacterias del
género Bacillus son una especie preferida.

El documento WO 2006/017361 describe composiciones para controlar patégenos de plantas y que comprenden al
menos una bacteria beneficiosa, al menos un hongo benéfico, al menos un nutriente y al menos un compuesto que
prolonga la vida util de una composicion de este tipo. El grupo de bacterias beneficiosas comprende cada uno bacterias
de Paenibacillus polymyxay Paenibacillus durum.

El documento EP-A-1 168 922 se refiere a composiciones para afectar el crecimiento de plantas y/o impartir resistencia
a enfermedades que comprenden al menos dos cepas de Rhizobacteria promotoras de crecimiento de plantas y un
compuesto quitinoso, en el que dichas cepas se seleccionan de los géneros Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,
Virgibacillus, Alicyclobacillus, y Aneurinibacillus. Sin embargo, no se ejemplifican cepas particulares de Paenibacillus
en apoyo de las combinaciones reivindicadas.

El documento WO 1999/059412 describe una cepa de PKB1 de Paenibacillus polymyxa (con el nimero de acceso
202127 de la ATCC) activa contra varios hongos fitopatégenos.

El documento WO 2006/016558 describe las cepas BS-0048, BS-0074, BS-0277 de Paenibacillus sp. y la cepa BS-
0105 P. polymyxa, asi como fusaricidina A y fusaricidina B para la proteccion de plantas contra infecciones con hongos.
Otra cepa antifungica BRF-1 de Paenibacillus ha sido aislada de la rizosfera de soja (African J. Microbiol. Res. 4 (24),
2692-2698, 2010).
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El documento WO 2011/069227 describe una cepa JB05-01-1 de P. polymyxa (con el numero de acceso PTA-10436
de la ATCC) que tiene un efecto altamente inhibidor contra bacterias patégenas, bacterias patdgenas humanas
predominantemente transmitidas por los alimentos.

Budi et al., (Appl Environ Microbiol, 1999, 65, 5148-5150) han aislado la cepa B2 Paenibacillus sp. de la micorrizosfera
de Sorghum bicolor que tiene actividad antagoénica hacia patégenos fungicos del suelo como Phytophthora parasitica.

Una cepa 11.D.3 de Paenibacillus peoriae aislada por Delaporte, B. (Lab Cytol Veg, Paris, Francia) y depositada en
la coleccién abierta del Servicio de Investigacién Agricola, USDA, USA, con el niumero de acceso del NRRL BD-62.
(Int. J. Syst Bacteriol. 46 (4), 988-1003, 1996, en lo sucesivo, denominada como la cepa BD-62) del suelo en Cote
d'lvoire mostr6 actividad antifungica contra varias bacterias y hongos fitopatégenos (J. Appl. Microbiol. 95, 1143-1151,
2003). NRRL es la abreviatura para la Coleccién de Cultivos del Servicio de Investigacién Agricola, una autoridad
internacional de depdsito para el propdsito de depositar cepas de microorganismos en virtud del TRATADO DE
BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOS FINES DE PROCEDIMIENTOS DE PATENTE, con la direccién del Centro Nacional para la Investigacion de
Utilizacion Agricola, Servicio de Investigacion Agricola, Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, 1815
North University Street, Peoria, lllinois 61604, EE. UU.

La actividad antimicrobiana de numerosas cepas de Paenibacillus, es decir una cepa de P. peoriae, contra numerosos
patégenos bacterianos, fungicos y de levadura se ha reportado en otra parte (Lett. Appl. Microbiol. 43, 541-547, 2006).

Raza et al., (Brazilian Arch. Biol. Techol. 53, 1145-1154, 2010; Eur. J. Plant Pathol.125: 471-483, 2009) describen una
cepa SQR-21 de Paenibacillus polymyxa que produce compuestos de tipo fusaricidina, efectivos contra Fusarium
oxysporum.

Las fusaricidinas son un grupo de antibiéticos aislados de Paenibacillus spp., Que pertenecen a la clase de
lipodepsipéptidos ciclicos. Sus caracteristicas estructurales comunes que se conservan en toda la familia son las
siguientes: un anillo macrociclico que consta de 6 residuos de aminoacidos, tres de los cuales son L-Thr, D-alo-Thr y
D-Ala, asi como la cola del &cido 15-guanidino 3-hidroxipentadecanoico unida al residuo L-Thr del extremo terminal N
por un enlace amida (ChemMedChem 7, 871-882, 2012; J. Microbiol. Meth. 85, 175-182, 2011, Tabla 1 del presente
documento). Estos compuestos se ciclan mediante un puente de lactona entre el grupo hidroxilo L-Thr del extremo
terminal N y el grupo carbonilo D-Ala del extremo terminal C. La posicion de los residuos de aminoacidos dentro del
ciclo de depsipéptidos generalmente se numera comenzando con el L-Thr mencionado anteriormente, que por si
mismo también lleva la cadena GHPD y termina con el D-Ala del extremo terminal C. Los ejemplos no limitantes de
fusaricidinas aisladas de Paenibacillus se designan como LI-FO3, LI-F04, LI-F05, LI-FO7 y LI-FO8 (J. Antibiotics 40
(11), 1506-1514, 1987; Heterocycles 53(7) , 1533-1549, 2000; Peptides 32, 1917-1923, 2011) y fusaricidinas A
(también llamadas LI-F04a), B (también llamadas LI-F04b), C (también llamadas LI-F03a) y D (también llamadas LI -
FO3b) (J. Antibiotics 49 (2), 129-135, 1996; J. Antibiotics 50 (3), 220-228, 1997). La cadena de aminodacidos de una
fusaricidina no se genera de forma ribosémica, sino que se genera mediante un péptido sintetasa no ribosomal. Las
férmulas estructurales de las fusaricidinas conocidas se muestran en la Tabla 1 (Bio-technol Lett. 34, 1327-1334, 2012;
Fig. 1 en la misma). Los compuestos designados como LI-FO3a, LI-FO3b hasta LI-FO8a y LI-FO8b también se
denominan en este documento fusaricidinas LI-FO3a, LI-FO3b hasta LI-FO8a y LI-FO8b debido a su estructura dentro
de la familia fusaricidina (véase Tabla 1).

Tabla 1: Estructuras de la familia fusaricidina.

Fusaricidina X2 X3 X5

A (LI-FO4a) D-Val L-Val D-Asn
B (LI-FO4b) D-Val L-Val D-GIn
C (LI-F03a) D-Val L-Tyr D-Asn
D (LI-FO3b) D-Val L-Tyr D-GIn
LI-FO5a D-Val L-lle D-Asn
LI-FO5b D-Val L-lle D-GIn
LI-FO6a D-alo-lle L-Val D-Asn
LI-FO6b D-alo-lle L-Val D-GIn
LI-FO7a D-Val L-Phe D-Asn
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LI-FO7b D-Vval L-Phe D-GIn

LI-FO8a D-lle L-alo-lle D-Asn

LI-FO8b D-lle L-alo-lle D-GIn
GHPD L-Thr —eX X

D-Alg ——— X ~e—— D-allo-Thr

en donde una flecha define un enlace sencillo (amida) entre la fraccién carbonilo de GHPD y el grupo amino de L-Thr
(L-treonina) o entre el grupo carbonilo de un aminoéacido y el grupo amino de un aminoécido vecino, en donde la punta
de la flecha indica la unién al grupo amino de dicho aminoacido L-Thr o de dicho aminodcido vecino; y

en donde la linea sencilla (sin una punta de flecha) define un enlace sencillo (éster) entre el grupo carbonilo de D-Ala
(D-alanina) y el grupo hidroxilo de L-Thr; y en donde GHPD es el acido 15-guanidino-3-hidroxipentadecanoico.

Entre los antibidticos aislados de fusaricidina, la fusaricidina A ha mostrado la actividad antimicrobiana mas
prometedora contra una variedad de hongos clinicamente relevantes y bacterias grampositivas tales como
Staphylococcus aureus (intervalo de valores de concentracibn minima inhibitoria (CMI): 0,78-3,12 pg/mL)
(ChemMedChem 7, 871 -882, 2012). La sintesis de los anélogos de la fusaricidina que contienen el &cido 12-guanidino-
dodecanoico (12-GDA) o el acido 12-amino-dodecanoico (12-ADA) en lugar de GHPD natural se ha establecido, pero
la sustitucion de GHPD por 12-ADA resulté en una pérdida completa de la actividad antimicrobiana mientras que el
reemplazo de GHPD por 12-GDA retuvo la actividad antimicrobiana (Tetrahedron Lett. 47, 8587-8590, 2006;
ChemMedChem 7, 871-882, 2012).

También se ha informado que las Fusaricidinas A, B, C y D inhiben a los hongos patégenos de plantas tales como
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus oryzaey Penicillum thomii (J. Antibiotics 49 (2), 129-135, 1996; J.
Antibiotics 50 (3), 220-228, 1997). Se ha encontrado que las Fusaricidinas tales como LI-F05, LI-FO7 y LI-FO8 tienen
cierta actividad antifingica contra diversos hongos patégenos de plantas tales como Fusarium moniliforme, F.
oxysporum, F. roseum, Giberella fujkuroi, Helminthosporium sesamumy Penicillium expansum (J Antibiotics 40 (11),
1506-1514, 1987). Las Fusaricidinas también tienen actividad antibacteriana para las bacterias grampositivas,
incluyendo Staphylococcus aureus (J. Antibiotics 49, 129-135, 1996; J. Antibiotics 50, 220-228, 1997). Ademas, las
fusaricidinas tienen actividad antifingica contra Leptosphaeria maculans que causa la pudricion de la raiz negra de la
canola (Can. J. Microbiol. 48, 159-169, 2002). Ademas, se encontré que las fusaricidinas Ay B y sus dos compuestos
relacionados, en donde D-alo-Thr se une a través de su grupo hidroxilo a una alanina adicional usando un puente
éster, producidas por ciertas cepas de Paenibacillus, inducen reacciones de resistencia en células de perejil cultivadas
e inhiben el crecimiento de Fusarium oxysporum (documentos WO 2006/016558; EP 1 788 074 A1).

El documento WO 2007/086645 describe la enzima fusaricidina sintetasa y su gen codificante como aislado de la cepa
E681 de Paenibacillus polymyxa, cuya enzima participa en la sintesis de las fusaricidinas A, B, C, D, LI-F03, LI-F04,
LI FO5, LI-FO7 y LI-F08.

El genoma de varias cepas de Paenibacillus polymyxa se ha publicado hasta el momento: entre otros, para la cepa
M-1 (NCBI acceso no. NC_017542; J. Bacteriol. 193 (29), 5862-63, 2011; BMC Microbiol. 13, 137, 2013), cepa CR1
(GenBank acceso no. CP006941; Genome Announcements 2 (1), 1, 2014) y la cepa SC2 (GenBank accesos nos.
CP002213 y CP002214; NCBI No. de referencia NC_014622; J. Bacteriol 193 (1), 311-312, 2011), para otras cepas,
véase la leyenda de la Figura 12 en este documento. La cepa M-1 de P. polymyxa ha sido depositada en el Centro de
Coleccion de Cultivos Microbiolégicos Generales de China (CGMCC) bajo el acceso no. CGMCC 7581.

Montefusco et al., describen en Int. J. Systematic Bacteriol. (43, 388-390, 1993) una nueva especie bacteriana del
género Bacillus y sugiere el nombre de Bacillus peoriae, que puede distinguirse de las otras cepas de Bacillus como,
por ejemplo, Bacillus badius, B. coagulans, B. polymyxay otras. Se informa que dicha nueva cepa de Bacillus produce
esporas, que son grampositivas y que producen catalasa, sin producir oxidasa. Otras caracteristicas bioquimicas se
resumen en el mismo. La cepa, que puede aislarse del suelo o de materiales vegetales en descomposicion, se designo
como BD-57 y se depositd en el Servicio de Investigacién Agricola, USDA, EE. UU., como NRRL B-14750 y también
en la DSMZ (véase mas abajo) como la cepa DSM 8320. Con base en otros analisis bioquimicos y genéticos, dicha
cepa mas tarde pasé a llamarse Paenibacillus peoriae (véase Int. J. Systematic Bacteriol. 46, 988-1003, 1996). Una
evaluacion mas reciente de la diversidad de Paenibacillus spp. en la rizosfera del maiz utilizando el método de PCR-
DGGE se describié en J. Microbiol. Methods 54, 213-231, 2003.

Los bioplaguicidas para uso contra enfermedades de cultivos ya se han establecido en una variedad de cultivos. Por
ejemplo, los bioplaguicidas ya desempefian un papel importante en el control de las enfermedades por mildit velloso.
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Sus beneficios incluyen: un intervalo de 0 dias previo a la cosecha y la capacidad de usar una presion de moderada a
severa de la enfermedad.

Un area importante de crecimiento para bioplaguicidas se encuentra en el area de tratamientos de semillas y
correcciones del suelo. Los tratamientos de semillas con bioplaguicidas son por ejemplo, utilizados para controlar
patégenos fungicos del suelo que causan pudriciones de semillas, caida del alméacigo, pudricion de la raiz y plagas de
plantulas. También se pueden usar para controlar patégenos flungicos internos transmitidos por semillas, asi como
patégenos fungicos que se encuentran en la superficie de la semilla. Muchos productos bioplaguicidas también
muestran capacidades para estimular las defensas de las plantas huésped y otros procesos fisiolégicos que pueden
hacer que los cultivos tratados sean mas resistentes a una variedad de estreses bidticos y abidticos.

Sin embargo, los bioplaguicidas bajo ciertas condiciones también pueden tener desventajas, tales como una alta
especificidad (que requiere una identificacion exacta de la plaga/patégeno y el uso de mudltiples productos), baja
velocidad de accion (lo que los hace inadecuados si un brote de plaga es una amenaza inmediata para un cultivo),
eficacia variable debido a las influencias de diversos factores bidticos y abioticos (ya que los bioplaguicidas suelen ser
organismos vivos, que producen el control de plagas/patégenos al multiplicarse dentro de la plaga/patégenos del
insecto objetivo), y el desarrollo de resistencia.

Por lo tanto, existe la necesidad de cepas bacterianas adicionales y de otros metabolitos antimicrobianos que
antagonicen los microorganismos fitopatégenos, en particular los hongos, que se caracterizan por un amplio espectro
de actividad contra todas las clases de hongos fitopatégenos.

Descripcion de la invencion

Dicho problema se resolvid, sorprendentemente, proporcionando nuevas cepas de bacterias del género Paenibacillus
que se caracterizan por un perfil inico de actividad antagonista contra hongos fitopatégenos, que también se extiende
a patoégenos de hojas de plantas, como por ejemplo seleccionadas de Alternaria spp., Botrytis. cinerea, Phytophthora
infestans y Sclerotinia sclerotiorum. Dichas cepas bacterianas se han depositado en la Autoridad Internacional de
Depésitos: Deutsche SammLung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, InhoffenstraBe 7 B, 38124
Braunschweig, Alemania (en adelante DSMZ).

Ademas, el caldo de cultivo completo, el medio de crecimiento y los extractos sin células de estas cepas bacterianas
mostraron actividad inhibitoria al menos contra Alternaria spp., Botrytis cinerea y Phytophthora infestans. El
fraccionamiento guiado por bioactividad de extractos organicos condujo al aislamiento de dos nuevos compuestos de
tipo fusaricidina (compuestos 1Ay 1B), cuya estructura se aclaré6 mediante espectroscopia de RMN 1D y 2D, asi como
espectrometria de masas.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un microorganismo aislado, que es un miembro de la familia
Paenibacillus, que tiene al menos una de las caracteristicas de identificacion de una de las siguientes cepas:

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus sp. la depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

Como se usa en el presente documento, el término cepa de Paenibacillus sp. es idéntico al término cepa de
Paenibacillus.

Como se usa en el presente documento, "aislado” se refiere a un cultivo microbiano puro separado de su origen
natural, tal como el aislado obtenido mediante el cultivo de una Unica colonia microbiana. Un aislado es un cultivo puro
derivado de una poblacion heterogénea de microorganismos silvestres.

Como se usa en el presente documento, "cepa" se refiere a aislado 0 a un grupo de aislados que exhiben rasgos
fenotipicos, fisioldgicos, metabdlicos y/o genotipicos que pertenecen al mismo linaje, distintos de los de otros aislados
o cepas de la misma especie.

Una realizacion adicional se refiere a un caldo de cultivo completo, un sobrenadante o un extracto sin células o una
fraccion o al menos un metabolito de al menos uno de los microorganismos como se definid anteriormente, que
preferiblemente exhiben actividad antagonista contra al menos un patdégeno de la planta.

Como se usa en el presente documento, "caldo de cultivo completo” se refiere a un cultivo liquido de un
microorganismo que contiene células vegetativas y/o esporas suspendidas en el medio de crecimiento vy,
opcionalmente, metabolitos producidos por el microorganismo respectivo.

Como se usa en el presente documento, "medio de crecimiento”, se refiere a un medio que se puede obtener cultivando
el microorganismo en dicho medio, preferiblemente un caldo liquido, y que permanece cuando se eliminan las células
que crecen en el medio, por ejemplo, el sobrenadante que queda cuando las células que crecen en un caldo liquido
se eliminan mediante centrifugacion, filtracion, sedimentacién u otros medios bien conocidos en la técnica; que
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comprende por ejemplo, metabolitos producidos por el microorganismo respectivo y secretados en el medio de
crecimiento. El "medio de crecimiento” a veces también denominado "sobrenadante" se puede obtener por ejemplo
mediante centrifugacién a temperaturas de aproximadamente 2 a 30 °C (mas preferiblemente a temperaturas de 4 a
20 °C) durante aproximadamente 10 a 60 min (mas preferiblemente aproximadamente 15 a 30 min) a
aproximadamente 5.000 a 20.000 x g (mas preferiblemente a aproximadamente 15.000 x g).

Como se usa en el presente documento, "extracto sin células” se refiere a un extracto de células vegetativas, esporas
y/o el caldo de cultivo completo de un microorganismo que comprende metabolitos celulares producidos por el
microorganismo respectivo obtenible por métodos de ruptura celular conocidos en la técnica, tales como, con base en
el disolvente (por ejemplo, disolventes organicos, tales como alcoholes algunas veces en combinacién con sales
adecuadas), a base de temperatura, aplicacion de fuerzas de corte, ruptura de células con un ultrasonicador. El
extracto deseado puede concentrarse mediante técnicas de concentracién convencionales tales como secado,
evaporacion, centrifugacién o similares. Ciertas etapas de lavado que utilizan disolventes organicos y/o medios a base
de agua también se pueden aplicar al extracto crudo preferiblemente antes de su uso.

Como se usa en el presente documento, el término "metabolito” se refiere a cualquier componente, compuesto,
sustancia o subproducto (incluidos, entre otros, metabolitos secundarios de molécula pequefia, policétidos, productos
de &cido graso sintasa, péptidos no ribosémicos, péptidos ribosémicos, proteinas y enzimas) producidas por un
microorganismo (como hongos y bacterias, en particular las cepas de la invencién) que tienen algun efecto beneficioso
como se describe en este documento, tal como la actividad plaguicida o la mejora del crecimiento de la planta, la
eficiencia del uso del agua de la planta, la salud de la planta, la apariencia de la planta, o la poblacién de
microorganismos benéficos en el suelo alrededor de la actividad de la planta en este documento.

Como se usa en el presente documento, "aislado” se refiere a un cultivo microbiano puro separado de su origen
natural, tal como el aislado obtenido mediante el cultivo de una Unica colonia microbiana. Un aislado es un cultivo puro
derivado de una poblacién heterogénea de microorganismos silvestres.

Como se usa en el presente documento, "cepa" se refiere a un aislado o a un grupo de aislados que exhiben rasgos
fenotipicos y/o genotipicos que pertenecen al mismo linaje, distintos de los de otros aislados o cepas de la misma
especie.

Una realizacion adicional se refiere a nuevos compuestos de formula |

R—e XXX’

|

X X x3
en donde
R se selecciona del acido 15-guanidino-3-hidroxipentadecanoico (GHPD) y del acido 12-guanidinododecanoico (12-
GDA);
X' es treonina;
X2 es isoleucina;
X3 es tirosina;
X* es treonina;
X5 se selecciona de glutamina y asparagina;
X8 es alanina; y

en donde una flecha define un enlace sencillo (amida) entre la fraccién carbonilo de R y el grupo amino del aminoacido
X' o entre el grupo carbonilo de un aminodcido y el grupo amino de un aminoéacido vecino, en donde la punta de la
flecha indica la union al grupo amino de dicho aminoacido X' o de dicho aminoacido vecino; y

en donde la linea sencilla (sin una punta de flecha) define un enlace sencillo (éster) entre el grupo carbonilo de X8 y el
grupo hidroxilo de X';

y las sales agricolamente aceptables de los mismos, y a los métodos para preparar compuestos de formula | de la
invencion, cuyo método comprende cultivar las cepas de la invencién y aislar dichos compuestos de formula | de todo
el caldo de cultivo.

De acuerdo con una realizacién adicional, la invencion se refiere ademas a los compuestos 1A y 1B, que son de
formula |, en donde R es GHPD y en donde X5 es asparagina en el caso del compuesto 1A y X5 es glutamina en el
caso del compuesto 1B:
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La presente invencion se refiere ademas a composiciones que comprenden las cepas, caldo de cultivo completo,
extractos sin células, medios de cultivo o compuestos de férmula | y sus sales de la invencién, asi como a su uso para
controlar o suprimir patégenos de plantas o prevenir la infeccién por patégenos de plantas o para la protecciéon de
materiales contra la destruccion de la infestacion por microorganismos dafinos, y los métodos correspondientes que
comprenden el tratamiento de los patdgenos, su habitat o los materiales o plantas a proteger contra el ataque de
patégenos, o el suelo o material de propagacién con una cantidad eficaz de las composiciones, cepas, caldo de cultivo
completo, extractos sin células, medios de cultivo o compuestos de férmula | y sus sales de la invencién.

Se describen realizaciones adicionales de la invencion en la siguiente descripcion detallada de la invencion, las
reivindicaciones y las figuras.

La invencion se refiere a las cepas de microorganismos.

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

Las cepas Lu16774, Lu 17007 y Lu17015 se han aislado de muestras de suelo de una variedad de lugares europeos,
incluida Alemania, y se depositaron bajo el Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) bajo los nimeros de acceso antes mencionados el 20 de febrero, 2013 por BASF SE, Alemania.

El género Paenibacillus (anteriormente bacilos del grupo 3 de ARNr) se ha caracterizado fenotipicamente y
fisiologicamente (Antonie van Leeuwenhoek 64, 253-260 (1993)) por:

- células en forma de baston de estructura grampositiva,
- reaccién débil con la tincién de Gram, a menudo incluso con tincion negativa,
- diferenciacion en endosporas elipsoidales que hinchan claramente el esporangio (célula madre),

- crecimiento anaeroébico facultativo con fuerte crecimiento en ausencia de aire, independientemente de que haya
nitrato presente o no,

- fermentacion de una variedad de azUcares,

- formacion de acidos y gas a partir de diversos azucares, incluida la glucosa,

- no hay produccién de acido a partir de adonitol y sorbitol,

- negativo para ureasa (con excepcion de P. validus),

- arginina dihidrolasa negativa,

- sin utilizacioén de citrato,

- sin crecimiento en presencia de cloruro de sodio al 10%,

- secrecion de numerosas enzimas hidroliticas extracelulares que degradan el ADN, las proteinas y el almidén; y/o
- contenido de G + C de ADN del 40% al 54%.

El género Paenibacillus (anteriormente bacilos del grupo 3 de ARNr) también se ha caracterizado por el andlisis de
ADNFr 16S (Antonie van Leeuwenhoek 64, 253-260 (1993)):
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- que tiene una secuencia especifica de 22 bases en una regién variable V5 del ADNr 16S (5' a 3):
TCGATACCCTTGGTGCCGAAGT (Antonie van Leeuwenhoek 64, 253-260 (1993), véase la Tabla 3 en la misma);
y/o

- por hibridacion de ADN cromosomico aislado o amplificado por PCR con la sonda BG3 (5-
TCGATACCCTTGGTGCCGAAGT-3') (véase Antonie van Leeuwenhoek 64, 253-260 (1993)).

Se determind que las cepas depositadas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de la invencién pertenecen al género
Paenibacillus en las siguientes observaciones morfoldgicas y fisiologicas (véase el Ejemplo 2.3 en este documento):

- células en forma de baston

esporas elipsoidales
- esporangio hinchado
- crecimiento anaerobio

- fermentacién de una variedad de azlcares que incluyen glucosa, arabinosa, xilosa, manitol, fructosa, rafinosa,
trehalosa y glicerol con formacion de acido

- produccién de gas a partir de glucosa

- arginina dihidrolasa negativa

- sin utilizacién de citrato

- no hay crecimiento en presencia de 5% o0 mas de cloruro de sodio.

- produccién de enzimas hidroliticas extracelulares que degradan almidén, gelatina, caseina y esculina.

Ademas, también se determin6 que las cepas depositadas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de la invencién pertenecen
al género Paenibacillus mediante analisis de ADNr 16S teniendo la secuencia de 22 bases especifica de Paenibacillus
en ADNr 16S (5'a 3'):

5-TCGATACCCTTGGTGCCGAAGT-3'

(véase la SEQ ID NO: 1 (nucleétidos 840-861), la SEQ ID NO: 2 (840-861), la SEQ ID NO: 3 (844-865) y la SEQ ID
NO: 4 (840-861) en las listas de secuencias en el presente documento).

Ademas, la secuenciacion del ADNr 16S completo en comparacion con 24 cepas diferentes de Paenibacillus dio como
resultado el agrupamiento de las cepas depositadas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 con las cepas de tipo de
Paenibacillus brasiliensis, P. kribbensis, P. jamilae, P. peoriae, yy P. polymyxa, mas preferiblemente de P. peoriae, en
particular la cepa BD-62 de Paenibacillus peoriae (véanse las Figuras 1 y 2 de este documento). Se sabe que P.
polymyxa y P. peoriae tienen valores de identidad de secuencia de ADNr 16S de 99.6 a 99.7% (J. Gen. Appl. Microbiol.
48, 281-285 (2002)).

"Porcentaje de identidad" o "porcentaje de similitud" entre dos secuencias de nucleétidos significa el porcentaje de
identidad de los residuos en toda la longitud de las secuencias alineadas y se determina comparando dos secuencias
alineadas de manera 6ptima localmente en una ventana de comparacion definida por la longitud de la alineacion local
entre las dos secuencias, como, por ejemplo, la identidad calculada (para secuencias bastante similares) después de
la alineacién manual con la ayuda del programa AE2 (Editor de alineacion 2). La alineacion local entre dos secuencias
solo incluye segmentos de cada secuencia que se consideran suficientemente similares de acuerdo con el criterio que
depende del algoritmo utilizado para realizar la alineacion (por ejemplo, AE2, BLAST, estructura secundaria de la
molécula de ARNr o similar). El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones en las que
se produce el acido nucleico idéntico en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando el resultado por 100.

Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de dos secuencias de acido nucleico (por ejemplo, una de
las secuencias de nucledtidos de la Tabla 1 y un homdélogo de la misma), las secuencias se alinean con fines de
comparacién optimos (por ejemplo, se pueden introducir espacios en la secuencia de un acido nucleico para una
alineacion éptima con el otro acido nucleico). Luego se comparan las bases en las posiciones correspondientes.
Cuando una posicion en una secuencia esta ocupada por la base como la posicion correspondiente en la otra
secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién. Debe entenderse que a los efectos de determinar
la identidad de secuencia cuando se compara una secuencia de ADN con una secuencia de ARN, un nucleétido de
timidina es equivalente a un nucleétido de uracilo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 732 578 T3

Para la alineacion, los datos de secuencia se colocaron en el programa AE2 (http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio
/unix/ae2.readme), alineados manualmente de acuerdo con la estructura secundaria de la molécula del ARNr
resultante y se compara con las secuencias representativas del gen de ARNr 16S de organismos pertenecientes a los
Firmicutes (Nucl. Acids Res. 27, 171-173, 1999). Para obtener los valores de % de identidad para multiples secuencias,
todas las secuencias se alinearon entre si (alineacién de secuencias multiples). Ademas, para obtener los valores de
% de identidad entre dos secuencias en un tramo mas largo de secuencias alineadas en comparacion con la alineacion
multiple, se realizd una alineacién de secuencia por pares manual como se describié anteriormente utilizando AE2
(alineacion de secuencia por pares).

Ademads, la ribotipificacion estandarizada y automatizada se lleva a cabo utilizando el sistema Qualicon RiboPrinter
con las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus, en comparacion con la cepa BD-62 de P. peoriae que
utiliza la enzima de restriccion EcoRlI. Lo que resulta en la similitud de las tres cepas nuevas con la cepa BD-62 de P.
peoriae de entre 0,24 y 0,5 (Ejemplo 2.2 y Fig. 12).

En resumen, las cepas se han designado para los siguientes grupos taxonémicos.

Las cepas Lu16774 y Lu17007 de Paenibacillus pertenecen ambas a la especie Paenibacillus polymyxa.
Por lo tanto, la invencién se refiere a las cepas de microorganismos.

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus polymyxa, depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus polymyxa, depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus sp. depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

De acuerdo con los resultados del andlisis filogenético presentado en este documento (Figuras 12 a 22) y los
resultados no publicados del profesor Borriss, Alemania, se propone que la especie heterogénea Paenibacillus
polymyxa requiere una nueva clasificacion taxonémica en dos subespecies: 1) Paenibacillus polymyxa ssp. polymyxa,;
y 2) Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum; y 3) una nueva especie de Paenibacillus nov. especie epiphyticus.

El tipo de cepa DSM 36 de P. polymyxa junto con las cepas de SQR-21, CF05, CICC 10580, NRRL B-30509 y A18 de
P. polymyxa se forman en cada uno de los dendrogramas de probabilidad maxima analizados para cinco genes de
mantenimiento conservados (dnalN , gyrB, recA, recNy rpoA) un grupo separado (Figs. 17-21).

Se han obtenido resultados muy similares mediante la determinacion de la identidad de aminoacidos promedio (AAl)
que se usa frecuentemente para determinar la relacion filogenética entre las especies bacterianas. Este método se
basa en el calculo de la identidad promedio de un genoma central a nivel de aminoacidos (Proc. Natl. Acad. USA 102,
2567-2572, 2005). De acuerdo con la matriz de AAl resultante en la Fig. 22, DSM 36 de P. polymyxa forma, junto con
la cepa SQR-21 de P. polymyxa, un subgrupo que es diferente de los otros dos subgrupos que se muestran en este
documento.

Las cepas Lu16674 y Lu17007 junto con la cepa M-1, 1-43, SC2 y Sb3-1 de P. polymyxa forman el segundo subgrupo
en cada uno de los dendrogramas de probabilidad maxima analizados para cinco genes de mantenimiento
conservados (dnaN, gyrB , recA, recNy rpoA) (Figs. 17-21). De acuerdo con la matriz AAl de la Fig. 22, con base en
el analisis del genoma central, este segundo subgrupo se confirma por sus cepas representativas Lu16674 y Lu17007
junto con las cepas M-1y SC2 de P. polymyxa.

La diferencia entre los dos subgrupos no es tan significativa para justificar una nueva especie, pero los niveles de
identidad de AAIl entre los representantes de ambos grupos es de aproximadamente el 97,5% lo que justifica la
clasificacion en dos subespecies separadas.

De este modo, se propone denominar al primer subgrupo de acuerdo con el tipo de cepa DSM 36" de P. polymyxa,
Paenibacillus polymyxa ssp. polymyxa. Ademas de la cepa DSM 36, las cepas SQR-21, CF05, CICC 10580, NRRL B-
30509 y A18 de P. polymyxa perteneceran a la subespecie Paenibacillus polymyxa ssp. polymyxa.

Ademas, se propone denominar al segundo subgrupo como nueva subespecie Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum
Ademas las cepas Lu16674 y Lu17007, las cepas M-1, 1-43, SC2 y Sb3-1 de P. polymyxa deben pertenecer a
Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum

La cepa Lu17015 tiene solo un 94,9% de identidad (AAl) entre los genes del genoma central con la cepa tipo DSM36
de Paenibacillus polymyxa = ATCC 842 (Fig. 22). Por lo tanto, la cepa Lu17015 no podria haber sido designada para
la especie Paenibacillus polymyxa ni para ninguna otra especie conocida de Paenibacillus. Se encontraron valores
similares para las cepas E681 (94.7%) y CR2 (94.9%). Entre ellas, estas tres cepas tienen al menos un 98,1% de
identidad (AAIl). De acuerdo con la definicion de especies de Konstantinides y Tiedje (Proc Natl. Acad. Sci. USA. 102,
2567-2572, 2005), la cepa Lu17015 y también las cepas E681 y CR2 se pueden designar para una nueva especie. De
este modo, se propone aqui una nueva especie Paenibacillus especie nueva epiphyticus. En consecuencia, la cepa
de Lu17015 de Paenibacillus pertenece a Paenibacillus epiphyticus. Se propone que dicha cepa sea la cepa tipo. Del
mismo modo, los dendrogramas con base en las comparaciones de secuencia de los cinco genes de mantenimiento
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(Figs. 17-21) muestran que este grupo dista de todas las otras cepas de P. polymyxa. Ademas de Lu17015, se propone
que las cepas E681, CR2 TD94, DSM 365 y WLY78 de P. polymyxa pertenezcan a Paenibacillus nueva especie
epiphyticus.

Por lo tanto, la invencién se refiere a las cepas de microorganismos.

4) cepa Lu16774 de Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM
26969,

5) cepa Lu17007 de Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM
26970, y

6) cepa Lu17015 de Paenibacillus epiphyticus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

Ademas de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, la presente descripcion se refiere a cualquier cepa de
Paenibacillus, ya sea fisicamente derivada del deposito original de cualquiera de las cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015 o independientemente aislada, siempre que ellas conserven al menos una de las caracteristicas de
identificacion de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 depositadas de Paenibacillus. Tales cepas de Paenibacillus
incluyen cualquier progenie de cualquiera de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, incluyendo mutantes de dichas
cepas.

El término "mutante” se refiere a un microorganismo obtenido por seleccién directa de mutantes, pero también incluye
microorganismos que han sido mutagenizados o manipulados de otra manera (por ejemplo, a través de la introduccion
de un plasmido). Por consiguiente, las realizaciones incluyen mutantes, variantes y derivados del microorganismo
respectivo, tanto mutantes naturales como inducidos artificialmente. Por ejemplo, los mutantes se pueden inducir
sometiendo el microorganismo a mutagenos conocidos, tales como rayos X, radiacién UV o N-metil-nitrosoguanidina,
utilizando métodos convencionales. Después de dichos tratamientos, se puede realizar una seleccién de cepas
mutantes que muestren las caracteristicas deseadas.

Las cepas mutantes pueden obtenerse mediante cualquier método conocido en la técnica, tal como la seleccion directa
del mutante, la mutagénesis quimica o la manipulacién genética (por ejemplo, a través de la introduccion de un
plasmido). Por ejemplo, tales mutantes se pueden obtener aplicando un mutageno conocido, tal como rayos X,
radiacion UV o N-metil-nitrosoguanidina. Después de dichos tratamientos, se puede realizar una seleccion de cepas
mutantes que muestren las caracteristicas deseadas.

Una cepa de Paenibacillus puede ser en particular una que comprende una secuencia de ADN que muestra al menos
un 99,6%, preferiblemente al menos un 99,8%, incluso mas preferiblemente al menos un 99,9%, y en particular una
identidad de secuencia de nucleétidos del 100,0% con cualquiera de las secuencias de ADNr 16S de las cepas
Lu16774, Lu17007 y Lu17015, es decir, para cualquiera de esas secuencias de nucleétidos expuestas en el listado de
secuencias que son las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

Una cepa de Paenibacillus puede ser en particular una que comprende una secuencia de ADN que muestra una
identidad de secuencia de nucleétidos del 100% con cualquiera de las secuencias de ADNr 16S de las cepas Lu16774,
Lu17007 y Lu17015, es decir, con cualquiera de esas secuencias de nucleétidos expuestas en la lista de secuencias
que son las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una cuya secuencia de ADNr 16S completa tenga, después de la alineacion
optima dentro de la ventana de secuencia alineada, al menos un 99,6% de identidad con al menos una de las
secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 o al menos 99,8 % de identidad con la SEQ ID NO: 3; preferiblemente al
menos 99,8% de identidad con al menos una de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID: 2 y SEQ ID NO: 3; mas
preferiblemente al menos 99,9% de identidad con al menos una de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y
SEQ ID NO: 3; incluso mas preferiblemente mayor que el 99,9% de identidad con al menos una de las secuencias
SEQID NO: 1, SEQ ID: 2 y SEQ ID NO: 3; en particular, 100% de identidad con al menos una de las secuencias SEQ
ID NO: 1, SEQID: 2y SEQ ID NO: 3.

De acuerdo con una realizacién adicional, una cepa de Paenibacillus de la invencién se selecciona del grupo que
consiste en:

a) la cepa Lu16774 depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26969;
b) la cepa Lu17007 depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970;
c) la cepa Lu17015 depositada en DSMZ bajo el niumero de acceso DSM 26971.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN de dnaN que muestra al menos un
99,6% de identidad de secuencia de nucleétidos con las secuencias de ADN SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 9 o que
comprende una secuencia de ADN que muestra al menos un 99,8% de identidad de secuencia de nucledtidos con la
secuencia de ADN SEQ ID NO: 14.
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Una cepa de Paenibacillus puede ser una cuya secuencia completa de ADN de dnaN tenga, después de la alineacion
optima dentro de la ventana de secuencia alineada, al menos un 99.6% de identidad con al menos una de las
secuencias de ADN SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 9 o al menos 99.8% de identidad con la SEQID NO: 14;
preferiblemente al menos 99.9% de identidad con la SEQ ID NO: 14; en particular, 100% de identidad a la SEQ ID
NO: 14.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN que muestra al menos el 99,8%, en
particular 100, 0% de identidad de secuencia de nucledétidos con cualquiera de las secuencias de ADN de dnaN de las
cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, es decir, con cualquiera de aquellas secuencias de ADN SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 9y SEQ ID NO: 14.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN de gyrB que muestra al menos un
99,9% de identidad de secuencia de nucleotidos con las secuencias de ADN SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 10 o que
comprende una secuencia de ADN que muestra al menos 99,2% de identidad de secuencia de nucleétidos con la
secuencia de ADN SEQ ID NO: 15.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una cuya secuencia completa de ADN de gyrB tenga, después del alineamiento
optimo dentro de la ventana de secuencia alineada, al menos 99,9% de identidad con al menos una de las secuencias
de ADN SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 10 o al menos 99.9% de identidad con la SEQ ID NO: 15; preferiblemente al
menos 99.9% de identidad con la SEQ ID NO: 15; en particular, 100% de identidad con la SEQ ID NO: 15.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprenda una secuencia de ADN que muestre un 100% de identidad
de secuencia de nucleétidos con cualquiera de las secuencias de ADN de gyrB de las cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015, es decir, con cualquiera de las secuencias de ADN SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 15.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN de recF que muestra al menos un
99,2% de identidad de secuencia de nucleotidos con las secuencias de ADN SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 11 o que
comprende una secuencia de ADN que muestra al menos 99,8% identidad de secuencia de nucleétidos con la
secuencia de ADN SEQ ID NO: 16.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una cuya secuencia completa de ADN de recF tenga, después del alineamiento
optimo dentro de la ventana de secuencia alineada, al menos un 99,2% de identidad con al menos una de las
secuencias de ADN SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 11 o al menos 99,8% de identidad con la SEQ ID NO: 16;
preferiblemente al menos 99,9% de identidad con la SEQ ID NO: 16; en particular, 100% de identidad con la SEQ ID
NO: 16.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN que muestra al menos el 99,8%, en
particular 100,0% de identidad de secuencia de nucleétidos con cualquiera de las secuencias de ADN de recF de las
cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, es decir, con cualquiera de aquellas secuencias de ADN SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 11 y SEQ ID NO: 16.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia completa de ADN de recN que muestra al
menos un 99,8% de identidad de secuencia de nucleétidos con las secuencias de ADN SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO:
12 o0 que comprende una secuencia de ADN que muestra al menos un 99,3% de identidad de secuencia de nucleétidos
con la secuencia de ADN SEQ ID NO: 17.

Una cepa de Paenibacillus de la invencion puede ser una cuya secuencia de ADN de recN tiene, después del
alineamiento éptimo dentro de la ventana de secuencia alineada, al menos el 99,8% de identidad con al menos una
de las secuencias de ADN SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 12 o al menos 99,3% de identidad con la SEQ ID NO: 17;
preferiblemente al menos 99,6% de identidad con la SEQ ID NO: 17; en particular, el 100% de identidad con la SEQ
ID NO: 17.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprende una secuencia de ADN que muestra al menos el 99,8%, en
particular 100,0% de identidad de secuencia de nucleétidos con cualquiera de las secuencias de ADN de recN de las
cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, es decir, con cualquiera de aquellas secuencias de ADN SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 12y SEQ ID NO: 17.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprenda una secuencia de ADN de rpoA que muestre 100,0% de
identidad de secuencia de nucleétidos con las secuencias de ADN SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 13 o que comprenda
una secuencia de ADN que muestre al menos 99,8% de identidad de secuencia de nucledtidos con la secuencia de
ADN SEQ ID NO: 18.

Una cepa de Paenibacillus puede ser una cuya secuencia completa de ADN de rpoA tiene, después del alineamiento
optimo dentro de la ventana de secuencia alineada, 100, de identidad con al menos una de las secuencias de ADN
SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 13 o al menos el 99,8% de identidad con la SEQID NO: 18; preferiblemente al menos
99,9% de identidad con la SEQ ID NO: 17; en particular, 100% de identidad con la SEQ ID NO: 18.
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Una cepa de Paenibacillus puede ser una que comprenda una secuencia de ADN que muestre 100% de identidad de
secuencia de nucledtidos con cualquiera de las secuencias de ADN de rpoA de las cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015, es decir, con cualquiera de aquellas secuencias de ADN SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 18.

Se describe un microorganismo aislado, que es un miembro de la familia Paenibacillus, que tiene al menos una de las
caracteristicas de identificacion de una de las siguientes cepas:

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,

2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970, o

3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

Una realizacion adicional se refiere a una cepa de Paenibacillus, que se selecciona del grupo que consiste en:
1) la cepa Lu16774 depositada en DSMZ bajo el numero de registro DSM 26969,

2) la cepa Lu17007 depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26970, y

3) la cepa Lu17015 depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26971,

4) cepas que tienen al menos una de las caracteristicas de identificacion de una de dichas cepas Lu16774, Lu17007
y Lu17015.

Se describe un microorganismo aislado seleccionado de las cepas:
1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26970, y

3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971; que muestra actividad
antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que es capaz de producir al menos un compuesto de tipo
fusaricidina; o una cepa mutante de la misma que retiene dicha capacidad, es decir, que retiene dicha actividad
antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que retiene dicha capacidad de producir al menos un
compuesto de tipo fusaricidina.

Una realizacién adicional se refiere a un microorganismo seleccionado de:

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

Una caracteristica de identificacion de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 depositadas de Paenibacillus es que
son capaces de producir al menos un compuesto de férmula I, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1A'y
1B, en patrticular que producen los compuestos 1A y 1B, que son metabolitos de las cepas respectivas; y sus sales
agricolamente aceptables.

De este modo, de acuerdo con un aspecto de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces de
producir al menos un compuesto de formula |, mas preferiblemente de producir los compuestos 1A o 1B, en particular
de producir los compuestos 1A y 1B; y sus sales agricolamente aceptables.

De este modo, de acuerdo con un aspecto de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces de
producir al menos un compuesto de formula |, méas preferiblemente producir los compuestos 1A o 1B, en particular
producir los compuestos 1A y 1B; y sus sales agricolamente aceptables, en un medio de crecimiento que comprende
al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno como se define en el presente documento.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invenciéon en un medio de
crecimiento que comprende al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno como se definen en el presente
documento producen al menos un compuesto de férmula I, mas preferiblemente producen compuestos 1A o 1B, en
particular producen compuestos 1A y 1B; y sus sales agricolamente aceptables.

Otra realizacién de la invencién se refiere a un microorganismo aislado seleccionado de

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971;
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que muestra actividad antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que es capaz de producir al menos un
compuesto de tipo fusaricidina de formula |, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1A y 1B, en particular
que produce compuestos 1Ay 1B; o una cepa mutante de la misma que retiene dicha capacidad, es decir, que retiene
dicha actividad antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que retiene dicha capacidad de producir al
menos un compuesto tipo fusaricidina de formula |, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1A y 1B, en
particular que produce los compuestos 1Ay 1B.

Otra realizacién de la invencién se refiere a un microorganismo aislado seleccionado de

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el numero de acceso DSM 26971;

que muestra actividad antagonista contra al menos un patdgeno de la planta, y que esta en un medio de crecimiento
que comprende al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno como se define en el presente documento,
capaz de producir al menos un compuesto de tipo fusaricidina de férmula I, preferiblemente seleccionado de los
compuestos 1Ay 1B, en particular que produce los compuestos 1Ay 1B; 0 una cepa mutante de la misma que retiene
dicha capacidad, es decir, que retiene dicha actividad antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que
retiene dicha capacidad de producir al menos un compuesto tipo fusaricidina de férmula I, preferiblemente
seleccionado de los compuestos 1A'y 1B, en particular produciendo compuestos 1Ay 1B.

Otra realizacién de la invencién se refiere a un microorganismo aislado seleccionado de

1) cepa Lu16774 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de registro DSM 26969,
2) cepa Lu17007 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970, y
3) cepa Lu17015 de Paenibacillus depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971;

que muestra actividad antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que produce al menos un compuesto
de tipo fusaricidina de formula I, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1Ay 1B, en particular que produce
los compuestos 1A y 1B; 0 una cepa mutante de la misma que retiene dicha capacidad, es decir, que retiene dicha
actividad antagonista contra al menos un patégeno de la planta, y que retiene dicha capacidad de producir al menos
un compuesto de tipo fusaricidina de férmula |, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1Ay 1B, en particular
que produce los compuestos 1A'y 1B.

Una caracteristica de identificacion adicional de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 depositadas de Paenibacillus
0 una cepa mutante de la misma es aquella que es capaz de producir al menos un compuesto seleccionado del grupo
que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina C, fusaricidina D, LI-FO6a, LI-FO6b y LI-FO8b ademas de su
capacidad de producir al menos un compuesto de formula |, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1Ay 1B,
en particular que produce los compuestos 1Ay 1B.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invencién son
capaces de producir al menos una fusaricidina de férmula |, preferiblemente seleccionada de los compuestos 1Ay 1B,
en particular que produce los compuestos 1A y 1B, como se describe en el presente documento, y son capaces de
producir al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina C,
fusaricidina D, LI-FO6a, LI-FO6b y LI-FO8b.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces de
producir al menos una fusaricidina de formula I, preferiblemente seleccionada de los compuestos 1Ay 1B, en particular
que produce los compuestos 1A y 1B, como se describe en el presente documento, y son capaces de producir al
menos tres compuestos seleccionados del grupo que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina C,
fusaricidina D, LI-F06a, LI-FO6b y LI-FO8b.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces de
producir al menos una fusaricidina de formula I, preferiblemente seleccionada de los compuestos 1Ay 1B, en particular
produciendo los compuestos 1A y 1B, como se describe en el presente documento, y son capaces de producir al
menos cinco compuestos seleccionados del grupo que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina C,
fusaricidina D, LI-FO6a, LI-FO6b y LI-FO8b.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invenciodn, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces de
producir al menos una fusaricidina de férmula |, preferiblemente seleccionada de los compuestos 1Ay 1B, en particular
que produce los compuestos 1A y 1B, como se describe en el presente documento, y son capaces de producir
fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina C, fusaricidina D y LI-FO8b.

Una caracteristica de identificacion adicional de las cepas de Paenibacillus depositadas es su actividad antifingica.
En particular, se encontrd que estas cepas son efectivas contra la infestacion con patégenos de plantas que incluyen
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Alternaria spp., Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Sclerotinia sclerotiorum; en donde Alternaria spp. se
selecciona preferiblemente de A. solaniy A. alternata, en particular A. solani.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, las cepas de Paenibacillus de la invencién tienen
actividad antifingica, particularmente contra un patdégeno de la planta seleccionado del grupo que consiste en
Alternaria spp., Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, y Sclerotinia sclerotiorum, en donde Alternaria spp. se
selecciona preferiblemente de A. solani y A. alternata, en particular A. solani. Mas particularmente, las cepas de
Paenibacillus de la invencion tienen actividad antifingica contra al menos dos o contra los cuatro patdgenos
mencionados.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, las cepas de Paenibacillus de la invencién tienen actividad
antifingica contra los patégenos de plantas Alternaria solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Sclerotinia
sclerotiorum.

La actividad antagonista de las cepas de Paenibacillus contra patdgenos de plantas puede mostrarse en ensayos de
confrontacion in vitro utilizando los hongos fitopatégenos deseados tales como Alternaria spp., Botrytis cinerea,
Phytophthora infestans 'y Sclerotinia sclerotiorum en donde Alternaria spp. se selecciona preferiblemente de A. solani
y A. alternata, en particular A. solani.

Como medio de crecimiento para estos hongos fitopatdégenos, se usa el medio ISP2 que comprende por litro: 10 g de
extracto de malta (Sigma Aldrich, 70167); 4 g de extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson, 212750); 4 g
monohidrato de glucosa (Sigma Aldrich, 16301); 20 g de agar (Becton Dickinson, 214510), pH de aproximadamente
7, agua bidestilada. Como medio de crecimiento para PHYTIN, se usa el medio V8 que comprende por litro: 200 mL
de jugo vegetal, 3 g de carbonato de calcio (Merck Millipore, 1020660250); 30 g de agar (Becton Dickinson, 214510),
pH 6,8, agua bidestilada.

Las cepas de Paenibacillus se inoculan puntualmente en un lado de la placa de agar. En el centro de la placa se coloco
un bloque de agar (aproximadamente 0,3 cm?) que contenia un patégeno de la planta en crecimiento activo. Después
de incubar durante 7-14 dias a aproximadamente 25 °C, se examina el crecimiento del patégeno de la planta,
especialmente en las zonas de inhibicién. Se pueden evaluar los siguientes efectos antagénicos: antibiosis se califica
mediante la evaluacién del diametro de la zona libre de hongos (zona de inhibicién). La competencia se califica
comparando el didmetro del crecimiento del patégeno fingico en placas con cepas bacterianas en comparacion con
las placas de control. El micoparasitismo se puede documentar en caso de que las bacterias superen en crecimiento
al patégeno fungico y también micoparasite a los patégenos. Esto se puede visualizar por microscopia.

Otra caracteristica de identificacién de las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 depositadas de Paenibacillus es que
son capaces de producir y secretar al menos una enzima litica preferiblemente seleccionada de quitinasa, celulasa y
amilasa (véase el Ejemplo 6), incluso méas preferiblemente al menos quitinasa y celulasa; en particular en un medio
de crecimiento que comprende al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrogeno como se define en el
presente documento.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, las cepas de Paenibacillus de la invencion son capaces
de producir y secretar al menos una enzima litica seleccionada preferiblemente de quitinasa, celulasa y amilasa,
incluso mas preferiblemente al menos quitinasa y celulasa; en particular en un medio de crecimiento que comprende
al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno como se define en el presente documento.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a las cepas depositadas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 y se
describe cualquier cepa de Paenibacillus que tenga una o mas de las caracteristicas de identificacion de la cepa
depositada, en donde las caracteristicas de identificacion se seleccionan del grupo que consiste en:

(a) actividad antifungica contra un patdégeno de la planta seleccionado del grupo que consiste en Alternaria spp.,
Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Sclerotinia sclerotiorum, en donde Alternaria spp. se selecciona
preferiblemente de A. solaniy A. alternata, en particular A. solani, como se describe en este documento;

(b) la capacidad de producir al menos un compuesto de tipo fusaricidina de formula |, en particular los compuestos 1A
y/o 1B, como se describe en el presente documento;

(c) la capacidad de producir al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en fusaricidinas A, B, C, D,
LI-FO6a, LI-FO6b y LI-FO8b, como se describe en el presente documento; y

(d) la capacidad de producir y secretar al menos una enzima litica seleccionada del grupo que consiste en quitinasa,
celulosa y amilasa, como se describe en el presente documento.

Mas preferiblemente, dicha cepa de Paenibacillus tiene las capacidades denominadas (b), (c) y (d) en un medio de
crecimiento que comprende al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno como se define en el presente
documento.
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En particular, las cepas de Paenibacillus tienen dos o mas de las caracteristicas de identificacién de la cepa
depositada, siendo particularmente preferidas las cepas que tienen al menos las caracteristicas (a) y (b). Por ejemplo,
de acuerdo con una realizaciéon preferida, las cepas de la invencidon (a) tienen una actividad antifingica contra un
patégeno de la planta seleccionado del grupo que consiste en Alternaria spp., Botrytis cinerea, Phytophthora infestans
y Sclerotinia sclerotiorum, en donde Alternaria spp. se selecciona preferiblemente de A. solani y A. alternata, en
particular A. solaniy (b) son capaces de producir al menos un compuesto de férmula I, y particularmente el compuesto
1B. De acuerdo con una realizacion preferida adicional, las cepas de la invencion (a) tienen una actividad antifingica
contra tres o contra todos los patégenos de la planta seleccionados del grupo que consiste en Alternaria spp., Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans y Sclerotinia sclerotiorum, en donde Alternaria spp. se selecciona preferiblemente de
A. solaniy A. alternata, en particular A. solaniy (b) son capaces de producir al menos un compuesto de férmula |, mas
preferiblemente que produce los compuestos 1A o 1B, en particular que produce los compuestos 1Ay 1B.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, las cepas de la invencién se proporcionan en forma aislada o
sustancialmente purificada.

Los términos "aislada" o "sustancialmente purificada" pretenden indicar que las cepas de la invencién se han eliminado
de un entorno natural y se han aislado o separado, y estan al menos 60% libres, preferiblemente al menos 75% libres,
y mas preferiblemente al menos 90% libres, incluso més preferiblemente al menos 95% libres, y lo mas preferiblemente
al menos 99% libres de otros componentes con los cuales se asociaron naturalmente. Un aislado obtenido cultivando
una unica colonia microbiana es un ejemplo de una cepa aislada de la invencion.

Las cepas de la invencién pueden proporcionarse en cualquier estado fisioldgico tal como activo o inactivo. Las cepas
inactivas pueden proporcionarse, por ejemplo, congeladas, secas o liofilizadas o parcialmente desecadas (los
procedimientos para producir organismos parcialmente desecados se proporcionan en el documento WO
2008/002371) o en forma de esporas.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, las cepas de la invencion se proporcionan en forma de esporas.

De acuerdo con una realizacion adicional de la invencion, las cepas de la invencion se proporcionan como un caldo
de cultivo completo que comprende una cepa de la invencién.

El cultivo es preferiblemente un cultivo aislado o sustancialmente purificado.

Un "cultivo aislado" o "cultivo sustancialmente purificado" se refiere a un cultivo de las cepas de la invencion que no
incluye cantidades significativas de otros materiales que normalmente se encuentran en el habitat natural en el que
crece la cepa y/o del cual normalmente se puede obtener la cepa. En consecuencia, dicho "cultivo aislado" o "cultivo
sustancialmente purificado" esta al menos 60%, libre, preferiblemente al menos 75%, libre y mas preferiblemente al
menos 90% libre, alin mas preferiblemente al menos 95% libre, y lo mas preferiblemente al menos 99% libre de otros
materiales que normalmente se encuentran en el habitat natural en el que crece la cepa y/o del que normalmente se
puede obtener la cepa. Dicho "cultivo aislado" o "cultivo sustancialmente purificado" no incluye normalmente ningun
otro microorganismo en cantidades suficientes para interferir con la replicacion de la cepa de la invencion. Sin
embargo, los cultivos aislados de la invencion pueden combinarse para preparar un cultivo mixto de las cepas de la
invencion y un bioplaguicida adicional, preferiblemente un plaguicida microbiano.

Lainvencién se refiere a métodos para la produccién fermentativa de bioplaguicidas antipatogénicos como se describe
en el presente documento.

Las cepas como se usan de acuerdo con la invencién se pueden cultivar de forma continua o discontinua en el proceso
por lotes o en el proceso alimentado por lotes o en los procesos alimentados por lotes repetidos. Una revision de los
métodos de cultivo conocidos se encontraran en el libro de texto de Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einflihrung in die
Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und
periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschig/Wiesbaden, 1994)).

El medio que se va a usar para el cultivo del microorganismo debe satisfacer los requisitos de las cepas particulares
de una manera apropiada. Las descripciones de los medios de cultivo para diversos microorganismos se encuentran
en el manual "Manual of Methods for General Bacteriology" de la Sociedad Americana de Bacteriologia (Washington
D. C., EE. UU., 1981).

Estos medios que pueden usarse de acuerdo con la invencion generalmente comprenden una o mas fuentes de
carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y/o oligoelementos. Las fuentes preferidas de carbono son
los azucares, tales como los monosacaéridos, disacaridos o polisacaridos. Muy buenas fuentes de carbono son, por
ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, maltosa, sacarosa, rafinosa, almidén
o celulosa. Los azucares también se pueden agregar a los medios a través de compuestos complejos, como la melaza
u otros subproductos del refinamiento de azlcar. También puede ser ventajoso agregar mezclas de varias fuentes de
carbono. Otras posibles fuentes de carbono son los aceites y grasas tales como el aceite de soja, el aceite de girasol,
el aceite de cacahuete y el aceite de coco, los acidos grasos tales como el acido palmitico, el acido estearico o el acido
linoleico, los alcoholes como el glicerol, el metanol o el etanol y los acidos organicos como el acido acético o acido
lactico. Las fuentes de nitrogeno suelen ser compuestos organicos o inorganicos de nitrégeno o materiales que
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contienen estos compuestos. Ejemplos de fuentes de nitrégeno incluyen gas amoniaco o sales de amonio, tales como
sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio o nitrato de amonio, nitratos, urea,
aminoacidos o fuentes complejas de nitrégeno, tales como licor de maiz fermentado, harina de soja, proteina de soja,
extracto de levadura, extracto de carne y otros. Las fuentes de nitrogeno se pueden utilizar por separado o como una
mezcla. Los compuestos de sales inorganicas que pueden estar presentes en los medios comprenden las sales de
cloruro, fosfato o sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, zinc, cobre y hierro.
Como fuentes de azufre se pueden usar compuestos inorganicos que contienen azufre, por ejemplo sulfatos, sulfitos,
ditionitos, tetrationatos, tiosulfatos, sulfuros, pero también compuestos organicos de azufre, como mercaptanos y
tioles. Como fuentes de fésforo se pueden usar acido fosférico, dihidrogenofosfato de potasio o hidrogenofosfato
dipotésico o las sales correspondientes que contienen sodio. Se pueden agregar agentes quelantes al medio para
mantener los iones metalicos en solucién. Los agentes quelantes especialmente adecuados comprenden
dihidroxifenoles, tales como catecol o protocatecolato, o acidos organicos, tales como acido citrico. Los medios de
fermentacion utilizados de acuerdo con la invencion también pueden contener otros factores de crecimiento, tales
como vitaminas o promotores del crecimiento, que incluyen, por ejemplo, biotina, riboflavina, tiamina, acido félico,
acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales a menudo provienen de componentes
complejos de los medios, tales como extracto de levadura, melaza, licor de maiz fermentado y similares. Ademas, se
pueden anadir precursores adecuados al medio. La composicion precisa de los compuestos en el medio depende en
gran medida del experimento en particular y debe decidirse individualmente para cada caso especifico. La informacion
sobre la optimizacion de los medios se puede encontrar en el libro de texto "Applied Microbiol. Physiology, A Practical
Approach" (Publ. P.M. Rhodes, P.F. Stanbury, IRL Press (1997) paginas 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Los medios de
cultivo también se pueden obtener de proveedores comerciales, tales como Standard 1 (Merck) o BHI ((Brain heart
infusion, DIFCO), etc.

Los medios de crecimiento preferidos que se pueden usar de acuerdo con la invencién comprenden una o mas fuentes
de carbono seleccionadas de L-arabinosa, N-acetil-D-glucosamina, D-galactosa, acido L-aspartico, D-trehalosa, D-
manosa, glicerol, acido D-glucdnico, D-xilosa, D-manitol, D-ribosa, D-fructosa, a-D-glucosa, maltosa, D-melibiosa,
timidina, a-metil-D-galactésido, a-D-lactosa, lactulosa, sacarosa, uridina, acido a-hidroxiglutarico-y-lactona, $-metil-D-
glucosido, adonitol, maltotriosa, 2-desoxiadenosina, adenosina, &acido citrico, acido mucico, D-celobiosa, inosina, L-
serina, L-alanil-glicina, acido D-galacturénico, a-ciclodextrina, B-ciclodextrina, dextrina, inulina, pectina, amigdalina,
gentiobiosa, lactitol, D-melecitosa, a-metil-D-glucésido, B-metil-D-galactésido, B-metil-D-xilésido, palatinosa, D-
rafinosa, estaquiosa, turanosa, acido y-amino butirico, D-glucosamina, acido D-lactico, L-lisina, 3-hidroxi-2-butanona;
y una o mas fuentes de nitrégeno seleccionadas de amoniaco, nitrito, nitrato, L-alanina, L-asparagina, acido L-
aspartico, acido L-glutamico, L-glutamina, glicina, dimeros de aminoacidos: Ala-Asp, Ala-Gin, Ala-Glu, Ala-His, Gly-
Gin, Gly-Glu, Gly-Met y Met-Ala; en particular nitrato. Estos medios pueden complementarse con sales inorganicas y
vitaminas y/o oligoelementos. Las cepas son capaces de producir los compuestos 1A y 1B en estos medios de
crecimiento.

Todos los componentes del medio se esterilizan, ya sea por calentamiento (20 min a 2,0 bar y 121 °C) o por filtracion
estéril. Los componentes se pueden esterilizar juntos o, si es necesario, por separado. Todos los componentes del
medio pueden estar presentes al comienzo del crecimiento, u opcionalmente pueden agregarse de forma continua o
alimentarse por lotes.

La temperatura del cultivo normalmente esta entre 15 °C y 36 °C, preferiblemente de 25 °C a 33 °C y se puede
mantener constante o se puede variar durante el experimento. El valor de pH del medio debe estar en el intervalo de
5 a 8,5, preferiblemente alrededor de 7,0. El valor de pH para el crecimiento puede controlarse durante el crecimiento
mediante la adicion de compuestos basicos como hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o agua
amoniacal o compuestos &cidos tales como acido fosférico o acido sulfdrico. Agentes antiespumantes, por ejemplo
ésteres de poliglicol de acido graso, se pueden utilizar para controlar la formacion de espuma. Para mantener la
estabilidad de los plasmidos, se pueden anadir al medio sustancias adecuadas con accion selectiva, por ejemplo,
antibidticos. Se alimentan en el cultivo oxigeno o mezclas de gases que contienen oxigeno, por ejemplo, el aire
ambiente, con el fin de mantener las condiciones aerdbicas. La temperatura del cultivo es normalmente de 20 °C a 45
C. El cultivo se continta hasta que se haya formado un maximo del producto deseado. Esto normalmente se logra
dentro de 10 horas a 160 horas.

En particular, las cepas de la invencion se pueden cultivar en un medio de una variedad de medios de microbiologia
estandar, tales como el caldo Luria-Bertani (LB), el caldo de tripticasa-soja (TSB), el caldo de extracto de
levadura/extracto de malta/glucosa ( YMG, ISP2) de 15 °C a 36 °C durante 18 a 360 h en medio liquido o en medio
solidificado de agar en una placa de Petri. La aireacién puede ser necesaria. Las células bacterianas (células
vegetativas y esporas) se pueden lavar y concentrar (por ejemplo, mediante centrifugacién a temperaturas de
aproximadamente 15 a 30 °C durante aproximadamente 15 min a 7.000 x g).

La invencién también se refiere a un medio de cultivo que se puede obtener cultivando las cepas de la invencién en
un medio y separando el medio del caldo de cultivo (por lo tanto, permanecen cuando las células que crecen en el
medio se eliminan de todo el caldo de cultivo), por ejemplo, el sobrenadante de un caldo de cultivo completo, es decir,
el caldo liquido que queda cuando las células cultivadas en caldo y otros desechos se eliminan por centrifugacion,
filtracion, sedimentacion u otros medios bien conocidos en la técnica. El sobrenadante se puede obtener por ejemplo
mediante centrifugacién a temperaturas de aproximadamente 2 a 30 °C (mas preferiblemente a temperaturas de 4 a
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20 °C) durante aproximadamente 10 a 60 min (mas preferiblemente aproximadamente 15 a 30 min) a
aproximadamente 5.000 a 20.000 x g (mas preferiblemente a aproximadamente 15.000 x g).

Dicho medio de crecimiento contiene metabolitos plaguicidas que son producidos por la cepa cultivada.

La invencion también se refiere a extractos sin células de las cepas de la invencién. Para producir un extracto sin
células, las cepas de la invencién pueden cultivarse como se describe anteriormente. Las células también pueden
romperse por ultrasonido de alta frecuencia, por alta presién, por ejemplo en una celda de presiéon francesa, por
osmodlisis, por la accion de detergentes, enzimas liticas o disolventes organicos, por medio de homogeneizadores o
por una combinacién de varios de los métodos enumerados. La extraccion puede llevarse a cabo preferiblemente con
un disolvente organico o una mezcla de disolventes, mas preferiblemente un alcohol (por ejemplo, metanol, etanol, n-
propanol, 2-propanol o similar), incluso mas preferiblemente con 2-propanol (por ejemplo, en una relacién 1:1 con
respecto al volumen de cultivo). La separacion de fases puede mejorarse mediante la adicién de sales tales como
NaCl. La fase organica se puede recoger y el disolvente o la mezcla de disolventes se pueden eliminar mediante
destilacién y/o secado convencionales, seguido de una resuspensién en metanol y filtracion.

Dicho extracto contiene metabolitos plaguicidas que son producidos por la cepa cultivada.

Los metabolitos plaguicidas que son especificos de las cepas de la invencion pueden recuperarse de dicho medio o
extracto de acuerdo con métodos convencionales, en particular cuando las cepas de la invencion se han cultivado
como se describi6 anteriormente.

La metodologia de la presente invencién puede incluir ademas una etapa de recuperacion de metabolitos plaguicidas
individuales.

El término "recuperacion” incluye extraer, cosechar, aislar o purificar el compuesto de medios de cultivo o extractos
sin células. La recuperacién del compuesto se puede realizar de acuerdo con cualquier metodologia de aislamiento o
purificacién convencional conocida en la técnica, que incluye, entre otros, el tratamiento con una resina convencional
(por ejemplo, resina de intercambio anidénico o cationico, resina de adsorcién no idnica, etc.), tratamiento con un
adsorbente convencional (por ejemplo, carbén activado, acido silicico, gel de silice, celulosa, alimina, etc.), alteracién
del pH, extraccion con disolvente (por ejemplo, con un disolvente convencional, como un alcohol, acetato de etilo,
hexano y similares), destilacién, dialisis, filtracién, concentracion, cristalizacién, recristalizacion, ajuste de pH,
liofilizacion y similares. Por ejemplo, los metabolitos se pueden recuperar de los medios de cultivo eliminando primero
los microorganismos. El caldo restante se pasa luego a través o sobre una resina de intercambio catiénico para eliminar
los cationes no deseados y luego a través o sobre una resina de intercambio aniénico para eliminar aniones
inorganicos y acidos organicos no deseados.

Se han encontrado varios metabolitos en el caldo de cultivo completo de las nuevas cepas de Paenibacillus. Se
estudiaron detalladamente e identificaron nueve metabolitos (véase Ejemplo 7, Fig. 1). Se encontr6é que dos de ellos
eran nuevos (compuesto 1A y compuesto 1B). Se ha encontrado que los compuestos 1Ay 1B son producidos por las
tres cepas de Paenibacillus de la invencion (véase Tabla 17) pero ninguna de ellas se encontr6 en el caldo de cultivo
completo de la cepa NRRL BD-62 relacionada de Paenibacillus peoriae.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a compuestos de férmula |

en donde

R se selecciona del acido 15-guanidino-3-hidroxipentadecanoico (GHPD) y del acido 12-guanidinododecanoico (12-
GDA);

X' es treonina;

X2 es isoleucina;

X3 es tirosina;

X* es treonina;

X5 se selecciona de glutamina y asparagina;

X8 es alanina; y
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en donde una flecha define un enlace sencillo (amida) entre la fraccién carbonilo de R y el grupo amino del aminoéacido
X' o entre el grupo carbonilo de un aminodcido y el grupo amino de un aminodcido vecino, en donde la punta de la
flecha indica la unién al grupo amino de dicho aminoacido vecino; y

en donde la linea sencilla (sin una punta de flecha) define un enlace sencillo (éster) entre el grupo carbonilo de X8 y el
grupo hidroxilo de X';

y sus sales agricolamente aceptables.

De acuerdo con una realizacién adicional, X' en la férmula | es preferiblemente L-treonina.

De acuerdo con una realizacién adicional, X2 en la férmula | es preferiblemente D-isoleucina o D-alo-isoleucina.
De acuerdo con una realizacién adicional, X2 en la férmula | es preferiblemente L-tirosina.

De acuerdo con una realizacion adicional, X* en la férmula | es preferiblemente D-alo-treonina.

De acuerdo con una realizacién adicional, X5 en la férmula | es preferiblemente D-glutamina o D-asparagina.

De acuerdo con una realizacion adicional, R en la férmula | es preferiblemente GHPD.

El esquema de la férmula | para los compuestos de férmula | también puede representarse de la siguiente manera:

R2

REINW‘H\”
N, o O}x
Ré/"»;o R!

R \ll{/ﬁo
en donde
X se selecciona de -NH-(C=0)-CH2-CH(OH)-(CHz)12-NH-C(=NH)NH2 y -NH-(C=0)-(CHz)11-NH-C(=NH)NH2;
R' es 1-hidroxietilo;
R? es 1-metilpropilo (sec-butilo);
R3 es 4-hidroxibencilo;
R* es 1-hidroxietilo;
R® se selecciona de carbamoiletilo y carbamoilmetilo;
R es metil
Del mismo modo, las realizaciones preferidas con base en este esquema alternativo de férmula | son las siguientes:
R' en esta formula | es preferiblemente (1S, 2R)-1-hidroxietilo.
R? en esta formula | es preferiblemente (1R, 2R)-1-metilpropilo o (1R, 2S)-1-metilpropilo.
R3 en esta formula | es preferiblemente (S)-4-hidroxi-bencilo.
R* en esta formula | es preferiblemente (1S, 2R)-1-hidroxietilo.
RS en esta formula | es preferiblemente (R)-carbamoiletilo y (R)-carbamoilmetilo.

X en esta formula | es preferiblemente -NH-(C=0)-CH2-CH(OH)-(CHz)12-NH-C(=NH)NH:.

De acuerdo con una realizacion adicional, la invencion se refiere ademas a los compuestos 1A y 1B, que son de
formula I, en donde R es GHPD y en donde X* es asparagina en el caso del compuesto 1A y X* es glutamina en el
caso del compuesto 1B:
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Los metabolitos plaguicidas de las cepas de la invencién se seleccionan preferiblemente de compuestos de férmula |
en donde R es GHPD, en particular se seleccionan de los compuestos 1Ay 1B, que pueden obtenerse por extraccion
y aislamiento de cultivos, es decir, caldos de cultivo completos, de las cepas de la invencion.

Ademas, los compuestos de tipo fusaricidina de formula | que incluyen aquellos en los que R es GHTD se pueden
sintetizar por analogia con los métodos conocidos en la técnica (Biopolymers 80 (4), 541, 2005; J. Peptide Sci. 12S,
219, 2006; Tetrahedron Lett. 47 (48), 8587-90, 2006; Biopolymers 88 (4), 568, 2007; ChemMedChem 7, 871-882,
2012).

La invencién también se refiere a las sales agricolamente aceptables, particularmente sales de adicién de acido de
dichos compuestos de tipo fusaricidina de férmula |. Dichas sales pueden obtenerse mediante métodos
convencionales bien conocidos en la técnica, por ejemplo haciendo reaccionar los compuestos de la invencién con un
acido adecuado para formar una sal de adiciéon de &cido. Los aniones de sales de adicion de acido Utiles son
principalmente cloruro, bromuro, fluoruro, yoduro, hidrogenosulfato, metilsulfato, sulfato, dihidrogenofosfato,
hidrogenofosfato, nitrato, bicarbonato, carbonato, hexafluorosilicato, hexafluorofosfato, benzoato y también los
aniones de acidos alcanoicos C1-Ca, preferiblemente formiato, acetato, propionato y butirato.

Por consiguiente, la invencion también se refiere a un caldo de cultivo completo de un microorganismo que comprende
al menos un compuesto de formula | 0 una sal agricolamente aceptable del mismo, preferiblemente seleccionado de
los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos, en particular dicho conjunto. el caldo de
cultivo comprende los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos.

De acuerdo con una realizacion adicional, la invenciéon también se refiere a un caldo de cultivo completo de un
microorganismo del género Paenibacillus que comprende al menos un compuesto de férmula | o una de sus sales
agricolamente aceptables, preferiblemente seleccionados de los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente
aceptable de los mismos, en particular dicho caldo de cultivo completo comprende los compuestos 1Ay 1B o una sal
agricolamente aceptable de los mismos.

De acuerdo con una realizacién adicional, la invencién también se refiere a un caldo de cultivo completo de al menos
una cepa de Paenibacillus de la invencion como se identifico y definié anteriormente que comprende al menos un
compuesto de férmula | o una sal agricolamente aceptable del mismo, preferiblemente seleccionado de los
compuestos 1A'y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos, en particular dicho caldo de cultivo completo
comprende los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos.

Dichos compuestos de tipo fusaricidina se secretan en el medio de cultivo del microorganismo respectivo capaz de
producirlo.

En consecuencia, la invencion también se refiere a un medio de cultivo y/o un extracto sin células de un
microorganismo que comprende al menos un compuesto de férmula | o una sal agricolamente aceptable del mismo,
preferiblemente seleccionado de los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos, en
particular dicho medio de cultivo y/o un extracto sin células comprende los compuestos 1A y 1B o una sal
agricolamente aceptable de los mismos aceptable desde el punto de vista agricola.

De acuerdo con una realizacion adicional, la invencion también se refiere a un medio de cultivo y/o un extracto sin
células de un microorganismo del género Paenibacillus que comprende al menos un compuesto de férmula | o una sal
agricolamente aceptable del mismo, preferiblemente seleccionado de los compuestos 1Ay 1B o una sal agricolamente
aceptable de los mismos, en particular dicho medio de cultivo y/o un extracto sin células comprenden los compuestos
1Ay 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos.

De acuerdo con una realizacion adicional, la invencién también se refiere a un medio de cultivo y/o un extracto sin
células de al menos una cepa de Paenibacillus de la invencién como se identifico y definié anteriormente que
comprende al menos un compuesto de férmula | o una sal agricolamente aceptable del mismo, preferiblemente
seleccionado de los compuestos 1A'y 1B o una sal agricolamente aceptable de los mismos, en particular dicho medio
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de cultivo y/o un extracto sin células comprende los compuestos 1A y 1B o una sal agricolamente aceptable de los
mismos.

La invencién se refiere ademas a composiciones agroquimicas que comprenden un auxiliar como se define a
continuacion y al menos una o mas de las cepas, caldos de cultivo completo, extractos sin células, medios de cultivo
y compuestos de formula I, de la invencién, respectivamente.

Como se usa en este documento, "composicién” en referencia a un producto (cepa microbiana, agente o formulacion)
de la presente invencion se refiere a una combinacion de ingredientes, en donde "formulacion” es el proceso de usar
una férmula, tal como una receta, para una combinaciéon de ingredientes, para agregar a la formulacién. Dicha
composicion también se denomina en este documento como formulacion.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula
| y las composiciones de la invencién, respectivamente, son adecuados como agentes antifingicos o fungicidas.

Se distinguen por una eficacia sobresaliente contra un amplio espectro de hongos fitopatégenos, incluidos los hongos
transmitidos por el suelo, que se derivan especialmente de las clases de Plasmodioforomicetos, Peronosporomicetos
(sinénimo Oomicetos), Citridiomicetos, Zigomicetos, Ascomicetos, Bascidiomicetos (sinébnimo hongos imperfectos).
Algunos son sistémicamente efectivos y se pueden usar en la proteccion de cultivos como fungicidas foliares,
fungicidas para la preparaciéon de semillas y fungicidas para el suelo. Ademas, son adecuados para controlar los
hongos nocivos, que, entre otras cosas, se producen en la madera o en las raices de las plantas.

Las cepas, caldos de cultivo completo, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de formula | y
composiciones de la invencion, respectivamente, son particularmente importantes en el control de una multitud de
hongos fitopatdgenos en diversas plantas cultivadas, tales como cereales, por ejemplo trigo, centeno, cebada, triticale,
avena o arroz; remolacha, por ejemplo remolacha azucarera o remolacha forrajera; frutos, tales como pomes, frutos
de hueso o frutos suaves, por ejemplo manzanas, peras, ciruelas, duraznos, almendras, cerezas, fresas, frambuesas,
moras o grosellas; plantas leguminosas, tales como lentejas, guisantes, alfalfa o soja; plantas de aceite, tales como
colza, mostaza, aceitunas, girasoles, coco, granos de cacao, plantas de aceite de ricino, palmas de aceite, nueces
molidas o soja; cucurbitaceas, tales como calabazas, pepinos o melones; plantas de fibra, tales como algodén, lino,
canamo o yute; citricos, tales como naranjas, limones, pomelos o mandarinas; vegetales, tales como espinaca,
lechuga, esparragos, coles, zanahoria, cebolla, tomate, patatas, cucurbitaceas o paprika; plantas lauraceas, tales
como aguacates, canela o alcanfor; plantas de energia y materia prima, como maiz, soja, colza, cafia de azlcar o
palma de aceite; maiz; tabaco; nueces; café; té; platanos, vifiedos (uvas de mesa y uvas de jugo de uva); lUpulo;
césped; hoja dulce (también llamada Stevia); plantas de caucho natural o plantas ornamentales y forestales, tales
como flores, arbustos, arboles de hoja ancha o arboles de hoja perenne, por ejemplo coniferas; y en el material de
propagacion de plantas, como las semillas, y el material de cultivo de estas plantas.

Preferiblemente, las cepas, los caldos de cultivo completos, los medios de cultivo de extractos sin células, los
compuestos de férmula I; y las composiciones de la invencion, respectivamente, se utilizan para controlar una multitud
de hongos en cultivos de campo, tales como patatas, remolacha azucarera, tabaco, trigo, centeno, cebada, avena,
arroz, maiz, algodon, soja, colza, legumbres, girasoles, café o caha de azlcar; frutos; vifiedos ornamentales; o
vegetales, tales como pepinos, tomates, frijoles o calabazas.

Se entiende que el término "material de propagacion de la planta" denota todas las partes generativas de la planta,
tales como semillas y material vegetativo de la planta, tal como esquejes y tubérculos (por ejemplo, patatas), que se
pueden usar para la multiplicacion de la planta. Esto incluye semillas, raices, frutos, tubérculos, bulbos, rizomas,
brotes, retofos y otras partes de las plantas, incluidas las plantulas y las plantas jovenes, que se trasplantan después
de la germinacion o después de emerger del suelo. Estas plantas jovenes también pueden protegerse antes del
trasplante mediante un tratamiento total o parcial mediante inmersion o vertido.

Preferiblemente, el tratamiento de materiales de propagacion de plantas con las cepas, caldos de cultivo completos,
medios de cultivo de extractos sin células, compuestos de férmula |; y las composiciones de la invencion,
respectivamente, se usan para controlar una multitud de hongos en cereales, tales como trigo, centeno, cebada y
avena; arroz, maiz, algodén y soja.

El término "plantas cultivadas" debe entenderse que incluye plantas que han sido modificadas por fitomejoramiento,
mutagénesis o ingenieria genética, incluyendo, entre otros, productos de biotecnologia agricola en el mercado o en
desarrollo (consultar, http://cera- gmc.org/, véase alli la base de datos de cultivos GM). Las plantas modificadas
genéticamente son plantas, cuyo material genético se ha modificado tanto mediante el uso de técnicas de ADN
recombinante que, en circunstancias naturales, no pueden obtenerse facilmente mediante cruzamiento, mutaciones o
recombinacion natural. Tipicamente, uno o mas genes se han integrado en el material genético de una planta
modificada genéticamente para mejorar ciertas propiedades de la planta. Dichas modificaciones genéticas también
incluyen, entre otras, la modificacion postranslacional dirigida de proteina o proteinas, oligopéptidos o polipéptidos,
por ejemplo, por glicosilacién o adiciones de polimeros tales como fracciones preniladas, acetiladas o farnesiladas o
fracciones de PEG.
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Las plantas que han sido modificadas por fitomejoramiento, mutagénesis o ingenieria genética, por ejemplo, se han
vuelto tolerantes a las aplicaciones de clases especificas de herbicidas, tales como los herbicidas auxina tales como
dicamba o 2,4-D; herbicidas blanqueadores como los inhibidores de la hidroxilfenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) o los
inhibidores de la fitoeno desaturasa (PDS); inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS), tales como sulfonilureas o
imidazolinonas; inhibidores de enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), tales como glifosato; inhibidores de la
glutamina sintetasa (GS) tales como glufosinato; inhibidores de la protoporfirinégeno-IX oxidasa; inhibidores de la
biosintesis de lipidos, tales como inhibidores de acetil CoA carboxilasa (ACCasa); o los herbicidas oxinilo (es decir,
bromoxinilo o ioxinilo) como resultado de los métodos convencionales de fitomejoramiento o ingenieria genética.
Ademas, las plantas se han hecho resistentes a multiples clases de herbicidas a través de multiples modificaciones
genéticas, tales como resistencia tanto al glifosato como al glufosinato o al glifosato y a un herbicida de otra clase, tal
como los inhibidores de ALS, inhibidores de HPPD, herbicidas de auxina o inhibidores de ACCasa. Estas tecnologias
de resistencia a herbicidas son por ejemplo descrito en Pest Managem. Sci. 61, 2005, 246; 61, 2005, 258; 61, 2005,
277; 61, 2005, 269; 61, 2005, 286; 64, 2008, 326; 64, 2008, 332; Weed Sci. 57, 2009, 108; Austral. J. Agricult. Res.
58, 2007, 708; Science 316, 2007, 1185; y referencias citadas alli. Varias plantas cultivadas se han vuelto tolerantes
a los herbicidas por métodos convencionales de fitomejoramiento (mutagénesis), por ejemplo colza de verano
Clearfield® (Canola, BASF SE, Alemania) que es tolerante a las imidazolinonas, por ejemplo Imazamox o los girasoles
ExpressSun® (DuPont, EE. UU.) que son tolerantes a las sulfonilureas, por ejemplo tribenurén. Los métodos de
ingenieria genética se han utilizado para volver a las plantas cultivadas tales como la soja, el algodon, el maiz, la
remolacha y la colza, tolerantes a los herbicidas tales como el glifosato y el glufosinato, algunos de los cuales estan
comercialmente disponibles bajo los nombres comerciales RoundupReady® (tolerante al glifosato, Monsanto, USA),
Cultivance® (tolerante a imidazolinona, BASF SE, Alemania) y LibertyLink® (tolerante al glufosinato, Bayer
CropScience, Alemania).

Ademas, también se cubren plantas mediante el uso de técnicas de ADN recombinante capaces de sintetizar una o
mas proteinas insecticidas, especialmente las conocidas del género bacteriano Bacillus, particularmente de Bacillus
thuringiensis, tales como las 8-endotoxinas, por ejemplo CrylA(b), CrylA(c), CrylF, CrylF(a2), CryllA(b), CrylllA, CryllIB
(b1) o Cry9c; proteinas insecticidas vegetativas (VIP), por ejemplo VIP1, VIP2, VIP3 o VIP3A; proteinas insecticidas
de nematodos colonizadores de bacterias, por ejemplo, Photorhabdus spp. o Xenorhabdus spp.; toxinas producidas
por animales, tales como toxinas de escorpion, toxinas aracnidas, toxinas de avispa u otras neurotoxinas especificas
de insectos; toxinas producidas por hongos, tales como toxinas de estreptomicetos, lectinas de plantas, tales como
lectinas de guisantes o cebada; aglutininas; inhibidores de proteinasa, tales como inhibidores de tripsina, inhibidores
de serina proteasa, inhibidores de patatina, cistatina o papaina; proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP), tales
como ricina, maiz RIP, abrina, lufina, saporina o briodina; enzimas del metabolismo de los esteroides, tales como la
3-hidroxiesteroide oxidasa, ecdisteroide-IDP-glicosil-transferasa, colesterol oxidasas, inhibidores de ecdisona o HMG-
CoA-reductasa; bloqueadores de los canales idnicos, tales como los bloqueadores de los canales de sodio o calcio;
hormona juvenil esterasa; receptores de hormonas diuréticas (receptores de helicoquinina); estilbeno sintasa, bibencil
sintasa, quitinasas o glucanasas. En el contexto de la presente invencién, estas proteinas o toxinas insecticidas deben
entenderse expresamente también como pre-toxinas, proteinas hibridas, proteinas truncadas o bien modificadas. Las
proteinas hibridas se caracterizan por una nueva combinacién de dominios de proteinas (véase, por ejemplo, el
documento WO 02/015701). Otros ejemplos de tales toxinas o plantas modificadas genéticamente capaces de
sintetizar tales toxinas se describen, por ejemplo, en los documentos EP-A 374 753, WO 93/007278, WO 95/34656,
EP-A 427 529, EP-A 451 878, WO 03/18810 y WO 03/52073. Los métodos para producir tales plantas modificadas
genéticamente son generalmente conocidos por los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las
publicaciones mencionadas anteriormente. Estas proteinas insecticidas contenidas en las plantas modificadas
genéticamente imparten a las plantas que producen estas proteinas tolerancia a plagas dafinas de todos los grupos
taxonémicos de artrépodos, especialmente a escarabajos (Coledptera), insectos de dos alas (Diptera) y polillas
(Lepiddptera) y nematodos (Nematoda). Las plantas modificadas genéticamente capaces de sintetizar una o mas
proteinas insecticidas son, por ejemplo, descritas en las publicaciones mencionadas anteriormente, y algunas de las
cuales estan disponibles comercialmente, tales como YieldGard® (variedades de maiz que producen la toxina
Cry1Ab), YieldGard® Plus (variedades de maiz que producen las toxinas Cry1Ab y Cry3Bb1), Starlink® (variedades
de maiz que producen la Toxina Cry9c), Herculex® RW (variedades de maiz que producen Cry34Ab1, Cry35Ab1 y la
enzima fosfinotricina-N-acetiltransferasa [PAT]); NuCOTN® 33B (variedades de algoddn que producen la toxina
Cry1Ac), Bollgard® | (variedades de algodon que producen la toxina Cry1Ac), Bollgard® |l (variedades de algod6n que
producen las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab2); VIPCOT® (variedades de algoddn que producen una toxina VIP); NewLeaf®
(variedades de patata que producen la toxina Cry3A); Bt-Xtra®, NatureGard®, KnockOut®, BiteGard®, Protecta®,
Bt11 (por ejemplo, Agrisure® CB) y Bt176 de Syngenta Seeds SAS, Francia (variedades de maiz que producen la
toxina Cry1Ab y la enzima PAT), MIR604 de Syngenta Seeds SAS , Francia (variedades de maiz que producen una
version modificada de la toxina Cry3A, consultar el documento WO 03/018810), MON 863 de Monsanto Europe SA,
Bélgica (variedades de maiz que producen la toxina Cry3Bb1), IPC 531 de Monsanto Europe SA, Bélgica (variedades
de algodén que producen una versién modificada de la toxina Cry1Ac) y 1507 de Pioneer Overseas Corporation,
Bélgica (variedades de maiz que producen la toxina Cry1F y la enzima PAT).

Ademas, también se cubren las plantas que son para el uso de técnicas de ADN recombinante capaces de sintetizar
una o mas proteinas para aumentar la resistencia o tolerancia de esas plantas a patdégenos bacterianos, virales o
fungicos. Ejemplos de tales proteinas son las denominadas "proteinas relacionadas con la patogénesis” (proteinas
PR, véase, por ejemplo, el documento EP-A 392 225), genes de resistencia a enfermedades de las plantas (por
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ejemplo, variedades de patata, que expresan genes de resistencia que actian en contra de la Phytophthora infestans
derivada de la patata silvestre mexicana Solanum bulbocastanum) o T4-lisozima (por ejemplo, variedades de patata
capaces de sintetizar estas proteinas con mayor resistencia contra bacterias tales como Erwinia amylvora). Los
métodos para producir tales plantas modificadas genéticamente son generalmente conocidos por el experto en la
materia y se describen, por ejemplo en las publicaciones mencionadas anteriormente.

Ademas, también estan cubiertas las plantas por el uso de técnicas de ADN recombinante capaces de sintetizar una
0 mas proteinas para aumentar la productividad (por ejemplo, produccién de biomasa, rendimiento de grano, contenido
de almiddn, contenido de aceite o contenido de proteina), tolerancia a la sequia, salinidad u otros factores ambientales
que limitan el crecimiento o tolerancia a plagas y patégenos fungicos, bacterianos o virales de esas plantas.

Ademas, también estan cubiertas las plantas por el uso de técnicas de ADN recombinante, cantidades modificadas de
sustancias o cantidades de nuevas sustancias, especificamente para mejorar la nutricion humana o animal, por
ejemplo cultivos oleaginosos que producen acidos grasos omega-3 de cadena larga que promueven la salud o acidos
grasos omega-9 insaturados (por ejemplo, colza Nexera®, DOW Agro Sciences, Canada).

Ademas, también estan cubiertas las plantas por el uso de técnicas de ADN recombinante cantidades modificadas de
sustancias o cantidades de nuevas sustancias, especificamente para mejorar la produccién de materia prima, por
ejemplo, patatas que producen mayores cantidades de amilopectina (por ejemplo, patata Amflora®, BASF SE,
Alemania).

Las cepas, caldos de cultivo completos, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de formula | y las
composiciones de la invencién, respectivamente, son particularmente adecuados para controlar las siguientes
enfermedades de las plantas:

Albugo spp. (6xido blanco) en plantas ornamentales, vegetales (por ejemplo, A. candida) y girasoles (por ejemplo, A.
tragopogonis); Alternaria spp. (Mancha de la hoja de Alternaria) en vegetales, colza (A. brassicola o brassicae),
remolachas azucareras (A. tenuis), frutos, arroz, semillas de soja, patatas (por ejemplo, A solani o A. alternata),
tomates (por ejemplo, A. solani o A. alternata) y trigo; Aphanomyces spp. en remolacha azucarera y vegetales;
Ascochyta spp. en cereales y vegetales, por ejemplo A. tritici (antracnosis) en trigo y A. hordei en cebada; Bipolaris y
Drechslera spp. (teleomorfo: Cochliobolus spp.), por ejemplo Tizén de la hoja del sur (D. maydis) o tizon de la hoja del
norte (B. zeicola) en el maiz, por ejemplo pustula manchada (B. sorokiniana) en cereales y por ejemplo, B. oryzae en
arroz y césped; Blumeria (anteriormente Erysiphe) graminis (mildia pulverulenta) en cereales (por ejemplo, en trigo o
cebada); Botrytis cinerea (teleomorfo: Botryotinia fuckeliana: moho gris) en frutos y bayas (por ejemplo, fresas),
vegetales (lechuga, zanahorias, apio y coles), colza, flores, vifiedos, plantas forestales y trigo; Bremia lactucae (mildil
velloso) en lechuga; Ceratocystis (sinénimo Ophiostoma) spp. (podredumbre o marchitamiento) en arboles de hoja
ancha y arboles de hoja perenne, por ejemplo, C. ulmi (enfermedad del olmo holandés) en olmos; Cercospora spp.
(manchas foliares de Cercospora) en maiz (por ejemplo, mancha gris de la hoja: C. zeae-maydis), arroz, remolacha
azucarera (por ejemplo C. beticola), cafia de azucar, vegetales, café, semillas de soja (por ejemplo, C. Sojina o C.
Kikuchii) y arroz; Cladosporium spp. en tomates (por ejemplo, C. fulvum: moho de la hoja) y cereales, por ejemplo, C.
herbarum (espiga negra) en trigo; Claviceps purpurea (cornezuelo) en cereales; Cochliobolus (anamorfo:
Helminthosporium de Bipolaris) spp. (manchas foliares) en maiz (C. carbonum), cereales (por ejemplo, C. sativus,
anamorfo: B. sorokiniana) y arroz (por ejemplo, C. miyabeanus, anamorfo: H. oryzae); Colletotrichum (teleomorfo:
Glomerella) spp. (antracnosis) en algoddn (por ejemplo, C. gossypii), maiz (por ejemplo, C. graminicola: podredumbre
del tallo por antracnosis), frutos blandos, patatas (por ejemplo, C. coccodes: puntos negros), frijoles (por ejemplo, C.
lindemuthianum) y semillas de soja (por ejemplo, C. truncatum o C. gloeosporioides); Corticium spp., por ejemplo, C.
sasakii (tizbn de la vaina) en arroz; Corynespora cassiicola (manchas foliares) en semillas de soja y plantas
ornamentales; Cycloconium spp., por ejemplo C. oleaginum en olivos; Cylindrocarpon spp. (por ejemplo, cancro del
arbol frutal o declive del vifiedo joven, teleomorfo: Nectria o Neonectria spp.) en frutales, vifiedos (por ejemplo, C.
liriodendrri, teleomorfo: Neonectria liriodendri: enfermedad del pie negro) y ornamentales; Dematophora (teleomorfo:
Rosellinia) necatrix (podredumbre de la raiz y el tallo) en semillas de soja; Diaporthe spp., por ejemplo, D. Phaseolorum
(caida del almacigo) en semillas de soja; Drechslera (sinbnimo Helminthosporium, teleomorfo: Pyrenophora) spp. en
el maiz, cereales, tal como la cebada (por ejemplo D. teres, mancha de red) y trigo (por ejemplo D. tritici-repentis:
mancha canela), arroz y césped; Esca (area angostada, apoplejia) en vifiedos, causada por Formitiporia (SinGnimo
Phellinus) punctata, F. mediterranea, Phaeomoniella chlamydospora (anteriormente Phaeoacremonium
chlamydosporum), Phaeoacremonium aleophilum y/o Botryosphaeria obtusa; Elsinoe spp en frutos de pepita (E. pyri),
frutos blandos (E. veneta: antracnosis) y vifiedos (E. ampelina: antracnosis); Entyloma oryzae (tizén de la hoja) en
arroz; Epicoccum spp. (moho negro) en trigo; Erysiphe spp. (mildit pulverulento) en remolachas azucareras (E. betae),
vegetales (por ejemplo, E. pisi), tal como cucurbitaceas (por ejemplo, E. cichoracearum), coles, colza (por ejemplo, E.
cruciferarum), Eutypa lata (cancro o area angostada Eutypa, anamorfo: Cytosporina lata, sinénimo Libertella blepharis)
en arboles frutales, vifledos y maderas ornamentales; Exserohilum (sinénimo Helminthosporium) spp. en maiz (por
ejemplo, E. turcicum); Fusarium (teleomorfo: Gibberella) spp. (marchitamiento, podredumbre de la raiz o del tallo) en
varias plantas, tales como F. graminearum o F. culmorum (podredumbre de la raiz, sarna o tizén de la cabeza) en
cereales (por ejemplo, trigo o cebada), F. oxysporumon, en tomates F. solani (f. sp. glycines ahora sin6nimo F.
virguliforme) y F. tucumaniae y F. brasiliense y cada que causa el sindrome de muerte subita en las semillas de soja,
y F. verticillioides en maiz; Gaeumannomyces graminis (mal del pie) en cereales (por ejemplo, trigo o cebada) y maiz;
Gibberella spp. en cereales (por ejemplo, G. zeae) y arroz (por ejemplo, G. fujikuroi: enfermedad de Bakanae);
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Glomerella cingulata en vifiedos, frutos de pepita y otras plantas y G. gossypii en algodon; complejo de tincion del
grano en arroz; Guignardia bidwellii (podredumbre negra) en vifiedos; Gymnosporangium spp. en plantas rosaceas y
enebros, por ejemplo, G. sabinae (roya) en peras; Helminthosporium spp. (sinénimo Drechslera, teleomorfo:
Cochliobolus) en maiz, cereales y arroz; Hemileia spp., por ejemplo, H. vastatrix (roya de la hoja del café) en el café;
Isariopsis clavispora (sinénimo Cladosporium vitis) en los vifiedos; Macrophomina phaseolina (sinénimo phaseoli)
(podredumbre de la raiz y el tallo) en semillas de soja y algodon; Microdochium (sinébnimo Fusarium) nivale (moho de
la nieve rosa) en cereales (por ejemplo, trigo o cebada); Microsphaera diffusa (mildiu pulverulento) en semillas de soja;
Monilinia spp., por ejemplo, M. laxa, M. fructicolay M. fructigena (tizon de la floracion y la ramita, podredumbre parda)
en frutos de hueso y otras plantas rosaceas; Mycosphaerella spp. en cereales, bananas, frutos suaves y nueces
molidas, tales como por ejemplo, M. graminicola (anamorfo: Septoria tritici, mancha Septoria) en trigo o M. fijiensis
(enfermedad de Sigatoka negra) en bananos; Peronospora spp. (mildiu velloso) en col (por ejemplo P. brassicae),
colza (por ejemplo, P. parasitica), cebollas (por ejemplo, P. destructor), tabaco (P. tabacina) y semillas de soja (por
ejemplo, P. manshurica); Phakopsora pachyrhiziy P. meibomiae (roya de la soja) en semillas de soja; Phialophora
spp. por ejemplo, en vifiedos (por ejemplo, P. tracheiphila y P. tetraspora) y semillas de soja (por ejemplo, P. gregata:
podredumbre del tallo); Phoma lingam (podredumbre de la raiz y el tallo) en colza y col y P. betae (podredumbre de la
raiz, mancha foliar y caida del almécigo) en la remolacha azucarera; Phomopsis spp. en girasoles, vifiedos (por
ejemplo, P. viticola: lata y mancha foliar) y semillas de soja (por ejemplo, pudricion del tallo: P. phaseoli, teleomorfo:
Diaporthe phaseolorum); Physoderma maydis (manchas marrones) en el maiz; Phytophthora spp. (marchitamiento,
podredumbre de la raiz, hoja, fruta y tallo) en varias plantas, tales como paprika y cucurbitaceas (por ejemplo, P.
capsici), semillas de soja (por ejemplo, P. megasperma, sinbnimo P. sojae), patatas y tomates (por ejemplo, P.
infestans: tizén tardio) y arboles de hoja ancha (por ejemplo P. ramorum: muerte subita del roble); Plasmodiophora
brassicae (podredumbre del palo) en coles, colza, rabano y otras plantas; Plasmopara spp., por ejemplo, P. viticola
(moho velloso) en vides y P. halstediien girasoles; Podosphaera spp. (mildil pulverulento) en plantas rosaceas, ltpulo,
pepas y frutos blandos, por ejemplo, P. leucotricha en manzanas; Polymyxa spp., por ejemplo, en cereales, tales como
cebada y trigo (P. graminis) y la remolacha azucarera (P. betae) y, por lo tanto, las enfermedades virales transmitidas;
Pseudocercosporella herpotrichoides (mancha ocular, teleomorfo: Tapesia yallundae) en los cereales, por ejemplo
trigo o cebada; Pseudoperonospora (mildiu velloso) en varias plantas, por ejemplo, P. cubensis en cucurbitaceas o P.
humili en lUpulo; Pseudopezicula tracheiphila (enfermedad de fuego rojo o, rotbrenner, anamorfo: Phialophora) en
vifiedos; Puccinia spp. (royas) en varias plantas, por ejemplo, P. triticina (roya marrén o foliar), P. striiformis (vetas o
roya amarilla), P. hordei (roya enana), P. graminis (roya del tallo o negra) o P. recondita (roya marron o de la hoja) en
cereales, tales como por ejemplo, trigo, cebada o centeno, P. kuehnii (roya naranja) en cafa de azlcar y P. asparagi
en esparragos, Pyrenophora (anamorfo: Drechslera) tritici-repentis (mancha marrén) en trigo o P. teres (mancha de
red) en cebada; Pyricularia spp., por ejemplo, P. Oryzae (teleomorfo: Magnaporthe grisea, barreno de arroz) en arroz
y P. grisea en césped y cereales; Pythium spp. (caida del alméacigo) en césped, arroz, maiz, trigo, algodén, colza,
girasol, soja, remolacha azucarera, vegetales y otras plantas (por ejemplo, P. ultimum o P. aphanidermatum);
Ramularia spp., por ejemplo, R. collo-cygni (manchas foliares de Ramularia, manchas foliares fisiolégicas) en cebada
y R. beticola en las remolachas azucareras; Rhizoctonia spp. en algodoén, arroz, patatas, césped, maiz, colza, patatas,
remolacha azucarera, vegetales y otras plantas, por ejemplo, R. solani (podredumbre de raiz y tallo) en semillas de
soja, R. solani (tizén de la vaina) en arroz o R. cerealis (tizén de primavera de Rhizoctonia) en trigo o cebada; Rhizopus
stolonifer (moho negro, pudricién blanda) en fresas, zanahorias, coles, vifiedos y tomates; Rhynchosporium secalis
(escaldadura) en cebada, centeno y triticale; Sarocladium oryzae 'y S. attenuatum (podredumbre de la vaina) en el
arroz; Sclerotinia spp. (podredumbre del tallo o moho blanco) en vegetales y cultivos de campo, como colza, girasoles
(por ejemplo, S. sclerotiorum) y semillas de soja (por ejemplo, S. rolfsii o S. sclerotiorum); Septoria spp. en varias
plantas, por ejemplo, S. glycines (mancha marrén) en semillas de soja, S. tritici (mancha de Septoria) en trigo y S.
(sinénimo Stagonospora) nodorum (mancha de Stagonospora) en cereales; Uncinula (sinénimo Erysiphe) necator
(mildiu pulverulento, anamorfo: Oidium tuckeri) en vifedos; Setospaeria spp. (tizén de la hoja) en el maiz (por ejemplo
S. turcicum, sinébnimo Helminthosporium turcicum) y césped; Sphacelotheca spp. (tizon) en maiz, (por ejemplo, S.
reiliana: tizon de cabeza), sorgo y cafa de azlcar; Sphaerotheca fuliginea (mildil pulverulento) en cucurbitaceas;
Spongospora subterranea (costra pulvurulenta) en patatas y, por lo tanto, enfermedades virales transmitidas;
Stagonospora spp. en cereales, por ejemplo, S. nodorum (mancha de estagonospora, teleomorfo: Leptosphaeria
[sinbnimo Phaeosphaerial nodorum) en trigo; Synchytrium endobioticum en patatas (enfermedad de la verruga de la
patata); Taphrina spp., por ejemplo, T. deformans (enfermedad de enrollamiento de la hoja) en melocotones y T. pruni
(bolsillo de ciruela) en ciruelas; Thielaviopsis spp. (podredumbre de la raiz negra) en tabaco, frutos de pepitas,
vegetales, semillas de soja y algodon, por ejemplo, T. basicola (sinénimo Chalara elegans); Tilletia spp. (tizon comun
o tizon fétido) en cereales, tales como por ejemplo, T. tritici (sinénimo T. caries, tizon de trigo) y T. controversa (tizén
enano) sobre trigo; Typhula incarnata (moho de la nieve gris) en cebada o trigo; Urocystis spp., por ejemplo, U. occulta
(tizédn del tallo) en centeno; Uromyces spp. (roya) en vegetales, tales como frijoles (por ejemplo, U. appendiculatus,
sinénimo U. phaseoli) y remolacha azucarera (por ejemplo, U. betae); Ustilago spp. (tizén suelto) en cereales (por
ejemplo, U. nuday U. avaenae), maiz (por ejemplo, U. maydis: tizon de maiz) y cafa de azucar; Venturia spp. (costra)
en manzanas (por ejemplo, V. inaequalis) y peras;y Verticillium spp. (marchitamiento) en varias plantas, tales como
frutos y ornamentales, vifiedos, frutos blandos, vegetales y cultivos de campo, por ejemplo, V. dahliae en fresas, colza,
patatas y tomates.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula
| y las composiciones de la invencion, respectivamente, también son adecuados para controlar patégenos dafinos,
especialmente hongos, en la proteccion de productos almacenados o cosecha y en la proteccion de materiales.
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El término "proteccion de materiales" debe entenderse que denota la proteccion de materiales técnicos y no vivos,
tales como adhesivos, pegamentos, madera, papel y cartdn, textiles, cuero, dispersiones de pintura, plasticos,
lubricantes refrigerantes, fibras o tejidos, contra la infestacién y destruccion por microorganismos nocivos, como
hongos y bacterias. En cuanto a la proteccién de la madera y otros materiales, se presta especial atenciéon a los
siguientes hongos nocivos: Ascomicetos tales como Ophiostoma spp., Ceratocystis spp., Aureobasidium pullulans,
Sclerophoma spp., Chaetomium spp., Humicola spp., Petriella spp., Trichurus spp.; Basidiomicetos tales como
Coniophora spp., Coriolus spp., Gloeophyllum spp., Lentinus spp., Pleurotus spp., Poria spp., Serpula spp. y
Tyromyces spp., Deuteromicetos tales como Aspergillus spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., Trichorma spp.,
Alternaria spp., Paecilomyces spp. y Zigomicetos tales como Mucor spp., y ademas en la proteccién de productos
almacenados y cosecha, los siguientes hongos de levadura son dignos de mencién: Candida spp. y Saccharomyces
cerevisiae.

El método de tratamiento de acuerdo con la invencién también se puede usar en el campo de la proteccion de
productos almacenados o cosecha contra el ataque de hongos y microorganismos. De acuerdo con la presente
invencion, se entiende que el término "productos almacenados" denota sustancias naturales de origen vegetal o animal
y sus formas procesadas, que se han tomado del ciclo de vida natural y para las cuales se desea una proteccién a
largo plazo. Los productos almacenados de origen vegetal, tales como plantas o partes de los mismas, por ejemplo,
tallos, hojas, tubérculos, semillas, frutos o granos, pueden protegerse en estado recién cosechado o en forma
procesada, tal como presecada, humedecida, triturada, molida, prensada o tostada, cuyo proceso también se conoce
como tratamiento poscosecha. También se incluye en la definicién de productos almacenados la madera, ya sea en
forma de madera en bruto, como madera de construccion, torres y barreras eléctricas, o en forma de articulos
terminados, como muebles u objetos hechos de madera. Los productos almacenados de origen animal son pellejos,
cueros, pieles, pelos y similares. Las combinaciones de acuerdo con la presente invencién pueden evitar efectos
desventajosos tales como decaimiento, decoloracion o moho. Preferiblemente, se entiende que "productos
almacenados" denota sustancias naturales de origen vegetal y sus formas procesadas, mas preferiblemente frutos y
sus formas procesadas, tales como pepitas, frutos de hueso, frutos blandos y frutos citricos y sus formas procesadas.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula
| 'y las composiciones de la invencion, respectivamente, se pueden usar para mejorar la salud de una planta. La
invencion también se refiere a un método para mejorar la salud de las plantas mediante el tratamiento de una planta,
su material de propagacion y/o el lugar donde la planta esta creciendo o ha de crecer con una cantidad efectiva de las
cepas, caldos de cultivo completos, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de férmula I, y composiciones.

Se debe entender que el término "sanidad vegetal" denota una condicién de la planta y/o sus productos que se
determina mediante varios indicadores solos 0 en combinacién con otros, tales como rendimiento (por ejemplo, mayor
biomasa y/o mayor contenido de ingredientes valiosos), vigor de la planta (por ejemplo, crecimiento de la planta
mejorado y/o hojas mas verdes ("efecto de reverdecimiento")), calidad (por ejemplo, contenido mejorado o
composicién de ciertos ingredientes) y tolerancia al estrés abiodtico y/o bidtico. Los indicadores identificados
anteriormente para el estado de salud de una planta pueden ser interdependientes o pueden ser el resultado de la
combinacion entre ellos.

Las plantas mas sanas son deseables ya que dan como resultado, entre otros, mejores rendimientos y/o una mejor
calidad de las plantas o cultivos, especificamente mejor calidad de las partes de las plantas cosechadas. Las plantas
mas sanas también resisten mejor al estrés bibtico y/o abidtico. Una alta resistencia contra el estrés biotico, a su vez,
permite a los expertos en la técnica reducir la cantidad de plaguicidas aplicados y, en consecuencia, frenar el desarrollo
de resistencias contra los plaguicidas respectivos.

Se debe enfatizar que los efectos mencionados anteriormente de las cepas, los caldos de cultivo completo, los
extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencién,
respectivamente, es decir, la salud mejorada de la planta, estan también presentes cuando la planta no esta bajo
estrés bidtico y, en particular, cuando la planta no esta bajo presién de una plaga.

Por ejemplo, para el tratamiento de semillas y aplicaciones en el suelo, es evidente que una planta que sufre un ataque
de hongos o insecticida muestra una germinacién y emergencia reducidas que conducen a un establecimiento y un
vigor mas pobres de las plantas o cultivos, y en consecuencia, a un rendimiento reducido en comparacion con un
material de propagacion de la planta que ha sido sometido a un tratamiento curativo o preventivo contra la plaga
relevante y que puede crecer sin el dafio causado por el factor de estrés biético. Sin embargo, los métodos de acuerdo
con la invencion conducen a una mejor salud de la planta incluso en ausencia de cualquier estrés bidtico. Esto significa
que los efectos positivos de las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo,
los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencién, respectivamente, no pueden explicarse simplemente
por las actividades plaguicidas de las cepas, los caldos de cultivo completos, los extractos sin células, medios de
cultivo, compuestos de férmula | y composiciones de la invencién, respectivamente, pero se basan en perfiles de
actividad adicionales. Por consiguiente, la aplicacion de las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin
células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencion, respectivamente,
también se pueden llevar a cabo en ausencia de la presion por plagas.
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En una realizacion igualmente preferida, la presente invencion se refiere a un método para mejorar la salud de plantas
cultivadas a partir de dicho material de propagacion de plantas, en el que el material de propagacion de plantas se
trata con una cantidad eficaz de al menos una cepa, caldos de cultivo completos, extracto sin células, medio de cultivo,
compuesto de formula I, o una composicién de la invencién.

Cada indicador de sanidad vegetal enumerado a continuacién, que se selecciona de los grupos que consisten en
rendimiento, vigor de la planta, calidad y tolerancia de la planta al estrés abiotico y/o bidtico, debe entenderse como
una realizacién preferida de la presente invencién, ya sea cada uno por su cuenta o preferiblemente en combinacion
entre ellos.

De acuerdo con la presente invencién, el "rendimiento incrementado” de una planta significa que el rendimiento de un
producto de la planta respectiva se incrementa en una cantidad medible sobre el rendimiento del mismo producto de
la planta producido en las mismas condiciones, pero sin la aplicacion de las cepas, caldos de cultivo completo,
extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de férmula | y composiciones de la invencién, respectivamente.

Para el tratamiento de semillas por ejemplo como formas de aplicaciéon de inoculantes y/o foliares, el aumento del
rendimiento se puede caracterizar, entre otras, por las siguientes propiedades mejoradas de la planta: aumento del
peso de la planta; y/o aumento de la altura de la planta; y/o aumento de la biomasa, como un mayor peso fresco total
(FW); y/o mayor namero de flores por planta; y/o mayor rendimiento de granos y/o frutos; y/o mas retofos o brotes
laterales (ramas); y/o hojas méas grandes; y/o aumento del crecimiento de los brotes; y/o mayor contenido de proteinas;
y/0 mayor contenido de aceite; y/o mayor contenido de almidén; y/o mayor contenido de pigmento; y/o mayor contenido
de clorofila (el contenido de clorofila tiene una correlacion positiva con la tasa de fotosintesis de la planta y, en
consecuencia, cuanto mayor sea el contenido de clorofila mayor sera el rendimiento de una planta) y/o mayor calidad
de una planta.

"Grano" y "fruto" deben entenderse como cualquier producto vegetal que se utilice mas después de la cosecha, por
ejemplo frutas en el sentido adecuado, vegetales, nueces, granos, semillas, madera (por ejemplo, en el caso de las
plantas de silvicultura), flores (por ejemplo, en el caso de plantas de jardineria, ornamentales), etc., que es algo de
valor econémico producido por la planta.

De acuerdo con la presente invencion, el rendimiento aumenta al menos en un 4%. En general, el aumento del
rendimiento puede ser incluso mayor, por ejemplo, de 5 a 10%, mas preferible de 10 a 20%, o incluso de 20 a 30%.

De acuerdo con la presente invencion, el rendimiento, si se mide en ausencia de la presién por la plaga, aumenta al
menos en un 2%. En general, el aumento en el rendimiento puede ser incluso mayor, por ejemplo, de 4% a 5% o
incluso mas.

Otro indicador del estado de la planta es el vigor de la planta. El vigor de la planta se manifiesta en varios aspectos,
como la apariencia visual general.

En aplicaciones foliares, el vigor mejorado de la planta se puede caracterizar, entre otras, por las siguientes
propiedades mejoradas de la planta: mejor vitalidad de la planta; y/o mejor crecimiento de la planta; y/o mejor desarrollo
de la planta; y/o mejor apariencia visual; y/o posicion mas erguida de la planta (menor pandeo /inclinacién y/o mayor
borde de la hoja; y/o mayor tamafo de la planta; y/o mayor altura de la planta; y/o mayor cantidad de vastagos; y/o
mayor nimero de brotes laterales; y/o un mayor nimero de flores por planta y/o un mayor crecimiento de los brotes;
y/o una mayor actividad fotosintética (por ejemplo, con base en un aumento de la conductancia estomatica y/o un
aumento de la tasa de asimilacion de COz2)); y/o floracién mas temprana; y/o aparicion mas temprana de los frutos; y/o
madurez mas temprana del grano; y/o menos vastagos no productivos; y/o menos hojas basales muertas; y/o menos
insumos necesarios (como fertilizantes o agua); y/o hojas mas verdes; y/o maduracién completa en periodos de
vegetacién mas cortos; y/o cosechas mas faciles; y/o maduracion mas rapida y uniforme; y/o mayor vida util; y/o
paniculas mas largas; y/o retraso de la senescencia; y/o vastagos mas fuertes y/o mas productivos; y/o mejor
capacidad de extraccién de los ingredientes; y/o mejor calidad de las semillas (para ser sembradas en las siguientes
temporadas para la produccion de semillas); y/o produccion reducida de etileno y/o la inhibicién de su recepcién por
la planta.

Otro indicador para el estado de la planta es la "calidad" de una planta y/o sus productos. De acuerdo con la presente
invencion, calidad mejorada significa que ciertas caracteristicas de la planta, como el contenido o la composicién de
ciertos ingredientes, se incrementan o mejoran en una cantidad medible o notable sobre el mismo factor de la planta
producida en las mismas condiciones, pero sin la aplicacion de las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos
sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencion, respectivamente.
La calidad mejorada se puede caracterizar, entre otras, siguiendo las propiedades mejoradas de la planta o su
producto: mayor contenido de nutrientes; y/o mayor contenido de proteinas; y/o mayor contenido de aceite; y/o mayor
contenido de almidén; y/o mayor contenido de acidos grasos; y/o mayor contenido de metabolitos; y/o mayor contenido
de carotenoides; y/o mayor contenido de azlcar; y/o mayor cantidad de aminoacidos esenciales; y/o composicion
mejorada de nutrientes; y/o composicidon proteica mejorada; y/o composicion mejorada de acidos grasos; y/o
composicidn mejorada de metabolitos; y/o composicidn mejorada de carotenoides; y/o composicion mejorada de
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azucares; y/o composicion mejorada de amino&cidos; y/o color mejorado u éptimo del fruto; y/o color mejorado de la
hoja; y/o mayor capacidad de almacenamiento; y/o mejor procesabilidad de los productos cosechados.

Otro indicador para el estado de la planta es la tolerancia o resistencia de la planta a factores de estrés biéticos y/o
abioticos. El estrés bidtico y abiotico, especialmente a largo plazo, puede tener efectos nocivos en las plantas.

El estrés bidtico es causado por organismos vivos, mientras que el estrés abibtico es causado, por ejemplo, por
extremos ambientales. De acuerdo con la presente invencién, "mayor tolerancia o resistencia a los factores de estrés
bidticos y/o abioticos” significa (1) que ciertos factores negativos causados por el estrés bidtico y/o abiético disminuyen
en una cantidad medible o notable en comparacion con las plantas expuestas a las mismas condiciones, pero sin ser
tratadas con las cepas, caldos de cultivo completo, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de formula |
y composiciones de la invencion, respectivamente, y (2) que los efectos negativos no disminuyen por una accion
directa de las cepas, caldos de cultivo completo, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de formula | y
composiciones de la invencién, respectivamente, sobre los factores de estrés, por ejemplo por su accién fungicida o
insecticida que destruye directamente los microorganismos o plagas, sino por una estimulacién de las propias
reacciones defensivas de las plantas contra dichos factores de estrés.

Los factores negativos causados por el estrés biético, tales como patégenos y plagas, son ampliamente conocidos y
estan causados por organismos vivos, tales como plantas competidoras (por ejemplo, malezas), microorganismos
(tales como hongos y/o bacterias fitopatdgenas) y/o virus.

Los factores negativos causados por el estrés abidtico también son bien conocidos y, a menudo, se pueden observar
como una disminucién del vigor de la planta (véase mas arriba), por ejemplo:

menos rendimiento y/o menos vigor, para ambos efectos, los ejemplos pueden ser hojas quemadas, menos flores,
maduracion prematura, maduracién posterior del cultivo, valor nutricional reducido, entre otros.

El estrés abiodtico puede ser causado, por ejemplo, por: temperaturas extremas, como calor o frio (estrés por
calor/estrés por frio); y/o fuertes variaciones en la temperatura; y/o temperaturas inusuales para la temporada
especifica; y/o sequia (estrés por sequia); y/o humedad extrema; y/o alta salinidad (estrés salino); y/o radiacion (por
ejemplo, mediante un aumento de la radiacion UV debido a la disminucion de la capa de ozono); y/o aumento de los
niveles de ozono (estrés por ozono); y/o contaminacion organica (por ejemplo, por cantidades fitotoxicas de
plaguicidas); y/o contaminacién inorganica (por ejemplo, por contaminantes de metales pesados).

Como resultado de los factores de estrés bidtico y/o abidtico, la cantidad y la calidad de las plantas estresadas
disminuyen. En lo que respecta a la calidad (como se defini6 anteriormente), el desarrollo reproductivo suele verse
gravemente afectado con consecuencias en los cultivos que son importantes para las frutos o semillas. La sintesis, la
acumulacion y el almacenamiento de proteinas se ven afectados principalmente por la temperatura; el crecimiento se
ve frenado por casi todos los tipos de estrés; la sintesis de polisacaridos, tanto estructurales como de almacenamiento,
se reduce o modifica: estos efectos resultan en una disminucién en la biomasa (rendimiento) y en cambios en el valor
nutricional del producto.

Como se sefal6 anteriormente, los indicadores identificados anteriormente para el estado de salud de una planta
pueden ser interdependientes y pueden ser resultado uno del otro. Por ejemplo, una mayor resistencia al estrés biético
y/o abiético puede llevar a un mejor vigor de la planta, por ejemplo a cultivos mejores y mas grandes, y por lo tanto a
un mayor rendimiento. Por el contrario, un sistema de raices mas desarrollado puede resultar en una mayor resistencia
al estrés bidtico y/o abiético. Sin embargo, estas interdependencias e interacciones no se conocen ni se comprenden
completamente, por lo que los diferentes indicadores se describen por separado.

En una realizacién, las cepas, los caldos de cultivo completos, los extractos sin células, los medios de cultivo, los
compuestos de férmula | y las composiciones de la invencidn, respectivamente, producen un aumento del rendimiento
de una planta o su producto. En otra realizacién, las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células,
los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencidn, respectivamente, efectiian un
aumento del vigor de una planta o su producto. En otra realizacién, las cepas, los caldos de cultivo completo, los
extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencién,
respectivamente, producen una mayor calidad de una planta o su producto. En otra realizacién mas, las cepas, los
caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de formula | y las
composiciones de la invencion, respectivamente, producen una mayor tolerancia y/o resistencia de una planta o su
producto contra el estrés bidtico. En otra realizacion mas, las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin
células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencion, respectivamente,
producen una mayor tolerancia y/o resistencia de una planta o su producto contra el estrés abiético.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo y los compuestos de férmula
I, respectivamente, se emplean como tales o en forma de composiciones para tratar los hongos o las plantas, los
materiales de propagaciéon de plantas, como las semillas, suelo, superficies, materiales 0 ambientes a proteger del
ataque de hongos con una cantidad fungicida efectiva de las sustancias activas. La aplicacion puede llevarse a cabo
tanto antes como después de la infeccién de las plantas, materiales de propagacion de plantas, tales como semillas,
suelo, superficies, materiales o ambientes para los hongos.
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El término "cantidad efectiva" denota una cantidad que es suficiente para controlar los hongos daninos en las plantas
cultivadas o en la proteccion de materiales y que no produce un dafio sustancial a las plantas tratadas. Dicha cantidad
puede variar en un amplio intervalo y depende de varios factores, tales como las especies de hongos a controlar, la
planta o material cultivado tratado, las condiciones climaticas y las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos
sin células, los medios de cultivo y los compuestos de férmula | o sus sales, de la invencion, respectivamente,
utilizados.

Los materiales de propagacion de plantas pueden tratarse con las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos
sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencion, respectivamente,
profilacticamente ya sea durante o antes de la siembra o el trasplante.

Las cepas de la invencién se pueden formular como un inoculante para una planta. El término "inoculante" significa
una composiciéon que incluye una cepa aislada de la invencion y, opcionalmente, un vehiculo, que puede incluir un
medio biolégicamente aceptable.

Dichos inoculantes y otras composiciones adecuadas pueden prepararse como composiciones que comprenden,
ademas de los ingredientes activos, al menos un auxiliar (ingrediente inerte) por medios habituales (véase, por
ejemplo, H.D. Burges: Formulation of Microbial Biopesticides, Springer, 1998).

Para producir una formulacion seca, las células bacterianas, preferiblemente las esporas, pueden suspenderse en un
vehiculo seco adecuado (por ejemplo, arcilla). Para producir una formulacion liquida, las células, preferiblemente las
esporas, pueden resuspenderse en un vehiculo liquido adecuado (por ejemplo, a base de agua) hasta la densidad de
esporas deseada. El nimero de la densidad de esporas, es decir el numero de esporas por mL se puede determinar
identificando el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU) en medio de agar, por ejemplo agar con dextrosa
de patata después de la incubacién durante varios dias a temperaturas de aproximadamente 20 a aproximadamente
30 °C.

De acuerdo con una realizacién, los componentes individuales de la composiciéon de acuerdo con la invencion, tales
como partes de un kit o partes de una mezcla binaria o ternaria, pueden ser mezcladas por el propio usuario en un
tanque de rociado o en cualquier otro tipo de recipiente utilizado para aplicaciones (por ejemplo, tambores de
tratamiento de semillas, maquinaria de granulacion de semillas, rociador de mochila) y otros auxiliares pueden
agregarse, si corresponde. Cuando los microorganismos vivos, tal como las cepas de Paenibacillus de la invencion,
forman parte de dicho kit, se debe tener cuidado de que la eleccion y las cantidades de las otras partes del kit (por
ejemplo, agentes quimicos plaguicidas) y de los auxiliares adicionales no deben influir en la viabilidad de los
plaguicidas microbianos en la composicién mezclada por el usuario. Especialmente para los bactericidas y disolventes,
se debe tener en cuenta la compatibilidad con el pesticida microbiano correspondiente.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo y/o los compuestos de férmula
| de la invencién se pueden convertir en tipos habituales de composiciones agroquimicas, por ejemplo, soluciones,
emulsiones, suspensiones, polvos o polvillos, pastas, granulos, prensados, capsulas y mezclas de los mismos.
Ejemplos de tipos de composicion son suspensiones (por ejemplo, SC, OD, FS), concentrados emulsionables (por
ejemplo, EC), emulsiones (por ejemplo, EW, EO, ES, ME), capsulas (por ejemplo, CS, ZC), pastas, pastillas, polvos o
polvillos humectables (por ejemplo, WP, SP, WS, DP, DS), prensados (por ejemplo, BR, TB, DT), granulos (por
ejemplo, WG, SG, GR, FG, GG, MG), articulos insecticidas (por ejemplo, LN), asi como formulaciones en gel para el
tratamiento de materiales de propagacion de plantas tales como semillas (por ejemplo, GF). Estos y otros tipos de
composiciones se definen en el " Catalogue of pesticide formulation types and international coding system", Monografia
Técnica No. 2, 6ta Ed. Mayo 2008, CropLife International.

Las composiciones se preparan de una manera conocida, tal como se describe en Mollet y Grubemann, Formulation
Technology, Wiley VCH, Weinheim, 2001; o Knowles, New developments in crop protection product formulation, Agrow
Reports DS243, T&F Informa, Londres, 2005.

Los auxiliares adecuados son disolventes, vehiculos liquidos, vehiculos o rellenos solidos, agentes tensioactivos,
dispersantes, emulsionantes, humectantes, adyuvantes, solubilizantes, mejoradores de la penetracién, coloides
protectores, agentes de adhesién, espesantes, humectantes, repelentes, atrayentes, estimulantes de alimentacién,
compatibilizadores, bactericidas, agentes anticongelantes, agentes antiespumantes, colorantes, adherentes y
aglutinantes.

Los disolventes y vehiculos liquidos adecuados son agua y disolventes organicos, tales como fracciones de aceite
mineral de punto de ebullicién medio a alto, por ejemplo queroseno, aceite diésel; aceites de origen vegetal o animal;
hidrocarburos alifaticos, ciclicos y aromaticos, por ejemplo tolueno, parafina, tetrahidronaftaleno, naftalenos alquilados;
alcoholes, por ejemplo etanol, propanol, butanol, alcohol bencilico, ciclohexanol; glicoles; DMSO; cetonas, por ejemplo
ciclohexanona; ésteres, por ejemplo lactatos, carbonatos, ésteres de acidos grasos, gamma-butirolactona; acidos
grasos; fosfonatos; aminas, amidas, por ejemplo N-metilpirrolidona, dimetilamidas de acidos grasos; y mezclas de los
mismos.

Los vehiculos sélidos o rellenos adecuados son tierras minerales, por ejemplo silicatos, geles de silice, talco, caolines,
piedra caliza, cal, tiza, arcillas, dolomita, tierra de diatomeas, bentonita, sulfato de calcio, sulfato de magnesio, 6xido
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de magnesio; polisacaridos, por ejemplo celulosa, almidon; fertilizantes, por ejemplo sulfato de amonio, fosfato de
amonio, nitrato de amonio, ureas; productos de origen vegetal, por ejemplo harina de cereal, harina de corteza de
arbol, harina de madera, harina de cascara de nuez y mezclas de los mismos.

Los tensioactivos adecuados son compuestos tensioactivos, tales como tensioactivos aniénicos, catiénicos, no idnicos
y anfoéteros, polimeros de blogque, polielectrolitos y mezclas de los mismos. Dichos tensioactivos se pueden usar como
emulsificantes, dispersantes, solubilizantes, humectantes, mejoradores de la penetracion, coloides protectores o
adyuvantes. Los ejemplos de tensioactivos se enumeran en McCutcheon's, Vol.1: Emulsifiers & Detergents,
McCutcheon's, Directories Glen Rock, EE. UU., 2008 (International Ed. o North American Ed.).

Los tensioactivos aniénicos adecuados son sales alcalinas, alcalinotérreas o de amonio de sulfonatos, sulfatos,
fosfatos, carboxilatos y mezclas de los mismos. Ejemplos de sulfonatos son: alquilarilsulfonatos, difenilsulfonatos,
sulfonatos de alfaolefina, sulfonatos de lignina, sulfonatos de acidos grasos y aceites, sulfonatos de alquilfenoles
etoxilados, sulfonatos de arilfenoles alcoxilados sulfonatos de naftalenos condensados sulfonatos de dodecilbencenos
y tridecilbencenos, sulfonatos de naftalenos alquilnaftalenos, sulfosuccinatos o sulfosuccinamatos. Ejemplos de
sulfatos son sulfatos de acidos grasos y aceites, de alquilfenoles etoxilados, de alcoholes, de alcoholes etoxilados o
de ésteres de acidos grasos. Ejemplos de fosfatos son los ésteres de fosfato. Ejemplos de carboxilatos son
carboxilatos de alquilo y alcohol carboxilado o etoxilatos de alquilfenol.

Los tensioactivos no iénicos adecuados son alcoxilatos, amidas de acidos grasos sustituidos en N, éxidos de amina,
ésteres, tensioactivos a base de azlcar, tensioactivos poliméricos y mezclas de los mismos. Ejemplos de alcoxilatos
son compuestos tales como alcoholes, alquilfenoles, aminas, amidas, arilfenoles, acidos grasos o ésteres de acidos
grasos que han sido alcoxilados con 1 a 50 equivalentes. Se puede emplear éxido de etileno y/u 6xido de propileno
para la alcoxilacién, preferiblemente 6xido de etileno. Ejemplos de amidas de acidos grasos sustituidas en N son
glucamidas de acidos grasos o alcanolamidas de acidos grasos. Ejemplos de ésteres son ésteres de acidos grasos,
ésteres de glicerol o monoglicéridos. Ejemplos de tensioactivos con base en azlcares son sorbitanos, sorbitanos
etoxilados, ésteres de sacarosa y glucosa o alquilpoliglucésidos. Ejemplos de agentes tensioactivos poliméricos son
homopolimeros o los copolimeros de vinilpirrolidona, alcoholes vinilicos o acetato de vinilo.

Los tensioactivos catiénicos adecuados son tensioactivos cuaternarios, por ejemplo, compuestos de amonio
cuaternario con uno o dos grupos hidréfobos, o sales de aminas primarias de cadena larga. Los tensioactivos anféteros
adecuados son alquilbetainas e imidazolinas. Los polimeros en bloque adecuados son polimeros en bloque del tipo
A-B o A-B-A que comprenden bloques de 6xido de polietileno y éxido de polipropileno, o del tipo A-B-C que
comprenden alcanol, éxido de polietileno y éxido de polipropileno. Los polielectrolitos adecuados son poliacidos o
polibases. Ejemplos de poliacidos son sales alcalinas de acido poliacrilico o polimeros poliacidos tipo peine. Ejemplos
de polibases son polivinilaminas o polietilenaminas.

Los adyuvantes adecuados son compuestos, que tienen en si mismos una actividad pesticida insignificante o incluso
nula, y que mejoran el rendimiento biolégico del extracto sin células, medio de cultivo o metabolito en el objetivo.
Algunos ejemplos son tensioactivos, aceites minerales o vegetales y otros auxiliares. Otros ejemplos son enumerados
por Knowles, Adjuvants and Additives, Agrow Reports DS256, T&F Informa UK, 2006, capitulo 5.

Los espesantes adecuados son polisacaridos (por ejemplo, goma de xantano, carboximetilcelulosa), arcillas
inorganicas (organicamente modificadas o no modificadas), policarboxilatos y silicatos.

Los bactericidas adecuados son derivados de bronopol e isotiazolinona tales como alquilisotiazolinonas y
bencisotiazolinonas. Agentes anticongelantes adecuados son etilenglicol, propilenglicol, urea y glicerina. Los agentes
antiespumantes adecuados son siliconas, alcoholes de cadena larga y sales de &cidos grasos. Los colorantes
adecuados (por ejemplo, rojo, azul o verde) son pigmentos de baja solubilidad en agua y tintes solubles en agua. Los
ejemplos son colorantes inorganicos (por ejemplo, 6xido de hierro, éxido de titanio, hexacianoferrato de hierro) y
colorantes organicos (por ejemplo, colorantes de alizarina, azo y ftalocianina). Los agentes adhesivos o aglutinantes
adecuados son polivinil pirrolidonas, acetatos de polivinilo, alcoholes de polivinilo, poliacrilatos, ceras biolégicas o
sintéticas y éteres de celulosa.

Cuando los microorganismos vivos, tales como las cepas de Paenibacillus de la invenciéon en forma de células o
esporas, forman parte de las composiciones, tales composiciones pueden prepararse como composiciones que
comprenden ademas de los ingredientes activos al menos un auxiliar (ingrediente inerte) por medios habituales (véase
por ejemplo, HD Burges: Formulation of Microbial Biopesticides, Springer, 1998). Los tipos habituales adecuados de
tales composiciones son suspensiones, polvos, polvillos, pastas, granulos, prensados, capsulas y mezclas de los
mismos. Ejemplos de tipos de composicion son suspensiones (por ejemplo, SC, OD, FS), capsulas (por ejemplo, CS,
ZC), pastas, pastillas, polvos o polvillos humectables (por ejemplo, WP, SP, WS, DP, DS), prensados (por ejemplo,
BR, TB) , DT), granulos (por ejemplo, WG, SG, GR, FG, GG, MG), articulos bactericidas (por ejemplo, LN), asi como
formulaciones en gel para el tratamiento de materiales de propagacion de plantas tales como semillas (por ejemplo,
GF). En el presente documento, se debe tener en cuenta que cada tipo de formulacién o eleccién del auxiliar no debe
influir en la viabilidad del microorganismo durante el almacenamiento de la composicion y cuando se aplica finalmente
al suelo, planta o material de propagacion de la planta. Las formulaciones adecuadas son por ejemplo mencionadas
en los documentos WO 2008/002371, US 6.955.912, US 5.422.107.
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Los ejemplos de auxiliares adecuados son los mencionados anteriormente en el presente documento, en los que se
debe tener cuidado de que la eleccidn y las cantidades de dichos auxiliares no influyan en la viabilidad de los
plaguicidas microbianos en la composicién. Especialmente para bactericidas y solventes, se debe tener en cuenta la
compatibilidad con el microorganismo respectivo del pesticida microbiano respectivo. Ademas, las composiciones con
plaguicidas microbianos pueden contener ademas estabilizadores o nutrientes y protectores contra los rayos UV. Los
estabilizantes o nutrientes adecuados son por ejemplo Alfatocoferol, trehalosa, glutamato, sorbato de potasio, varios
azucares como la glucosa, sacarosa, lactosa y maltodextrina (H.D. Burges: Formulation of Microbial Biopesticides,
Springer, 1998). Los protectores UV adecuados son por ejemplo, compuestos inorganicos como el diéxido de titanio,
6xido de zinc y pigmentos de 6xido de hierro o compuestos organicos como benzofenonas, benzotriazoles y
feniltriazinas. Las composiciones pueden ademdas de los auxiliares mencionados para las composiciones que
comprenden los compuestos | en el presente documento, opcionalmente, comprender 0,1 a 80% de estabilizantes o
nutrientes y 0,1-10% de protectores contra la radiacion UV.

Las composiciones agroquimicas generalmente comprenden entre 0,01 y 95%, preferiblemente entre 0,1y 90%, y en
particular entre 0,5y 75%, en peso de sustancia activa. Las sustancias activas se emplean en una pureza de 90% a
100%, preferiblemente de 95% a 100% (de acuerdo con el espectro de RMN).

Los ejemplos de tipos de composicion y su preparacion son:
i) Concentrados solubles en agua (SL, LS)

Se disuelven 10-60% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de
la invencion y 5-15% en peso de agente humectante (por ejemplo, alcoxilatos de alcohol) en agua y/o en un disolvente
soluble en agua (por ejemplo, alcoholes) al 100% en peso. El principio activo se disuelve tras la dilucién con agua.

ii) Concentrados dispersables (DC)

Se disuelven 5-25% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion y 1-10% en peso de dispersante (por ejemplo, polivinilpirrolidona) en disolvente organico (por ejemplo,
ciclohexanona) hasta 100% en peso. La dilucién con agua produce una dispersion.

iii) Concentrados emulsionables (EC)

Se disuelven 15-70% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de
la invencién y 5-10% en peso de emulsionantes (por ejemplo, dodecilbencenosulfonato de calcio y etoxilato de aceite
de ricino) en un disolvente organico insoluble en agua (por ejemplo hidrocarburo aromatico) hasta 100% en peso. La
dilucion con agua produce una emulsion.

iv) Emulsiones (EW, EO, ES)

Se disuelven 5-40% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion y 1-10% en peso de emulsionantes (por ejemplo, dodecilbencenosulfonato de calcio y etoxilato de aceite de
ricino) en 20-40% en peso de disolvente organico insoluble en agua (por ejemplo, hidrocarburo aromatico). Esta
mezcla se introduce en agua hasta 100% en peso mediante una maquina emulsionadora y se convierte en una
emulsién homogénea. La dilucién con agua produce una emulsién.

v) Suspensiones (SC, OD, FS)

En un molino de bolas con agitacion, se trituran 20-60% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células,
medio de cultivo o metabolito de la invencién con la adicion de 2-10% en peso de agentes dispersantes y humectantes
(por ejemplo, lignosulfonato de sodio y etoxilato de alcohol), 0,1-2% en peso de espesante (por ejemplo, goma de
xantano) y agua hasta 100% en peso para producir una suspension fina de sustancia activa. La diluciéon con agua
produce una suspension estable de la sustancia activa. Para la composicién de tipo FS se agrega hasta 40% en peso
de aglutinante (por ejemplo, alcohol polivinilico).

vi) Granulos dispersables en agua y granulos solubles en agua (WG, SG)

Se muelen 50-80% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion finamente con la adicién de dispersantes y agentes humectantes (por ejemplo, lignosulfonato de sodio y
etoxilato de alcohol) hasta 100% en peso y se preparan como granulos dispersables en agua o solubles en agua por
medio de aparatos técnicos (por ejemplo, extrusién, torre de aspersion, lecho fluidizado). La dilucion con agua
proporciona una dispersion o solucién estable de la sustancia activa.

vii) Polvos dispersables en agua y polvos solubles en agua (WP, SP, WS)

Se muelen 50-80% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion en un molino estator de rotor con la adicion de 1-5% en peso de dispersantes (por ejemplo, lignosulfonato
de sodio), 1-3% en peso de agentes humectantes (por ejemplo, etoxilato de alcohol) y vehiculo sélido (por ejemplo,
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gel de silice) hasta 100% en peso. La dilucién con agua proporciona una dispersién o solucion estable de la sustancia
activa.

viii) Gel (GW, GF)

En un molino de bolas con agitacién, se molieron 5-25% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células,
medio de cultivo o metabolito de la invencién con la adicién de 3-10% en peso de dispersantes (por ejemplo,
lignosulfonato de sodio), 1 -5% en peso de espesante (por ejemplo, carboximetilcelulosa) y agua hasta 100% en peso
para producir una suspension fina de la sustancia activa. La dilucién con agua produce una suspensién estable de la
sustancia activa.

ix) Microemulsion (ME)

Se aniaden 5-20% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion a 5-30% en peso de una mezcla de disolventes organicos (por ejemplo, dimetilamida de acido graso y
ciclohexanona), 10-25% en peso de mezcla de tensioactivo (por ejemplo, etoxilato de alcohol y etoxilato de arilfenol),
y agua hasta 100%. Esta mezcla se agita durante 1 h para producir espontaneamente una microemulsién
termodinamicamente estable.

x) Microcapsulas (CS)

Se dispersan una fase oleosa que comprende 5-50% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células,
medio de cultivo 0 metabolito de la invencion, 0-40% en peso de disolvente organico insoluble en agua (por ejemplo,
hidrocarburo aromatico), 2-15% en peso de mondémeros acrilicos (por ejemplo, metacrilato de metilo, acido metacrilico
y un diacrilato o triacrilato) en una soluciéon acuosa de un coloide protector (por ejemplo, alcohol polivinilico). La
polimerizacion por radicales iniciada por un iniciador de radicales da como resultado la formacion de microcépsulas
de poli(met acrilato.

Alternativamente, se dispersan una fase oleosa que comprende 5-50% en peso de un caldo de cultivo completo,
extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la invencién, 0-40% en peso de disolvente organico insoluble en
agua (por ejemplo, hidrocarburo aromatico), y el monémero de isocianato (por ejemplo, difenilmetilen-4,4'-diisocianato)
en una solucion acuosa de un coloide protector (por ejemplo, alcohol polivinilico). La adicién de una poliamina (por
ejemplo, hexametilendiamina) da como resultado la formaciéon de microcdpsulas de poliurea. Los mondémeros
ascienden a 1-10% en peso. El % en peso se relaciona con la composicion total de CS.

xi) Polvos ajustables (DP, DS)

Se muelen 1-10% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion finamente y se mezclan intimamente con un portador sélido (por ejemplo, caolin finamente dividido) hasta
100% en peso.

xii) Granulos (GR, FG)

Se muelen 0,5-30% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion finamente y se asocian con un vehiculo sélido (por ejemplo, silicato) hasta el 100% en peso. La granulacion
se logra mediante extrusién, secado por aspersion o lecho fluidizado.

xiii) Liquidos de volumen ultrabajo (UL)

Se disuelven 1-50% en peso de un caldo de cultivo completo, extracto sin células, medio de cultivo o metabolito de la
invencion en un disolvente organico (por ejemplo, hidrocarburo aromatico) hasta 100% en peso.

Los tipos de composiciones i) a xiii) pueden comprender opcionalmente auxiliares adicionales, tales como 0,1-1% en
peso de bactericidas, 5-15% en peso de agentes anticongelantes, 0,1-1% en peso de agentes antiespumantes, y 0,1-
1 % en peso de colorantes.

Soluciones para el tratamiento de semillas (LS), suspoemulsiones (SE), concentrados fluidos (FS), polvos para el
tratamiento en seco (DS), polvos dispersables en agua para el tratamiento de lodos (WS), polvos solubles en agua
(SS), emulsiones (ES), concentrados emulsionables (EC) y geles (GF) se emplean generalmente para los fines del
tratamiento de materiales de propagacion de plantas, particularmente semillas.

Los ejemplos preferidos de tipos de formulacion de tratamiento de semillas o aplicacién en el suelo para composiciones
de premezcla son de tipo WS, LS, ES, FS, WG o CS.

Tipicamente, una formulacion de premezcla para la aplicacion de tratamiento de semillas comprende 0,5 a 99,9 por
ciento, especialmente 1 a 95 por ciento, de los ingredientes deseados, y 99,5 a 0,1 por ciento, especialmente 99 a 5
por ciento, de un adyuvante s6lido o liquido (incluyendo, por ejemplo, un disolvente tal como agua), donde los auxiliares
pueden ser un tensioactivo en una cantidad de 0 a 50 por ciento, especialmente 0,5 a 40 por ciento, con base en la
formulacion de premezcla. Mientras que los productos comerciales se formularan preferiblemente como concentrados
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(por ejemplo, composicion de premezcla (formulacién)), el usuario final normalmente empleara formulaciones diluidas
(por ejemplo, composicion de mezcla de tanque).

Los métodos de tratamiento de semillas para aplicar o tratar las cepas, caldos de cultivo completo, extractos sin
células, medios de cultivo, compuestos de férmula | y composiciones de la invencién, respectivamente, a material de
propagacion de plantas, especialmente semillas, son conocidos en la técnica, e incluyen los métodos de aplicacién
como apésito, recubrimiento, recubrimiento de pelicula, granulado y remojo del material de propagacién. Tales
métodos también son aplicables a las combinaciones de acuerdo con la invencion. En una realizacion preferida, las
cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de formula | y
las composiciones de la invencion, respectivamente, se aplican o tratan sobre el material de propagacién de la planta
mediante un método de tal manera que la germinacioén no se impacte negativamente. Por consiguiente, ejemplos de
métodos adecuados para aplicar (o tratar) un material de propagacion de plantas, tal como una semilla, es un aposito
de semillas, recubrimiento de semillas o granulado de semillas y similares.

Se prefiere que el material de propagacion de la planta sea una semilla, una pieza de semilla (es decir, un tallo) o un
bulbo de semilla.

Aunque se cree que el presente método se puede aplicar a una semilla en cualquier estado fisioldgico, se prefiere que
la semilla esté en un estado lo suficientemente duradero como para que no sufra dafios durante el proceso de
tratamiento. Tipicamente, la semilla seria una semilla que habia sido cosechada del campo; retirada de la planta; y
separada de cualquier mazorca, tallo, cadscara exterior y pulpa circundante u otro material vegetal que no sea semilla.
Preferiblemente, la semilla también seria biolégicamente estable en la medida en que el tratamiento no cause dafo
biolégico a la semilla. Se cree que el tratamiento se puede aplicar a la semilla en cualquier momento entre la cosecha
de la semilla y la siembra de la semilla o durante el proceso de siembra (aplicaciones dirigidas a la semilla). La semilla
también puede imprimarse antes o después del tratamiento.

La distribucién uniforme de los ingredientes en las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los
medios de cultivo, los compuestos de formula | y las composiciones de la invencion, respectivamente, y su adherencia
a las semillas se desea durante el tratamiento del material de propagacion. El tratamiento puede variar desde una
pelicula delgada (apésito) de la formulaciéon que contiene la combinacién, por ejemplo, una mezcla de ingrediente o
ingredientes activos, sobre un material de propagacion de plantas, tal como una semilla, donde el tamafio y/o la forma
original son reconocibles hasta un estado intermedio (tal como un recubrimiento) y luego hasta una pelicula mas
gruesa (tal como la granulaciéon con muchas capas de diferentes materiales) (tal como los portadores, por ejemplo,
arcillas; diferentes formulaciones, tales como la de otros ingredientes activos; polimeros y colorantes) donde la forma
y/o tamano original de la semilla ya no es reconocible.

Un aspecto de la presente invencion incluye la aplicacion de las cepas, caldos de cultivo completos, extractos sin
células, medios de cultivo, compuestos de férmula | y composiciones de la invencién, respectivamente, sobre el
material de propagacion de plantas de manera especifica, incluyendo el posicionamiento de los ingredientes en la
combinacion sobre todo el material de propagacion de la planta o solo en partes de la misma, incluso en un solo lado
0 una porcién de un solo lado. Un experto en la materia entenderd estos métodos de aplicacion a partir de la
descripcion proporcionada en los documentos EP954213B1 y WO06/112700.

Las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula
| y las composiciones de la invencion, respectivamente, también pueden usarse en forma de una "pildora" o "granulo”
0 un sustrato adecuado y colocar, o sembrar, la pildora o sustrato tratado, junto a un material de propagacion de la
planta. Tales técnicas son conocidas en el arte, particularmente en los documentos EP1124414, WO07/67042 y WO
07/67044. La aplicacién de las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo,
los compuestos de formula | y las composiciones, respectivamente, que se describen en este documento sobre el
material de propagacion de plantas también incluye la proteccion del material de propagacion de plantas tratado con
la combinacién de la presente invencién colocando una o mas particulas que contienen plaguicidas junto a una semilla
tratada con plaguicidas, en donde la cantidad de plaguicida es tal que la semilla tratada con plaguicidas y las particulas
que contienen plaguicidas juntas contienen una dosis efectiva del plaguicida y la dosis de plaguicida contenida en el
plaguicida la semilla tratada es menor o igual a la dosis maxima no fitotoxica del plaguicida. Tales técnicas son
conocidas en el arte, particularmente en el documento W0O2005/120226.

La aplicacion de las cepas, los caldos de cultivo completos, los extractos sin células, los medios de cultivo, los
compuestos de formula | y las composiciones de la invencion, respectivamente, sobre la semilla también incluye
recubrimientos de liberacion controlada sobre las semillas, en donde los ingredientes de las combinaciones se
incorporan en materiales que liberan los ingredientes a lo largo del tiempo. Los ejemplos de tecnologias de tratamiento
de semillas de liberacion controlada son generalmente conocidos en la técnica e incluyen peliculas de polimeros, ceras
u otros recubrimientos de semillas, en donde los ingredientes pueden incorporarse en el material de liberacion
controlada o aplicarse entre capas de materiales, o ambos.

La semilla se puede tratar aplicando a las mismas las cepas, los caldos de cultivo completo, los extractos sin células,
los medios de cultivo, los compuestos de férmula | y las composiciones de la invencion, respectivamente, en cualquier
secuencia deseada o simultdneamente.
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El tratamiento de la semilla se produce en una semilla no cultivada, y el término "semilla no cultivada" incluye la semilla
en cualquier periodo entre la cosecha de la semilla y la siembra de la semilla en el suelo con el propésito de
germinacién y crecimiento de la planta.

El tratamiento para una semilla no cultivada no pretende incluir aquellas practicas en las que el ingrediente activo se
aplica al suelo, sino que incluiria cualquier practica de aplicacién que se dirija a la semilla durante el proceso de
siembra.

Preferiblemente, el tratamiento ocurre antes de sembrar la semilla, de manera que la semilla sembrada ha sido
pretratada con las cepas, caldos de cultivo completos, extractos sin células, medios de cultivo, compuestos de férmula
| y composiciones de la invencién, respectivamente. En particular, se prefieren el revestimiento de semillas o la
granulacion de semillas. Como resultado del tratamiento, los ingredientes se adhieren a la semilla y, por lo tanto, estan
disponibles para el control de plagas.

Las semillas tratadas se pueden almacenar, manipular, sembrar y cultivar de la misma manera que cualquier otra
semilla tratada con ingrediente activo.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para la proteccién del material de propagacién de plantas
contra las plagas y/o la mejora de la salud de las plantas cultivadas a partir de dicho material de propagacion de
plantas, en donde el suelo, donde se siembra el material de propagacion de plantas, se trata con una cantidad efectiva
de una cepa, extracto sin células, medio de cultivo, metabolito o composicion de la invencion, respectivamente.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para la proteccion del material de propagacién de plantas
de las plagas, en donde el suelo, en el que se siembra el material de propagacion de plantas, se trata con una cantidad
efectiva de una cepa, extracto sin células, medio de cultivo, metabolito o composicién de la invencidn, respectivamente.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para la proteccién del material de propagacién de plantas
de hongos dafiinos, en donde el suelo, en el que se siembra el material de propagacion de plantas, se trata con una
cantidad efectiva de una cepa, extracto sin células, medio de cultivo, metabolito o composiciéon de la invencién,
respectivamente.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para la proteccion del material de propagacién de plantas
contra las plagas de animales (insectos, acaros o nematodos), en donde el suelo, en donde se siembra el material de
propagacion de plantas, se trata con una cantidad efectiva de una cepa, extracto sin células, medio de cultivo,
metabolito o composicién de la invencion, respectivamente.

El usuario aplica las composiciones de la invencién normalmente a partir de un dispositivo de predosificacién, un
aspersor de mochila, un tanque de aspersion, un plano de aspersion o un sistema de irrigacién. Normalmente, la
composicién agroquimica se compone de agua, regulador y/o auxiliares adicionales para la concentracién de la
aplicacién deseada y se obtiene asi el licor de aspersion listo para usar o la composicién agroquimica de acuerdo con
la invencion. Por lo general, se aplican de 20 a 2000 litros, preferiblemente de 50 a 400 litros, del licor de aspersion
listo para usar por hectarea de area agricola util.

Cuando se trata del tratamiento del material de propagacion de la planta, especialmente de las semillas, las
composiciones descritas en este documento proporcionan, después de una dilucién de dos a diez veces,
concentraciones de componentes activos de 0,01 a 60% en peso, preferiblemente de 0,1 a 40%, en las preparaciones
listos para ser usadas. La aplicacion se puede realizar antes o durante la siembra. Los métodos para aplicar una cepa,
un extracto sin células, un medio de cultivo, un metabolito o una composicién de la invencién, respectivamente, sobre
el material de propagacion de plantas, especialmente las semillas, incluyen los métodos de apdsito, recubrimiento,
granulacion, espolvoreo, empapado y aplicacion en el interior del material de propagacion. Preferiblemente, las cepas,
los caldos de cultivo completo, los extractos sin células, los medios de cultivo, los compuestos de férmula | o las
composiciones de la invencién, respectivamente, se aplican sobre el material de propagacion de la planta por un
método tal que no se induce la germinacion, por ejemplo, por apdsito, granulacion, recubrimiento y espolvoreo de las
semillas.

Cuando las cepas de la invencién se emplean en la proteccion de cultivos, en donde las cepas se aplican como
tratamiento foliar o al suelo, las tasas de aplicacion generalmente varian de aproximadamente 1 x 10 a 5 x 10" (o
mas) CFU/ha, preferiblemente de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10'® CFU/ha, incluso mas
preferible mente de 1 x 10° a 5 x 10'2 CFU/ha.

Cuando las cepas de la invencion se emplean en el tratamiento de semillas, las tasas de aplicacion con respecto al
material de propagacién de plantas generalmente varian de aproximadamente 1 x 10" a 1 x 10'2 (o0 méas) CFU/semilla,
preferiblemente de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 10'° CFU/semilla, e incluso més preferiblemente
de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 106 CFU/semilla. Alternativamente, las tasas de aplicacion con
respecto al material de propagacién de plantas varian preferiblemente de aproximadamente 1 x 107 a 1 x 106 (o0 mas)
CFU por 100 kg de semilla, preferiblemente de 1 x 10° a aproximadamente 1 x 10> CFU por 100 kg de semilla, incluso
mas preferiblemente de 1 x 10'" a aproximadamente 1 x 10'®* CFU por 100 kg de semilla.
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Cuando se emplean extractos sin células, medios de cultivo y/o compuestos de férmula |, el material sélido (materia
seca) se consideran como componentes activos, por ejemplo, para obtener después del secado o evaporacion del
medio de extraccion o del medio de suspensién en el caso de formulaciones liquidas. Cuando se emplean en la
proteccion de plantas, las cantidades de componentes activos aplicados son, dependiendo del tipo de efecto deseado,
de 0,001 a 2 kg por ha, preferiblemente de 0,005 a 2 kg por ha, mas preferiblemente de 0,05 a 0,9 kg por ha, y en
particular de 0,1 a 0,75 kg por ha. En el tratamiento de materiales de propagacion de plantas tales como semillas, por
ejemplo mediante espolvoreo, recubrimiento o empapando semillas, cantidades de componentes activos de 0,1 a 1000
g, preferiblemente de 1 a 1000 g, mas preferiblemente de 1 a 100 g y lo més preferiblemente de 5 a 100 g, por 100
kilogramos de material de propagacion de plantas ( preferiblemente semillas) son generalmente requeridos. Cuando
se utiliza en la proteccién de materiales o productos almacenados, la cantidad de componentes activos aplicados
depende del tipo de area de aplicacién y del efecto deseado. Las cantidades que se aplican habitualmente en la
proteccion de materiales son de 0,001 g a 2 kg, preferiblemente de 0,005 g a 1 kg, de componentes activos por metro
cubico de material tratado.

De acuerdo con una realizacién, los componentes individuales de la composicién de la invencién, tales como partes
de un kit o partes de una mezcla binaria o ternaria, pueden ser mezclados por el propio usuario en un tanque de
aspersion o cualquier otro tipo de recipiente utilizado para aplicaciones (por ejemplo, tambores de tratamiento de
semillas, maquinaria de granulacion de semillas, aspersor de mochila) y otros auxiliares pueden agregarse, si es
apropiado.

Si los microorganismos vivos, como las cepas de la invencién, forman parte de dicho kit, se debe tener cuidado de
que la eleccion y las cantidades de los componentes (por ejemplo, agentes quimicos plaguicidas) y de los auxiliares
adicionales no deben influir en la viabilidad de los microorganismos en la composicién mezclada por el usuario.
Especialmente para bactericidas y disolventes, se debe tener en cuenta la compatibilidad con los microorganismos
respectivos.

Varios tipos de aceites, humectantes, adyuvantes, fertilizantes o micronutrientes, y otros plaguicidas (por ejemplo,
herbicidas, insecticidas, fungicidas, reguladores del crecimiento, protectores, bioplaguicidas) se pueden agregar a las
cepas, extractos sin células, medios de cultivo, metabolitos, compuestos de férmula | y composicién de la invencién,
respectivamente como premezcla o, si corresponde, no hasta inmediatamente antes de su uso (mezcla en tanque).
Estos agentes pueden mezclarse con las composiciones de acuerdo con la invencién en una relacion en peso de
1:100 a 100:1, preferiblemente de 1:10 a 10:1. Preferiblemente, una composiciéon de la invencion comprende un
bioplaguicida adicional. Incluso més preferiblemente, una composiciéon de la invencion comprende ademds de un
auxiliar y al menos un compuesto de formula I, un plaguicida microbiano.

Un plaguicida es generalmente un agente quimico o biolégico (como un virus, bacteria, antimicrobiano o desinfectante)
que a través de su efecto disuade, incapacita, mata o desalienta a las plagas. Las plagas objetivo pueden incluir
insectos, patdégenos de plantas, malezas, moluscos, aves, mamiferos, peces, nematodos (gusanos redondos) y
microbios que destruyen propiedades, causan molestias, propagan enfermedades o son vectores de enfermedades.
El término plaguicidas incluye también reguladores del crecimiento de las plantas que alteran el crecimiento, floracion
o tasa de reproduccion esperado de las plantas; los defoliantes que causan que las hojas u otro follaje caigan de una
planta, generalmente para facilitar la cosecha; los desecantes que promueven el secado de los tejidos vivos, como las
plantas no deseadas; activadores de plantas que activan la fisiologia de las plantas para la defensa contra ciertas
plagas; protectores que reducen la accion herbicida no deseada de los plaguicidas en las plantas de cultivo; y
promotores del crecimiento de las plantas que afectan la fisiologia de las plantas para aumentar el crecimiento de las
plantas, la biomasa, el rendimiento o cualquier otro parametro de calidad de los productos cosechables de una planta
de cultivo.

Ejemplos

La presente invencion se describird con mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos. Los siguientes ejemplos
tienen fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento de nuevas cepas bacterianas de la invencion.

Se recogieron muestras de suelo de una variedad de lugares europeos, incluida Alemania. Al aplicar procedimientos
de aislamiento microbiano cominmente conocidos a estos suelos, los inventores obtuvieron una variedad de bacterias
que se sometieron adicionalmente a técnicas de aislamiento convencionales para proporcionar aislados puros como
se describe en el presente documento.

Se siguio la técnica estandar de enriquecimiento microbiano (CA Reddy, TJ Beveridge, JA Breznak, GA Marzluf, TM
Schmidt y LR Snyder (editores). Methods for General and Molecular Microbiology, Am. Soc. Microbiol., Washington,
Distrito de Columbia) para aislar cada tipo de bacteria.

Las siguientes cepas se han aislado y depositado en virtud del Tratado de Budapest con el Deutsche SammLung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) el 20 de febrero de 2013:

a) Lu16774 depositada en DSMZ bajo el nimero de depdsito DSM 26969
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b) Lu17007 depositada en DSMZ bajo el nimero de depdsito DSM 26970
¢) Lu17015 depositada en DSMZ bajo el nimero de depdsito DSM 26971.
Ejemplo 2: Caracterizacion de nuevas cepas bacterianas.

Ejemplo 2.1: Secuenciacion de ADNr 16S

Las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas de Paenibacillus se determinaron mediante secuenciacién directa de
ADNr 16S amplificado por PCR en el DSMZ, Braunschweig, Alemania.

La extraccion de ADN genémico se llevé a cabo utilizando el kit de purificacion de ADN Gram Positivo MasterPureM?
de Epicenter Biotechnologies de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La amplificacion mediada por PCR del
ADNFr 16S y la purificacion del producto de PCR se llevaron a cabo como se describié anteriormente (Int. J. Syst.
Bacteriol. 46, 1088-1092, 1996). Los productos de PCR purificados se secuenciaron utilizando el kit de secuenciacion
de ciclos Terminator v1.1 BigDye® (Applied Biosystems) como se indica en el protocolo del fabricante. Las reacciones
de secuenciacién se sometieron a electroforesis utilizando el analizador genético 3500xL de Applied Biosystems. Las
ambigliedades de la secuencia pueden deberse a la existencia de varios cistrones que codifican los ARNr 16S con
diferentes secuencias dentro de un solo genoma (J. Bacteriol. 178 (19), 5636-5643, 1996).

Los datos de secuencia resultantes de las cepas se colocaron en el editor de alineacién AE2
(http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/unix/ae2.readme), alineadas manualmente de acuerdo con la estructura
secundaria de la molécula de ARNr resultante y se compararon con las secuencias génicas de ARNr 16S
representativas de organismos pertenecientes a los Firmicutes (Nucl. Acids Res. 27, 171-173, 1999). Para
comparacion, se obtuvieron secuencias de ARNr 16S a partir de las bases de datos EMBL y RDP.

Las secuencias de ADNr 16S de las cepas de la invencién se exponen en el listado de secuencias como se indica en
la Tabla 2.

Tabla 2: Referencias del listado de secuencias del ADNr 16S de las cepas de Paenibacillus.

Cepa SEQID NO
Lu16774 1
Lu17007 2
Lu17015 3

Los valores de identidad del gen de ADNr 16S en % se calcularon mediante la comparacion por pares de las
secuencias dentro de la alineacion de las secuencias comparadas.

La comparacién realizada de solo dos secuencias basadas en la alineacion de secuencias por pares se denota en el
presente documento como valores binarios. Los otros valores se basan en una alineacion de secuencias multiples de
todas las secuencias dentro de la comparacién. Los valores de identidad mas altos de comparaciones de secuencias
multiples resultan del problema de que los datos de secuencia de las secuencias comparadas tenian una longitud
diferente, lo que resulté en una alineacion mas corta.

El % de identidad a partir de comparaciones por pares de las secuencias de ADNr completas entre las tres nuevas
cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 estaba entre 99,5 y 99,9% (Tabla 3, valores binarios).

Tabla 3: Identidad en % de las secuencias de ARNr 16S completas de las tres nuevas Paenibacillus (valores
binarios entre paréntesis).

Identidad de la Secuencia de ARNr 16S completa de las nuevas cepas de Paenibacillus (%)
Cepas Lu16774 Lu17015 Lu17007
Lu16774 -
Lu17015 99,7 (99,5) -
Lu17007 99,9 (99,8) 99,8 (99,5) -
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La comparacién de la secuencia de ARNr 16S completa de las tres cepas nuevas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 con
taxones relacionados (véase la Fig. 9) revel6 un alto porcentaje de identidad con Paenibacillus peoriae (cepa tipo DSM
8320) con 99,8%. Los valores binarios para alineaciones secuencia por d pares de P. peoriae con las nuevas cepas
fueron las siguientes: Lu16774: 99,5%, Lu17007: 99,5%; y Lu17015: 99,7% de identidad, respectivamente.

Una evaluacion final de las especies a las cuales pertenecen las nuevas cepas Lu16774, Lu17015 y Lu17007 de
Paenibacillus se bas6 en los datos de secuencia de ARNr 16S no posibles.

La secuenciacién del ADNr completo resultdé para NRRL BD-62 de Paenibacillus peoriae en 100,0% de identidad con
P. peoriae (cepa tipo DSM 8320) confirmando la designacion de la especie P. peoriae para esta cepa BD-62 (véase
Fig. 9).

La estrecha relacién de las tres nuevas cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus con P. peoriae se
confirmé mediante la comparacién con la secuencia de ARNr 16S con la cepa BD-62 de P. peoriae que resulté en
valores de identidad del 99,8% (véase la Fig. 9).

Para la construccion de las operaciones filogenéticas del dendrograma del paquete ARB (Nucl. Acids Res. 35, 7188-
7196, 2007) se utilizaron: con base en los valores de distancia evolutiva, se construyé el arbol filogenético mediante
el método de unién de vecinos (Jukes, TH y Cantor CR (1969). Evolution of protein molecules. In Mammalian protein
metabolism, paginas 21 a 132. Editado por HN Munro. Nueva York: Academic Press) mediante la correccion de Jukes
y Cantor (Mol. Biol. Evol. 4, 406-425, 1987). La raiz del arbol se determind mediante la inclusién de la secuencia del
gen de ARNr 16S de Cohnella thermotolerans en el andlisis. La barra de escala debajo del dendrograma indica una
sustitucion de nucleétidos por cada 100 nucleétidos. Los resultados se presentan en la Figura 10.

El dendrograma filogenético de estas secuencias (Fig. 10) muestra que las tres nuevas cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015 estan mas estrechamente relacionadas entre si y que su pariente mas cercano conocido para cada una de
ellas es la cepa NRRL BD-62 de Paenibacillus peoriae.

Ejemplo 2.2: Analisis RiboPrint

La ribotipificacion estandarizada y automatizada se realiza utilizando el sistema QualiconRiboPrinter. El sistema
RiboPrinter combina etapas de procesamiento molecular para ribotipificaciéon en un instrumento auténomo vy
automatizado. El procedimiento incluye lisis celular, digestion de ADN cromosomico con la enzima de restriccién
EcoRl, separacion de fragmentos por electroforesis, transferencia de fragmentos de ADN a una membrana de nailon,
hibridacion con una sonda generada a partir del operon rrnB de E. coli, deteccion quimioluminiscente de la sonda con
los fragmentos que contienen las secuencias del operdn rrn, la deteccion de imagenes y el analisis computarizado de
los patrones de RiboPrint (Food Technology 50 (1), 77-81, 1996; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 5229-5233, 1995; Int.
Journ. Syst. Bact. 44 (3), 454-460, 1994).

La técnica de ribotipificacién ha sido realizada por el DSMZ, Alemania, con las nuevas cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015 de Paenibacillus en comparacion con la cepa BD-62 de P. peoriae usando la enzima de restriccion EcoRI.
Los patrones resultantes se han comparado utilizando el software del sistema RiboPrinter, la biblioteca de
identificacion integrada de DuPont y el software BioNumerics (Applied Maths, Bélgica).

La similitud de las tres nuevas cepas con BD-62 estaba entre 0,24 y 0,5 (Fig. 11). Las tres nuevas cepas se agrupan
en dos grupos, comprendiendo la primero Lu17015, mientras que el segundo grupo comprende las cepas Lu16774 y
Lu17007. Ninguna de las nuevas cepas tiene una similitud superior a 0,84 con cualquier cepa dentro de la Biblioteca
de Identificacion de DuPont y, por lo tanto, no se identificé automaticamente.

La cepa BD-62 se ha identificado como Paenibacillus peoriae con base en la entrada DUP-13142 de la biblioteca de
identificacion DuPont (entrada basada en DSM 8320 de Paenibacillus peoriae).

Ejemplo 2.3: Caracterizacion morfoldgica y fisiologica.

Las cepas se caracterizaron en el DSMZ en analogia con los métodos descritos en Gordon, R.E., Haynes, W.C. &
Pang. C.H.-N. (1973): The Genus Bacillus, Agriculture Handbook no. 427. Washington DC: Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos. Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Datos de caracterizacién de las cepas de Paenibacillus de la invenciéon y comparacién con la cepa conocida
NRRL BD-62 de Paenibacillus peoriae.

Cepas de Paenibacillus

Identificacién Lu16774 Lu17007 Lu17015 BD-62

Caracteristicas
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Forma de la célula

forma de varilla

forma de varilla

forma de varilla

forma de varilla

ancho [pum] 0,9-1,0 0,9-1,0 0,9-1,0 0,9-1,0
longitud [um] 3->5,0 3-5,0 3-5,0 2,5-5,0
Esporas elipsoidales + + + +
Esporangio hinchado + + + +
Catalasa + + + +
Oxidasa - - - -
Crecimiento anaerobico + + + +
Reaccion VP + + + +
pH en el medio VP 5,2 57 4.8 5,2
Temperatura maxima

Crecimiento positivo a °C 40 40 40 40
Crecimiento negativo a °C 50 50 50 50
Crecimiento en:

Medio pH 5,7 + + + +
NaCl al 2% + + + +
NaCl al 5% - - - -
NaCl al 7% - - - -
Formacion de acido a partir de:

D-Glucosa + + + +
L-Arabinosa + + + +
D-Xilosa + + + +
D-Manitol + + + +
D-Fructosa + + + +
Rafinosa + + + +
Trehalosa + + + B
Glicerol + + + +
Gas a partir de glucosa + + + +
Hidrolisis de

almiddn + + + +
gelatina + + + +
caseina + + + ?
Tween 80 - - - -
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esculina + + + +
citrato n.g.* n.g. n.g. n.g.
propionato n.g. n.g. n.g. n.g.
NOs a NO2 + + + +

Reaccién de indol - - - -

Lecitinasa + + + B

Fenilalanina desaminasa - - - -

Arginina dihidrolasa - - - -

Lisozima + + + +

*n.g. = sin crecimiento.

El andlisis de los acidos grasos celulares realizados en el DSMZ dio como resultado que todas las cepas mostraron
un perfil tipico para Paenibacillus spp.

Utilizando los datos genéticos, fisioldgicos y bioquimicos disponibles, se muestra que las cepas Lu16774, Lu17007 y
Lu17015 pertenecen al género Paenibacillus. Como las cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015, asi como la IBD-62
producen gas a partir de glucosa, ninguna de ellas pertenece a Paenibacillus jamilae.

Una diferenciacién fenotipica entre Paenibacillus peoriaey Paenibacillus polymyxa es posible principalmente utilizando
las caracteristicas de la produccion de acido de ciertos sustratos (Int. J. Syst. Bacteriol. 43 (2), 388-390, 1993; In. J.
Syst. Bacteriol. 46 (6 ), 988-1003, 1996). Ninguna de las nuevas cepas coincidi6 completamente con estas
caracteristicas descritas en la Tabla 4 completamente con ninguna de estas dos especies, pero en resumen, los datos
genéticos, fisioldgicos y bioquimicos disponibles probablemente apuntan a la especie Paenibacillus peoriae y P.
polymyxa o, al menos, a otra especie muy relacionada con Paenibacillus peoriae'y P. polymyxa.

Debido a la multitud de especies de Paenibacillus descritas hasta ahora, es imposible determinar la especie
taxonémica correcta de los tres aislamientos analizados en funcion de los criterios fisiolégicos y morfoldgicos de la
Tabla 4 (Rainer Borriss, Humboldt University, Berlin, resultados no publicados).

Sin embargo, no fue posible determinar completamente las especies dentro de este género. Se encontré que la especie
y la cepa més estrechamente relacionadas era BD-62 de Paenibacillus peoriae con base en el andlisis ADNr 16S
(véase, por ejemplo, la Fig. 11).

Ejemplo 2.4: Analisis filogenético con base en los genes que codifican para DnaN, GyrB, RecF, RecN y RpoA

Las secuencias de nucledtidos de los genes que codifican para DnaN, GyrB, RecF, RecN y RpoA se han extraido de
secuencias completas del genoma o de bases de datos publicas (listados de secuencias como se describe en la Tabla
28).

Las tablas de identidad (Figs. 12 a 16) se han generado con un enfoque de todos contra todos donde cada secuencia
se alinea con cada una de las otras secuencias. La alineacion de la secuencia se realizé con un programa Needle
(paquete EMBOSS 6.6.0; Trends in Genetics 16 (6), 276-277). Donde fueron usados parametros estandar (creacion
de hueco 10,0; extensién de hueco 0,5). Las puntuaciones de identidad se calculan sobre la base de las alineaciones
sin tener en cuenta ningun hueco.

Para los arboles filogenéticos (Figs. 17 a 21), se han realizado mdltiples alineaciones de secuencias que con Clustal
Omega (version 1.2.0; Molecular Systems Biology 7: 539, doi: 10.1038/msb.2011.75). Los arboles filogenéticos se
calculan por el método de probabilidad maxima con el software Dnaml (implementado en el paquete Phylip 3.696;
Felsenstein 1981, http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Los dendrogramas se han establecido
utilizando un modelo de distancia F84 mientras se aplica una relacién de transicion a transversion de dos (2). Los
arboles se grafican con la herramienta Dendroscope (http://dendroscope.org/).
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Tabla 28: Referencias del listado de secuencias de las secuencias de ADN de dnaN, gyrB, recF, recNy rpoA de la
cepa de Paenibacillus.

Cepa Gen SEQ ID NO
Lu16774 dnaN 4
Lu17007 dnaN 5
Lu17015 dnaN 6
Lu16774 gyrB 7
Lu17007 gyrB 8
Lu17015 gyrB 9
Lu16774 recF 10
Lu17007 recF 11
Lu17015 recF 12
Lu16774 recN 13
Lu17007 recN 14
Lu17015 recN 15
Lu16774 poA 16
Lu17007 rpoA 17
Lu17015 poA 18

Ejemplo 2.5: comparaciones del genoma central y matriz AAI

Las comparaciones de genomas se han realizado utilizando el paquete de software EDGAR de la universidad GieB3en
(BMC Bioinformatics 10, 154, 2009; (https://edgar.computational.bio.unigiessen.de/cgi-bin/edgar.cgi). La
determinacion del genoma central, los dendrogramas filogenéticos con base en las secuencias del genoma completo
y los valores de |la matriz AAl se realizaron utilizando el paquete de software EDGAR. Los resultados se muestran en
la Fig. 22.

Ejemplo 3: Crecimiento (fermentabilidad) de cepas para ensayos in vivo

En los ensayos de invernadero y de campo, las cepas de Paenibacillus se cultivaron primero en placas ISP2 (agar
listo para usar BD [EE. UU.], Numero de catélogo 277010). Posteriormente, se inocularon matraces de agitacién
encamisados que contenian medio liquido ISP2 con una colonia de la placa de agar y se incubaron durante 5-7 dias
a 150 rom y 25 °C. Dependiendo de la prueba, se aplicé a las plantas el caldo de cultivo completo o el sedimento
celular centrifugado y lavado con H20, o el sobrenadante. Fue posible escalar los fermentadores a 10 litros.

Se cultivaron cepas de Paenibacillus en medio liquido ISP2 (10 g/L de extracto de malta, 4 g/L de extracto de levadura
Bacto, 4 g/L de glucosa monohidrato) durante 6 dias a 22 °C a 150 rpm. ODsoo nm indicando el crecimiento bacteriano
se midié en diferentes puntos de tiempo.

Tabla 5: Crecimiento bacteriano de cepas de Paenibacillus en medio liquido ISP2.

OD a 600 nm
Cepa de Paenibacillus 0d 3d 6d
Lu17007 0,011 3,110 3,050
BD-62 0,013 0,442 0,446
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Ejemplo 4: Ensayo de confrontacion in vitro para actividad antifungica

La actividad antagonista de las cepas de Paenibacillus contra patdgenos de plantas se mostré en el ensayo de
confrontacion in vitro. Los hongos fitopatdgenos utilizados son: Sclerotina sclerotiorum (SCLSCL), Botrytis cinerea
(BOTRCI), Alternaria sp. (ALTESP) y Phhytophthora infestans (PHYTIN).

Como medio de crecimiento para BOTRCI, ALTESP, SCLSCL, se usa el medio ISP2 que comprende por litro: 10 g de
extracto de malta (Sigma Aldrich, 70167); 4 g de extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson, 212750); 4 g de glucosa
monohidrato (Sigma Aldrich, 16301); 20 g de agar (Becton Dickinson, 214510), pH de aproximadamente 7, agua
bidestilada Como medio de crecimiento para PHYTIN, se usa medio V8 que comprende por litro: 200 mL de jugo
vegetal, 3 g de carbonato de calcio (Merck Millipore, 1020660250); 30 g de agar (Becton Dickinson, 214510), pH 6,8,
agua bidestilada

Las cepas de Paenibacillus se inocularon puntualmente en un lado de una placa de agar. Se colocé un bloque de agar
(aproximadamente 0,3 cm?) que contiene un patégeno de las plantas en crecimiento activo en el centro de la placa.
Después de incubar durante 7-14 dias a 25 °C, se examind el crecimiento del patégeno de la planta, especialmente
para las zonas de inhibicion.

Posteriormente, las placas de agar se incuban a °C durante aproximadamente 7-14 dias antes de la evaluacién. La
antibiosis se califica mediante la evaluacién del diametro de la zona libre de hongos (zona de inhibicién). La
competencia se puntia comparando el didmetro del crecimiento del patdgeno fungico en placas con cepas bacterianas
en comparacion con las placas de control. El micoparasitismo se puede documentar en caso de que la bacteria supere
el crecimiento del patdgeno fungico y también parasite los patdégenos. Esto se puede visualizar por microscopia.

Las nuevas cepas de Paenibacillus mostraron actividad antifingica contra todos los patégenos de plantas probadas.

Tabla 6: Resultados del ensayo de confrontacién in vitro.

Diametro de la zona de inhibicién [mm]
Cepa de Paenibacillus PHYTIN BOTRCI ALTESP SCLSCL
Lu16774 8 2 2 2
Lu17007 8 8 5 2
Lu17015 8 5 5 2
BD-62 2 5 0 0

Ejemplo 5: Pruebas de invernadero para determinar la actividad contra hongos patéogenos de plantas

Ejemplo de uso 5.1: Actividad contra el tizon tardio en el tomate causado por Phhytophthora infestans con
aplicacion protectora

Se usaron plantulas de tomate jovenes comercialmente disponibles ("Goldene Kénigin") para el ensayo de invernadero
descrito. Se utilizaron 2 réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron en un
sustrato disponible comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La humedad
se control6 utilizando un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta escorrentia con
caldo de cultivo crudo/completo de cultivo de 6 dias de antigliedad de la cepa respectiva de Paenibacillus (de acuerdo
con la configuracién) utilizando una cabina de aspersion. Las condiciones de cultivo para las cepas se describen en el
Ejemplo 3. Un dia después de la aplicacion, las plantas tratadas se inocularon con una suspensién de esporangios de
Phhytophthora infestans (PHYTIN). Después de la inoculacién, las plantas de prueba se transfirieron inmediatamente
a una camara humeda. La extension del ataque de hongos en las hojas se evalud visualmente 5-7 dias después de la
inoculacion. El ataque fungico en el control no tratado estuvo entre 80-100% y se establecié en 100% por razones de
comparacion.

Tabla 7:

Cepa de Paenibacillus PHYTIN (% de ataque flngico)

Lu17007 4

Lu16774 20
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Cepa de Paenibacillus PHYTIN (% de ataque fungico)

BD-62 53

Ejemplo de uso 5.2: Actividad contra el moho gris en la pimienta causada por Botrytis cinerea con aplicacion
protectora

Se usaron plantulas de pimiento jovenes comercialmente disponibles ("Neusiedler Ideal") para el ensayo de
invernadero descrito. Se utilizaron 2 réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron
en un sustrato disponible comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La
humedad se control6 utilizando un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta
escorrentia con caldo de cultivo crudo de cultivos de 6 dias de antigliedad de la cepa de Paenibacillus respectiva
(dependiendo de la configuracion) usando un cabina de aspersion. Las condiciones de cultivo para las cepas se
describen en el Ejemplo 3. Un dia después de la aplicacion, las plantas tratadas se inocularon con una suspension de
esporas de Botrytis cinerea (BOTRCI). Después de la inoculacion, las plantas de prueba se transfirieron
inmediatamente a una camara humeda. La extensién del ataque de hongos en las hojas se evalu6 visualmente 5-7
dias después de la inoculacién. El ataque flngico en el control no tratado estuvo entre 80-100% y se establecié en
100% por razones de comparacion.

Tabla 8:
Cepa de Paenibacillus BOTRCI (% de ataque fungico)
Lu17007 2
Lu16774 16
Lu17015 20
BD-62 97

Ejemplo de uso 5.3: Actividad contra el tizon temprano en el tomate causado por Alternaria solani con
aplicacion protectora

Se usaron plantulas de tomate jovenes comercialmente disponibles ("Goldene Kénigin") para el ensayo de invernadero
descrito. Se utilizaron 2 réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron en un
sustrato disponible comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La humedad
se control6 utilizando un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta escorrentia con
caldo de cultivo crudo/completo de cultivo de 6 dias de antigliedad de la cepa de Paenibacillus respectiva (de acuerdo
con la configuracion) utilizando un cabina de aspersion. Las condiciones de cultivo para las cepas se describen en el
Ejemplo 3. Un dia después de la aplicacién, las plantas tratadas se inocularon con una suspensiéon de esporas de
Alternaria solani (ALTESO). Después de la inoculacién, las plantas de prueba se transfirieron inmediatamente a una
camara humeda. La extension del ataque de hongos en las hojas se evalud visualmente 5-7 dias después de la
inoculacion. El ataque fangico en el control no tratado estuvo entre 80-100% y se establecié en 100% por razones de
comparacion.

Tabla 9:
Cepa de Paenibacillus ALTESO (% de ataque fungico)
Lu17007 3
Lu17015 16
BD-62 96

Ejemplo de uso 5.4: Actividad contra la roya de la soja en la soja causada por Phakopsora pachyrhizi con
aplicacion protectora

Se usaron plantulas jovenes de soja comercialmente disponibles ("Mentor") para el ensayo de invernadero descrito.
Se utilizaron 2 réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron en un sustrato
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disponible comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La humedad se
control6 utilizando un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta escorrentia con un
caldo de cultivo crudo de cultivos de 2 a 6 dias de antigliedad de Paenibacillus spp. (Dependiendo de la configuracion)
utilizando un cabina de aspersion. Un dia después de la aplicacion, las plantas tratadas se inocularon con una
suspension de esporas de Phakopsora pachyrhizi (PHAKPA). Después de la inoculacion, las plantas de prueba se
transfirieron inmediatamente a una camara himeda. La extension del ataque de hongos en las hojas se evalué
visualmente 5-7 dias después de la inoculacion.

Ejemplo de uso 5.5: Actividad contra Tizén de cabeza Fusarium en trigo causado por Fusarium graminearum
con aplicacion protectora

Se usaron plantulas de trigo joven comercialmente disponibles para el ensayo de invernadero descrito. Se utilizaron 2
réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron en un sustrato disponible
comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La humedad se control6 utilizando
un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta escorrentia con un caldo de cultivo crudo
de cultivos de 2 a 6 dias de antigliedad de cultivos de Paenibacillus spp. (dependiendo de la configuracién) utilizando
un cabina de aspersion. Las condiciones de cultivo se describen en el Ejemplo 3. Un dia después de la aplicacién, las
plantas tratadas se inocularon con una suspension de esporas de Fusarium graminearum (GIBBZE). Después de la
inoculacion, las plantas de prueba se transfirieron inmediatamente a una camara hiumeda. La extensién del ataque de
hongos en las hojas se evalu6 visualmente 5-7 dias después de la inoculacion.

Ejemplo de uso 5.6: Actividad contra el tizon de hoja manchada en trigo causada por Septoria tritici con
aplicacion protectora

Se usaron plantulas de trigo joven comercialmente disponibles para el ensayo de invernadero descrito. Se utilizaron 2
réplicas (macetas con 1 planta cada una) por tratamiento. Las plantas se cultivaron en un sustrato disponible
comercialmente (Universal, Floragard) a aproximadamente 22 °C en el invernadero. La humedad se controlé utilizando
un dispositivo especial (~90% de humedad). Las plantas se asperjaron hasta escorrentia con un caldo de cultivo crudo
de cultivos de 2 a 6 dias de antigiiedad de Paenibacillus spp. (dependiendo de la configuracién) utilizando un cabina
de aspersion. Las condiciones de cultivo se describen en el Ejemplo 3. Un dia después de la aplicacion, las plantas
tratadas se inocularon con una suspension de esporas de Septoria tritici (SEPTTR). Después de la inoculacion, las
plantas de prueba se transfirieron inmediatamente a una camara hiumeda. La extension del ataque de hongos en las
hojas se evalud visualmente 21-28 dias después de la inoculacion.

Ejemplo de uso 5.7: Actividad de las células de Paenibacillus y del sobrenadante contra varios patégenos con
aplicacion protectora

Se obtuvo un caldo de cultivo completo a partir de cultivos de 6 dias de antigliedad de cepa Lu17007 de Paenibacillus
de acuerdo con el Ejemplo de uso 3 y se utilizé6 como en la configuracién experimental del Ejemplo de uso 5.1 a 5.3.
Alternativamente, dicho caldo de cultivo completo se filtrd a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,2 um para
obtener el medio de cultivo y la fraccion cruda de células. La fraccion cruda de células se podria lavar adicionalmente
tres veces con los volumenes originales de solucién salina regulada con fosfato para obtener células lavadas.

Los ensayos de invernadero se realizaron como se describe en los Ejemplos de uso 5.1, 5.2 y 5.3 anteriores para los
patégenos respectivos Phytophthora infestans, Botrytis cinerea'y Alternaria solani. La magnitud del ataque fungico en
las hojas se evalué visualmente 5-7 dias después de la inoculacion. El ataque fungico en el control no tratado estuvo
entre 80-100% y se establecié en 100% por razones de comparacion.

Tabla 10:
% de ataque fungico por
Componente del cultivo de Paenibacillus BOTRCI ALTESO PHYTIN
Caldo de cultivo completo 0 2 7
Medio de cultivo 3 40 3
Fraccion cruda de células 0 5 4
Células lavadas 1 10 1

Ejemplo 6: Pruebas enzimaticas

Ejemplo de uso 6.1: Quitinasa
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Medio sélido de prueba de quitinasa:

2 g/L de NaNOg, 1 g/L de K2HPO4, 0,5 g/L de MgSOs4, 0,5 g/L de KCI, 0,2 g/L de peptona, 15 g/L de agar, 10 g/L de
quitina de conchas de cangrejo (Sigma-Aldrich C7170).

El medio solido de prueba se esteriliza en autoclave y se vierte en placas de Petri de 9 cm. Se inoculan cepas de
Paenibacillus en el centro de las placas y se incuban durante dos dias a 27 °C. Posteriormente, las placas se tifien
con solucién de Lugol diluida 1:3 (Carl Roth N052.2) durante 5 a 10 min. Se retira la solucién de Lugol y las placas se
fotografian y evaltan. El crecimiento de las diferentes cepas no fue superior a 5-10 mm. Las zonas no tednidas
(correlacionadas con la actividad quitinasa) variaron desde 0 mm (sin actividad; "-" en la Tabla 11) hasta varios cm
("+" en la Tabla 11).

Ejemplo de uso 6.2: Celulasa
Medio sélido de prueba de celulasa:

2 g/L de NaNOg, 1 g/L de K2HPOQOa4, 0,5 g/L de MgSQs, 0,5 g/L de KCI, 0,2 g/L de peptona, 15 g/L de agar, carboximetil
celulosa, sal sédica (Sigma-Aldrich 419273).

El medio se esteriliza en autoclave vertido en placas de Petri de 9 cm. Se inoculan cepas de Paenibacillus en el centro
de las placas y se incuban durante dos dias a 27 °C. Después de la incubacion, las placas se tifien con una solucién
de Lugol diluida 1:3 (Carl Roth N052.2) durante 5 a 10 min. Se retira la solucion de Lugol y se fotografian las placas.

Ejemplo de uso 6.3: Amilasa
Medio sélido de prueba de amilasa:

2 g/L de NaNOg, 1 g/L de K2HPO4, 0,5 g/L de MgSOs4, 0,5 g/L de KCI, 0,2 g/L de peptona, 15 g/L de agar, 10 g/L de
almidon soluble (Merck 1.01252).

El medio se esteriliza en autoclave vertido en placas de Petri de 9 cm. Se inoculan cepas de Paenibacillus en el centro
de las placas y se incuban durante dos dias a 27 °C. Después de la incubacion, las placas se tifien con una solucién
de Lugol diluida 1:3 (Carl Roth N052.2) durante 5 a 10 min. Se retira la solucién de Lugol y se fotografian las placas.

Tabla 11: Actividades de quitinasa, celulosa y amilasa de cepas de Paenibacillus.

Cepa Quitinasa Celulasa Amilasa
Lu16774 + ¥ -
Lu17007 ++ + +
Lu17015 + + +
BD-62 - - -

-, sin actividad; (+), baja actividad; +, actividad regular; ++, actividad alta.

Ejemplo 7: Metabolitos de tipo fusaricidina obtenidos de cepas de Paenibacillus
Ejemplo 7.1: cultivo a gran escala de aislados bacterianos y extraccion de metabolitos de tipo fusaricidina
a) Cultivo

Las cepas de Paenibacillus se cultivaron en placas de agar que contenian medio GYM (10 g/L de glucosa, 4 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L de extracto de malta; pH 5,5, ajustado antes de esterilizar en autoclave) y 20 g/L de agar.
El cultivo se realiz6 durante 10 a 20 dias a temperatura ambiente. Para mantenimiento, se utilizé y almaceno el agar
inclinado con el mismo medio a 4 °C.

Se inocularon cultivos liquidos a pequefia escala (250 mL de medio GYM en matraces de 500 mL) con 4-5 piezas de
un cultivo de agar bien crecido y se cultivaron en un agitador orbital a 120 rpm a temperatura ambiente (20-23 °C).

Las fermentaciones a gran escala se realizaron en fermentadores de 20 L con 15 L de medio GYM (no se utilizé la
capacidad total de los fermentadores debido a la formacion de espuma) inoculados con 250 mL de cultivo liquido bien
crecido y la fermentacion se llevé a cabo a temperatura ambiente (20-23 °C) con agitacion (120 rpm) y aireacion (3
L/min) durante 5 a 8 dias.
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b) Extraccién

Se afadi6é un volumen igual de isopropanol al caldo de cultivo completo (no se realizé la separacion de la biomasa del
cultivo liquido). Después de la agitacion y la incubacion durante 2 a 16 horas, se afadio sal de mesa comun (cloruro
de sodio, 100 a 200 g/L) a la mezcla hasta que fue visible la separacion de fases organica y acuosa.

La fase de isopropanol se concentrd al vacio. El extracto resultante, que todavia contenia gran cantidad de sal, se
disolvio en metanol, se centrifugd para obtener una mejor precipitacion de los residuos de sal y la fase organica se
concentré nuevamente. Esta etapa se repitié hasta que ya no hubo mas precipitado de sal.

¢) Purificacion
i) Cromatografia en gel de silice

Se disolvieron 30 gramos de extracto en metanol y se unieron a 50 g de gel de silice (Merck, K60, 70-230 mallas), se
secaron a 40 °C y se colocaron en capas sobre 1 kg de gel de silice (columna de 10 cm de diametro, 30 cm de altura
aproximadamente).

La elucion se llevé a cabo en cuatro etapas de la siguiente manera:
Etapa 1: 4 L de acetato de etilo

Etapa 2: 4 L de acetato de etilo: metanol (3:1, v/v)

Etapa 3: 7 L acetato de etilo: metanol (1:1, v/v)

Etapa 4: 4 L de metanol

La tercera fraccién (compuesto intermedio 1), que contenia los compuestos activos, se sec6 al vacio y se disolvié en
metanol al 40% (MeOH) en &cido formico al 0,1% (FA) (concentracién: 100 mg/mL). Las otras fracciones fueron
descartadas.

ii) Fraccionamiento de por Chromabond HR-X

Se cargaron 20 mL del compuesto intermedio 1 en un cartucho de Chromabond HR-X previamente equilibrado (con
MeOH al 40% en FA al 0.1%) (Macherey-Nagel, 1000 mg, ref. 730941). El cartucho se lavé con 100 mL de MeOH al
40% en FA al 0,1% y se eluy6 con 60 mL de MeOH al 70% en FA al 0,1%. Este intermedio 1-1 se secé entonces a
vacio.

iii) HPLC preparativa en una columna Sunfire C18

El compuesto intermedio 1-1 se disolvi6 en DMSO (concentracion: 200 mg/mL) y se cromatografiaron 300 pL del
compuesto intermedio 1-1 en una columna Sunfire C18 (19 x 250 mm, 5 um, Waters) de la siguiente manera:

16 min a 10 mL/min, isocratico 70% FA al 0,2%; 30% de acetonitrilo (ACN),
1 min a 14 mL/min, gradiente a 65% de FA al 0,2%; 35% de ACN,
5 min a 14 mL/min, isocratico 65% de FA al 0.2%; 35% de ACN.

Se pudieron detectar cinco fracciones. Las cinco fracciones resultantes se secaron al vacio y se disolvieron en DMSO
(concentraciéon: 125 mg/mL). Se realizé una purificacién adicional utilizando la misma columna y las condiciones
isocraticas (flujo: 10,5 mL/min) ajustadas para cada fraccion (12,5 mg por proceso):

Fraccién 1: 69% de FA 0,2%; 31% de ACN; Dos picos detectados (1-1 y 1-2)
Fraccion 2: 69% de FA 0,2%; 31% de ACN; Dos picos detectados (2-1 y 2-2)
Fraccién 3: 69% de FA 0.2%; 31% de ACN; Tres picos detectados (3-1, 3-2 y 3-3)
Fraccién 4/5: 67% de FA 0.2%; 33% de ACN; un pico detectado (4/5)

Fraccién 6: 65% de FA 0.2%; 35% de ACN; Dos picos detectados (6-1 y 6-2)

La pureza y la cantidad de las siguientes muestras fue suficiente para el andlisis de RMN y la elucidacion de la
estructura: picos 1-2, 2-1, 3-2,4/5y 6-1.

Ejemplo 7.2: Elucidacion estructural de los nuevos compuestos 1Ay 1B

A partir del pico 2-1 de la fraccion 2, se obtuvo una mezcla de compuestos 1A y 1B (relacion de aproximadamente 3:7)
como un aceite marrén ([a]p?® = +20,9 (c = 0,6, DMSO-d)).
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La féormula molecular C47H7sN10012 del componente principal, compuesto 1B, se dedujo a partir del espectro de HR-
ESI-MS que produjo un pico a m/z 975,5863 [M + H]*; ESI-MS: 975,6 (100%, [M + H]*), 488,4 (51%, [M + 2H]?*).

Ademas, la mezcla también contenia como componente menor, el homoélogo mas ligero 1A, y la diferencia de masa
entre ambos compuestos era de 14 amu. Esta observacion fue apoyada por un segundo pico observado en el espectro
de ESI-MS a m/z 961,6.

Los espectros de RMN (Tabla 12) incluyeron ademas de las sefiales de protones intercambiables entre 5 6,83 y 8,58,
las resonancias de carbonilo en el intervalo de & 166,0-174,5 y las sefales de metino entre & 47,8 y & 60,4 indicativas
de un péptido.

El extenso andlisis de los datos de RMN 1D y 2D del compuesto 1B revel6 la presencia de seis aminoacidos que
incluyen tirosina (Tyr), glutamina (Gin), alanina (Ala), dos treoninas (Thr1 y Thr2) e isoleucina (lle). Su secuencia se
encontré utilizando correlaciones de dos o tres enlaces a través de las funciones amida. Por lo tanto, los espectros de
COSY, NOESY (Fig. 2) y HMBC (Fig. 3) representaron correlaciones del proton de nitrégeno de Thr2 en d 8,58 con la
sefal del proton de metino de Thr2 en & 3,84 y el carbonilo en & 166,7 de Tyr mientras se observé la misma relacién
entre el proton de nitrogeno de Tyr en & 8,52 y la sefal del protén de metileno de Tyr en & 2,60 y el carbonilo en &
170,4 de lle. Ademas, el hidrogeno metino de lle en d 4,16 tenia una fuerte correlaciéon con la sefial de carbonilo de
lle en 8 170,4 y un contacto débil con aquella de Thr1 en & 168,6; la sefal del protdon de -metino en & 5,30 de Thr1
se correlacioné con la sefal de carbonilo en & 170,4 de Ala. Ademas de las correlaciones mencionadas anteriormente,
se mostraron otras del proton de N en & 7,27 de Ala con el protén de metino en & 4,20 del mismo aminoacido, mientras
que este ultimo protdén tuvo la misma interaccion con el carbonilo de su amino y el de Gin. Ademas, se reveld un pico
cruzado del proton intercambiable en & 8,20 de Gin con el hidrégeno de metino en 3,87 de Gin y el carbonilo de Thr2
en & 170,6; estos datos mencionados anteriormente sugerian la estructura ciclodepsipeptidica para el compuesto 1B.

Este ciclodepsipéptido 1B contenia un acido graso B-hidroxi guanidina terminal unido a Thr1, ya que se observé una
correlacion clave entre la sefial de su proton a-metino en 6 4,39 y la resonancia de un carbonilo en & 171,9; los
contactos de HMBC de ese carbonilo en & 171,9 con los protones de a-metileno en 8 2,35 y el protén de B-metino en
0 3,77 se observaron ademads, asi como entre los protones de metileno en & 3,03 y el carbono de guanidina en &
157,2. Se dedujo que la cadena lateral contenia doce grupos metileno entre el grupo B-hidroxi y guanidina sobre la
base del fragmento i6nico observado en el espectro de APCI-MS-MS del ion progenitores [M + H]* a m/z 256,2. Del
mismo modo, este espectro proporcioné informacion (Fig. 4b) que confirmdé la secuencia de conexion de los
aminoacidos y condujo a dilucidar la estructura del compuesto 1B como se muestra en la Fig. 1.

Las sefiales de un grupo CH2 a 2,80, 2,52/36,3 en los espectros 1D y 2D correspondian presumiblemente al grupo (-
CH: de asparagina (Asn) en el compuesto 1A. Esta conclusién fue apoyada por los datos informados (Heterocycles
53, 1533-1549, 2000) junto con los fragmentos obtenidos de MS/MS del pico principal a m/z 961,6 (Fig. 4a). Del mismo
modo, los Ultimos analisis proporcionaron informacion (Figs. 4a, 4b) que confirmd la secuencia de conexion de
aminoacidos en ambos compuestos y condujo a elucidar la estructura de los compuestos 1A 'y 1B como se muestra
en la Fig. 1.

Ejemplo 7.3: Identificacion estructural de los compuestos 2A y 2B como fusaricidinas C y D

A partir del pico 1-2 de la fraccion 1, se obtuvo una mezcla de compuestos 2A y 2B (relacion de aproximadamente 1:1)
como un aceite marrén. La formula molecular del componente mas pesado, el compuesto 2B, se determind que era
CasH76N10012 con base en la espectrometria de masas de baja resolucion. El analisis de los datos de RMN (Tabla 13)
permitio identificar el compuesto 2B como fusaricidina D. El componente mas ligero de la mezcla, el compuesto 2A,
también se identific6 como fusaricidina C, en la que el residuo de Gin de la fusaricidina C se reemplaza por Asn.

El patron de fragmentacidén espectrométrico de masas de los iones progenitores de m/z 961,6 y 947,6 para los
compuestos 2B y 2A, respectivamente, (Figs. 5a, 5b) confirm6 que la longitud de la cadena lateral sustituida de acido
graso era idéntica a la del compuesto 1B. Las Fusaricidinas C y D han sido reportadas anteriormente por Kajimura et
al. (J. Antibiot. 50, 220-228, 1997).

Ejemplo 7.4: Identificacion estructural del compuesto 3 como LI-FO8b

A partir del pico 6-1 de la fraccién 6, el compuesto 3 se aislé como un aceite marrén y su baja resolucién present6 un
pico en m/z 925,6 [M + H]+ que, combinado con los datos de RMN (Tabla 14), condujo a la férmula molecular
Ca4HsoN10011. EI compuesto 3 mostrd caracteristicas similares en los espectros de RMN como el compuesto 1B y el
compuesto 2B (fusaricidina D), excepto por la presencia de sefiales aromaticas (Tabla 14). Por lo tanto, se observaron
resonancias caracteristicas de un péptido, es decir, diez sefiales de protones unidos a nitrégeno entre 6 6,89 y 8,49,
ocho resonancias de carbonilo oscilaron entre & 168,1 y 174,3, y seis sefiales de N-metino comprendidas entre 6 48,0
y 59,5. Un andlisis detallado de los espectros de HMQC, COSY y TOCSY revel6 la presencia de seis aminoacidos,
incluyendo Gin, dos unidades de Thr, dos unidades de lle y Ala. Ademas, estos espectros mostraron cambios quimicos
atribuibles al mismo acido graso B-hidroxilo con una guanidina terminal como en los compuestos 1A, 1B y las
fusaricidinas C (2A) y D (2B). La posicion de esta cadena lateral se determin6 sobre la base de una correlacion de
largo alcance encontrada en el espectro de HMBC entre la sefial del proton de N-metino en & 4,44 de Thr1 y la senal

44



10

15

20

ES 2 732 578 T3

de carbonilo en & 172,1 del &cido graso. La secuencia de los aminoacidos se dedujo de las interacciones de NOESY
y el patron de fragmentacion (Fig. 6).

La combinacién de los datos de RMN (Tabla 14) y la espectrometria de masas llevé a identificar el compuesto 3 del
metabolito como LI-F08b, en el presente documento también llamado fusaricidina LI-FO8b, reportada por primera vez
por Kuroda et al. (Heterocycles 53, 1533-1549, 2000).

Ejemplo 7.5: Identificacion estructural de los compuestos 4A y 4B como LI-F06a y LI-FO6b y de los compuestos
5A y 5B como fusaricidina A y B, respectivamente

A partir del pico 4/5 de la fraccion 4/5, se obtuvo una mezcla de dos metabolitos adicionales, los compuestos 4A y 4B
(relacion de aproximadamente 1:3), que produjeron dos picos en m/z 897,5 (4A) y 911,6 (4B) en el espectro de ESI-
MS, que sugiere dos ciclodepsipéptidos homélogos adicionales. Las resonancias indicativas de péptidos se
observaron en sus espectros de RMN (Tabla 15), asi como las de un acido graso B-hidroxilo que termina en un grupo
guanidina. Los patrones de fragmentacion de ambos iones progenitores encontrados para los compuestos 4A y 4B
(Figs. 7a, 7b) permitieron determinar la secuencia de aminodacidos e identificar los constituyentes de la mezcla como
LI-FO6a (4A) y LI-FO6b (4B), respectivamente.

Obtenida a partir del pico 3-2 de la fraccién 3, la mezcla de los compuestos 5A y 5B (relacion de aproximadamente
1:3) se analiz6 de la misma manera. El espectro de masas ESI de la mezcla mostré dos picos en m/z 883,6 (5A) y
897.,5 (5B) y los patrones de fragmentacion de estos iones progenitores (Figs. 8a, 8b) junto con los datos de RMN
(Tabla 16) permitieron identificar los componentes como la fusaricidina A (5A) y la fusaricidina B (5B). Los datos
encontrados para 4A, 4B, 5A y 5B coinciden con los informados anteriormente. (J. Antibiot. 50, 220-228, 1997;
Heterocycles 53, 1533-1549, 2000).

Tabla 12. Datos de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) y 13C (DMSO-ads, 150 MHz) de los compuestos 1Ay 1B.

Compuestos 1
Compuesto 1A Compuesto 1B
*Pos. OH dc Pos. OH dc
Thr1 Thr1
NH 7,79 (br) - NH 8,18 (brs) -
1 - 168,6 1 - 168,6
2 4,46 (br d, 8,5) 56,4 2 4,39 (brd, 8,7) 56,9
3 5,30 (superpuesto) 70,2 3 5,30 (m) 70,2
4 1,13 (superpuesto) 16,6 4 1,13 (d, 6,4) 16,7
Ala Ala
NH 7,22 (br) - NH 7,27 (br s) -
1 - nf* 1 - 170,4
2 4,13 (superpuesto) 47,7 2 4,20 (m) 47,8
3 1,11 (superpuesto) 17,8 3 1,17 (d, 7,1) 17,8
Asn Gin
NH 8,33 (superpuesto) - NH 8,20 (br s) -
1 - 169,7 1 - 170,4
2 4,20 (1H, m) 50,6 2 3,87 (m) 53,2
3 2,52 (m), 2,80 (dd, 5,9, 15,1) 36,3 3 1,96 (m), 2,08 (m) 26,2
4 - 172,5 4 2,08 (m), 2,18 (m) 32,0
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5 - - - - 174,3
NH2 6,99 (br s), 7,42 (br s) - NHz | 6,83 (brs), 7,26 (brs) -
Thr2 Thr2
NH 8,50 (superpuesto) - NH 8,58 (br s) -
1 - 170,6 1 - 170,6
2 3,94 (m) 59,9 2 3,84 (m) 60,5
3 3,94 (m) 65,5 3 3,85 (m) 65,8
4 1,05 (br) 20,3 4 1,08 (superpuesto) 20,0
Tyr Tyr
NH 8,48 (superpuesto) - NH 8,52 (br s) -
1 - nf 1 - 166,7
2 4,60 (m) 54,2 2 4,51 (m) 54,5
3 2,60 (superpuesto) 2,88 (superpuesto) 36,8 3 2,60 (m), 2,88 (m) 36,9
4 - 127,7 4 - 127,8
5y9 7,07 (d, 8,7) 130,2 5y9 7,06 (d, 8,5) 130,2
6y8 6,60 (superpuesto) 114,7 6y8 6,60 (d, 8,5) 114,7
7 - 155,9 7 - 155,9
lle lle
NH 7,28 (br s) - NH 7,42 (br s) -
1 - nf 1 - 170,4
2 4,16 (superpuesto) 56,5 2 4,16 (brd, 8,5) 56,5
3 1,34 (superpuesto) 37,2 3 1,34 (m) 37,2
4 1,34 (superpuesto) 25,4 4 1,22 (m), 1,34 (m) 25,4
5 0,52 (superpuesto) 14,4 5 0,53 (superpuesto) 14,4
6 0,59 (superpuesto) 11,4 6 0,61 (superpuesto) 11,4
*FA FA
1 - 171,9 1 - 171,9
2 2,35 (superpuesto) 431 2 2,35 (m) 43,3
3 3,77 (superpuesto) 67,5 3 3,77 (m) 67,5
4 1,34 (superpuesto) 36,8 4 1,34 (m) 36,9
5-12 1,19-1,30 (br s) 29,0-29,2| 5-12 1,19-1,30 (br s) 29,0-29,2
13 1,25 (br s) 21,2 13 1,25 (br s) 21,2
14 1,43 (superpuesto) 28,7 14 1,43 (m) 28,5
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15 3,03 (superpuesto) 40,6 15 3,03 (q, 6,6) 40,6

*Gu Gu

NH nf - NH 8,40 (br s) -

*Gu Gu

16 - 157,2 16 - 157,2
* Pos. = posicion; FA = acido graso; Gu = guanidina; nf = no encontrado. La leyenda también aplica para las
Tablas 13 a 16,

Tabla 13. Datos de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) y 3C (DMSO-ds, 150 MHz) de los compuestos 2A and 2B.

Compuestos 2 = fusaricidinas Cy D

Compuesto 2A = fusaricidina C Compuesto 2B = fusaricidina D
Pos. OH oc Pos. OH dc
Thr1 Thr1
NH 7,66 (d, 7,1) - NH 8,17 (br s) -
1 - 168,5 1 - 168,6
2 4,44 (brd, 8,9) 56,6 2 4,40 (br d, 8,9) 57,0
3 5,31 (m) 70,2 3 5,30 (m) 70,3
4 1,13 (superpuesto) 16,5 4 1,14 (superpuesto) 16,7
Ala Ala
NH 7,21 (br) - NH 7,60 (br s)
1 - nf 1 - 170,6
2 4,12 (m) 47,7 2 4,19 (m) 47,8
3 1,12 (superpuesto) 17,8 3 1,17 (d, 7,2) 17,7
Asn Gin
NH 8,26 (br) - NH 8,08 (br s) -
1 - 169,7 1 - 170,4
2 4,21 (m) 50,5 2 3,86 (m) 53,2
3 2,53 (superpuesto), 2,80 (dd, 6,3, 15,0) 36,3 3 1,98 (m), 2,09 (m) 26,1
4 - 172,6 4 2,10 (m), 2,18 (m) 31,9
5 - - 5 - 174,3
NH2 nf - NH2 6,84 (br s), 7,28 (br s) -
Thr2 Thr2
NH 8,52 (superpuesto) - NH 8,47 (superpuesto) -
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1 - 170,3 1 - 170,6

2 3,85 (m) 60,5 2 3,94 (m) 59,9

3 3,86 (m) 65,8 3 3,92 (m) 65,7

4 1,09 (d, 5,7) 19,9 4 1,05 (d, 5,8) 20,2
OH-3 4,96 (br d, 4,2) - OH-3 5,05 (d, 2,9) -

Tyr Tyr
NH 8,46 (superpuesto) - NH 8,52 (superpuesto) -
1 - nf 1 - 172,3
2 4,60 (m) 54,2 2 4,52 (m) 54,6
Tyr Tyr
2,63 (superpuesto)
3 36,9 3 2,63 (m), 2,87 (m) 36,9
2,87 (superpuesto)

4 - 127,7 4 - 127,7
5y9 7,08 (superpuesto) 130,2 5y9 7,06 (d, 8,4) 130,2
6y8 6,60 (superpuesto) 114,7 6y8 6,60 (d, 8,4) 114,7

7 - 155,8 7 - 155,8

OH nf - OH 9,13 (brs) -
Val Val
NH 7,30 (superpuesto) - NH 7,42 (br s) -

1 - nf 1 - 170,3

2 4,12 (brs) 57,5 2 4,12 (brs) 57,5

3 1,59 (m) 30,9 3 1,59 (m) 31,0

4 0,56 (d, 6,4) 18,2 4 0,57 (d, 6,3) 18,3

5 0,35 (d, 6,5) 18,7 5 0,40 (d, 6,6) 18,7

FA FA

1 - nf 1 - 172,0

2 2,37 (superpuesto) 431 2 2,37 (m) 43,3

3 3,79 (superpuesto) 67,5 3 3,79 (m) 67,6

4 1,35 (superpuesto) 36,9 4 1,35 (m) 36,9

5 1,22 (superpuesto) 25,3 5 1,22 (br s) 25,3
6-12 1,20-1,27 (br s) 29,1-29,2 | 6-12 1,20-1,27 (br s) 29,1-29,2

13 1,26 (br s) 26,1 13 1,26 (brs) 26,1
14 1,44 (superpuesto) 28,5 14 1,44 (m) 28,7
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15 3,07 (superpuesto) 40,7 15 3,07 (q, 6,7) 40,7
Gu Gu

NH nf - NH 7,60 (br s) -
16 - 156,8 16 - 156,8

Tabla 14. Datos de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) y '3C (DMSO-ads, 150 MHz) del compuesto 3 que es LI-F08b.

Compuesto 3 = LI-FO8b
Pos. OH oc
Thri
NH 7,55 (br s) -
1 - 168,1
2 4,44 (brd, 8,4) 56,6
3 5,33 (m) 70,2
Pos. OH oc
Thr1
4 1,15 (d, 6,5) 16,7
Ala
NH 7,53 (br s) -
1 - 170,6
2 4,05 (m) 48,0
3 1,22 (br s) 17,2
Gin
NH 7,93 (br s) -
1 - 170,5
2 3,94 (m) 52,7
3 1,98 (m), 2,09 (m) 26,5
4 2,12 (m), 2,20 (m) 31,9
5 - 174,3
NH2 6,89 (brs), 7,32 (br s) -
Thr2
NH 8,48 (brs) -
1 - 170,7
2 4,03 (m) 59,5

49




ES 2 732 578 T3

3 3,98 (m) 65,7
4 1,08 (d, 6,1) 19,8
lled
NH 8,49 (or s) -
1 - 172,5
2 4,15 (t, 7.,6) 57,3
3 1,81 (m) 35,4
4 1,17 (m), 1,41 (m) 24,4
5 0,80 (t, 6,3) 10,6
6 0,81 (d, 7.,2) 15,5
lle2
NH 7,30 (br s) -
1 - 171,3
2 4,53 (m) 55,3
3 1,65 (m) 38,2
lle2
4 1,01 (m), 1,37 (m) 255
5 0,83 (t, 6,4) 11,4
6 0,70 (d, 7,4) 14,2
FA
1 - 172,1
2 2,37 (d, 5,7) 43,4
3 3,77 (m) 67,6
4 1,37 (m) 36,9
5-12 1,20-1,28 (br s) 29,0-29,2
13 1,25 (br s) 26,2
14 1,43 (m) 28,7
15 3,03 (9, 6,7) 40,6
Gu
NH 8,37 (br s) -
16 - 157,2
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Tabla 15. Datos de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) y 3C (DMSO-ds, 150 MHz) de los compuestos 4A y 4B.

Compuestos 4 = LI-F06a y LI-FO6b
Compuesto 4A = LI-FO6a Compuesto 4B = LI-F06b
Pos. OH dc Pos. OH dc
Thri Thr1
NH 8,31 (br) - NH 7,59 (br s) -
1 - 168,5 1 - 168,4
2 4,40 (m) 56,9 2 4,44 (m) 56,7
3 5,30 (m) 70,5 3 5,32 (m) 70,3
4 1,14 (m) 16,6 4 1,15 (m) 16,6
Ala Ala
NH nf - NH 7,53 (br s)
1 - 170,6 1 - 170,7
2 3,97 (m) 47,9 2 4,07 (m) 48,0
3 1,15 (superpuesto) 17,3 3 1,21 (d, 7,3) 17,4
Asn Gin
NH 8,06 (br) - NH 7,96 (br s) -
1 - 169,8 1 - 170,7
2 4,28 (m) 50,5 2 3,93 (m) 52,9
Asn Gin
3 |2,55(m), 2,75 (dd, 6,7, 15,1)| 36,9 3 1,97 (m), 2,10 (m) 26,5
4 - 172,6 4 2,12 (m), 2,21 (m) 32,0
5 - - 5 - 174,4
NH2 nf - NH2 6,88 (brs), 7,33 (br s) -
Thr2 Thr2
NH 8,54 (br) NH 8,48 (br) -
1 - 170,4 1 - 170,6
2 3,91 (m) 60,5 2 4,02 (m) 59,7
3 3,92 (m) 65,6 3 3,99 (m) 65,7
4 1,09 (d, 6,4) 19,6 4 1,08 (d, 6,4) 19,8
Val Val
NH 7,28 (m) - NH 7,39 (m) -
1 - nf 1 - 171,0
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2 4,40 (superpuesto) 57,3 2 4,39 (m) 57,0
3 1,83 (superpuesto) 32,0 3 1,83 (m) 31,6
4 0,75 (d, 6,6) 18,1 4 0,74 (d, 6,6) 18,4
5 0,84 (superpuesto) 19,3 5 0,80 (superpuesto) 19,2
lle lle

NH 7,31 (superpuesto) - NH 7,23 (superpuesto) -
1 - nf 1 - 171,2
2 4,51 (superpuesto) 55,5 2 4,51 (1H, m) 55,6
3 1,65 (superpuesto) 38,1 3 1,65 (m) 38,1
4 1,02 (m), 1,36 (m) 254 4 1,02 (m), 1,36 (m) 25,5
5 0,82 (superpuesto) 15,6 5 0,82 (superpuesto) 15,6
6 0,72 (superpuesto) 14,4 6 0,71 (superpuesto) 14,3
FA FA
1 - 1721 1 - 172,2
2 2,44 (dd) 43,1 2 2,37 (m) 43,4
3 3,81 (m) 67,7 3 3,78 (m) 67,7
4 1,37 (superpuesto) 36,9 4 1,37 (m) 36,9

5-12 1,22-1,24 (br s) 29,1-29,2 5 1,22-1,24 (br s) 29,1-29,2
13 1,25 (br s) 26,4 13 1,25 (br s) 26,2
14 1,43 (m) 28,5 14 1,43 (m) 28,5
15 3,03 (q, 6,7) 40,7 15 3,03 (q, 6,7) 40,7
Gu Gu

Pos. OH dc Pos. OH dc
Gu Gu

NH nf - NH 8,34 (brs) -
16 - 157,2 16 - 157,2

Tabla 16. Datos de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) y 3C (DMSO-ds, 150 MHz) de los compuestos 5A y 5B.

Compuestos 5 = fusaricidinas Ay B, LI-FO4a y LI-FO4b

Compuesto 5A = fusaricidina A

Compuesto 5B = fusaricidina B

Pos. OH oc Pos. OH oc
Thr1 Thr1
NH 7,66 (br) - NH 8,30 (d, 8,0) -
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1 - 168,5 1 - 168,4
2 4,46 (m) 56,6 2 4,40 (br d, 8,5) 57,0
3 5,32 (m) 70,4 3 5,31 (m) 70,3
4 1,16 (superpuesto) 16,3 4 1,15 (d, 5,7) 16,6
Ala Ala
NH 7,26 (br) - NH 7,53 (br s) -
1 - 170,6 1 - 170,6
2 4,00 (m) 47,8 2 4,10 (m) 47,9
3 1,15 (superpuesto) 17,4 3 1,20 (d, 7,2) 17,5
Asn Gin
NH 8,10 (br) - NH 8,53 (d, 4,3) -
1 - 169,8 1 - 170,6
2 4,28 (q, 6,6) 50,5 2 3,92 (m) 52,9
3 2,53 (m), 2,76 (dd, 6,6, 15,0) 36,7 3 1,98 (m), 2,09 (m) 26,4
4 - 172,5 4 2,10 (m), 2,20 (m) 31,9
5 - - 5 - 174,3
NH2 nf - NH2 6,86 (brs), 7,30 (brs) -
Thr2 Thr2
NH 8,54 (brs) - NH 8,46 (d, 6,9) -
1 - nf 1 - 170,5
2 3,91 (m) 60,4 2 4,02 (m) 59,7
3 3,91 (m) 65,6 3 3,99 (m) 65,5
4 1,09 (d, 5,6) 19,6 4 1,07 (d, 6,0) 19,9
Val Val
NH nf - NH 7,29 (br s) -
1 - nf 1 - 171,2
2 4,40 (m) 57,1 2 4,40 (m) 57,1
3 1,82 (m) 31,4 3 1,82 (m) 31,5
4 nf nf 4 0,76 (d, 6,6) 18,4
5 0,82 (d, 6,0) 19,1 5 0,81 (d, 6,2) 19,1
Val Val
NH 8,41 (brs) - NH 8,37 (d, 7,6) -
1 - 172,1 1 - 173,1
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2 4,13 (m) 58,3 2 4,23 (m) 57.8
3 2,02 (m) 29,7 3 199 (m) 30,2
4 0,86 (d, 6,7) 18,2 4 0,86 (d, 6,7) 18,2
5 0,84 (7,0) 19,3 5 0,84 (7,0) 19,3
FA FA
1 - 172,1 1 - 172,0
2 2,37 (br d, 5,8) 43,4 2 | 294( 7018924045 | 434
3 3,80 (m) 67,6 3 3,80 (m) 67.6
4 1,37 (m) 36,9 4 137 (m) 36.8
5-12 1,22-1,25 (br s) 26,2292 | 512 1,22-1,25 (br s) 26,2-29,2
13 1,25 (br s) 26,2 13 1,25 (br s) 26,2
14 1,43 (m) 28,7 14 1,43 (m) 28,5
15 3,03 (g, 6,7) 40,6 15 3,03 (q, 6,7) 40,6
Gu Gu
NH nf : NH 8,47 (or s) :
16 : 1572 | 16 : 157,2

No se llevaron a cabo experimentos de hidrélisis para determinar la configuracion de los aminodcidos constitutivos.

Ejemplo 8: Metabolitos producidos por cepas de Paenibacillus.

Ejemplo 8.1: Produccion de metabolitos por cepas de Paenibacillus.

La presencia de fusaricidinas en general y en particular de las fusaricidinas conocidas A, B, C, D, LI-F06a, LI-FO6b y
LI-FO8b, asi como los nuevos compuestos de tipo fusaricidina 1A y 1B, se determind para las cepas de Paenibacillus
de acuerdo con las etapas de procedimiento que se describen en el Ejemplo 7.1 anterior.

Tabla 17: Produccién de metabolitos de tipo fusaricidina de las cepas de Paenibacillus.

Compuesto / Fusaricidina
Cepas 1A 1B 2A 2B 3 4A 4B 5A 5B
C D LI-FO8b LI-FO6a LI-FOeb A B
Lu16774 + ++ ++ ++ ++ - - ++ ++
Lu17007 + ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
Lu17015 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BD-62 - - - - - - - - -

en comparacion con la escala +.

Leyenda: -, compuesto no detectable; +, compuesto detectable; ++, compuesto detectable en cantidades mas altas

54



10

15

20

25

30

35

ES 2 732 578 T3

El caldo de cultivo completo de todas las nuevas cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus contenia al
menos uno de los metabolitos de tipo fusaricidina identificados en el Ejemplo 7 (Tabla 17). Ninguno de estos
metabolitos tipo fusaricidina se detect6 en el caldo de cultivo completo de la cepa BD-62 de P. peoriae.

El caldo de cultivo completo de las nuevas cepas Lu16774, Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus contenia todos los
nuevos compuestos de tipo fusaricidina 1A'y 1B. Ademas, el caldo de cultivo completo de las nuevas cepas Lu16774,
Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus contenian todas las fusaricidinas A, B, C y D, asi como LI-FO8b. Ademas, el
caldo de cultivo de las nuevas cepas Lu17007 y Lu17015 de Paenibacillus contenia las fusaricidinas LI-FO6a y LI-
FO6b.

Los compuestos 1A'y 1B no se detectaron en el caldo de cultivo completo de la cepa BD-62 de P. peoria estrechamente
relacionada. Las fusaricidinas A, B, C y D, LI-FO6a, LI-FO6b y LI-FO8b tampoco estaban en el caldo de cultivo completo
de la cepa BD-62 de P. peoriae.

Ejemplo 9: Actividad de metabolitos por cepas de Paenibacillus contra varios patégenos fungicos
Los compuestos 1A y 1B, fusaricidina A, B y D obtenidos se usaron en los siguientes experimentos.

Los ensayos de crecimiento fungico se realizaron en placas de 96 pozos con suspensiéon de esporas del patégeno
Botrytis cinerea (BOTRCI, en YBA [10 g de peptona Bacto (Becton Dickinson 211677), 10 g de extracto de levadura
(Becton Dickinson 212750), 20 g de acetato de sodio, con adicion de 1000 mL de agua bidestilada] o Alternaria solani
(ALTESO, en YBG [10 g de peptona Bacto (Becton Dickinson 211677), 10 g de extracto de levadura (Becton Dickinson
212750), 20 g de glicerina al 99%, con adicién de 1000 mL agua bidestilada)). Las fusaricidinas y los compuestos 1A
y 1B se disolvieron y se diluyeron en DMSOQO. Se pipetearon diferentes concentraciones que iban desde 60 pM hasta
0,3 uM en la placa de microtitulacién. Se afadié una suspension acuosa de 10* esporas/mL. Las placas se incubaron
a aproximadamente 18 °C. El crecimiento de hongos se determin6é midiendo la densidad 6ptica a 600 nm en un lector
de microplacas 3 y 7 dias después de la inoculacién de las esporas y se compar6 con el control no tratado (DMSO).
Se determiné después de eso la ICso (concentracién [uM] del metabolito respectivo requerido para 50% de inhibicién
del crecimiento de hongos).

Notablemente, los compuestos 1A y 1B mostraron la mayor eficacia antifingica con valores de 1Cso de 0,4-0,6 uM
(Tabla 18).

Tabla 18. Inhibicion del crecimiento antifingico de los valores de ICso de los metabolitos de Paenibacillus

Compuesto / Fusaricidina
Pat6égeno (dia de la 1A 1B 2B 5A 5B
evaluacion) Fusaricidina D Fusaricidina A Fusaricidina B
Inhibicién del crecimiento del hongo (IC50 [mM])

ALTESO (3 d) 0,6 0,6 1,1 1,3 1,1

ALTESO (7 d) 0,5 0,4 0,6 0,7 0,6

BOTRCI (7d) 0,3 0,4 0,5 0,5 0,6

"-" significa que la inhibicién del crecimiento en el intervalo de concentracién analizado no es suficiente para
determinar la ICso.

Ademas, los ensayos de invernadero se realizaron con los Compuestos 1A'y 1B como se describe en los Ejemplos de
Uso 5.1 a 5.5 anteriores para los patdgenos respectivos Botrytis cinerea (BOTRCI), Alternaria solani (ALTESO),
Phytophthora infestans (PHYTIN), Phakopsora pachyrhizi (PHAKTA) ) y Fusarium graminearum (GIBBZE). La
extensién del ataque de hongos en las hojas se evalué visualmente 5-7 dias después de la inoculacién.

Notablemente, los compuestos 1Ay 1B fueron efectivos en el control de importantes enfermedades fungicas en plantas
de cultivo ya en niveles de dosis tan bajas como 7,2 ppm y mostraron una mayor eficacia antifingica que la fusaricidina
A,ByD (Tablas 19 a 21).
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Tabla 19. Eficacia antifiungica de metabolitos determinados in planta.

% de eficacia (% de ataque fungico)
Metabolito analizado | Concentracion | BOTRCI | ALTESO | PHYTIN | PHAKPA | GIBBZE
Sin tratamiento - 0 (100) 0 (100) 0 (100) 0 (100) 0 (100)
Compuesto 1A 360 ppm 99 100 95 49
Compuesto 1A 36 ppm 97 74
Compuesto 1B 360 ppm 100 100 97
Compuesto 1B 36 ppm 97

Tabla 20. Eficacia de los metabolitos contra el tizén tardio en tomates causada por la Phytophthora infestans con
aplicacién protectora.

Metabolito analizado Concentracién % de eficacia (% de ataque fungico)

Sin tratamiento - 0 (100)

Fusaricidina A 7,2 ppm 15

Fusaricidina B 7,2 ppm 4

Fusaricidina D 7,2 ppm 0

Compuesto 1B 7,2 ppm 44

5
Tabla 21. Eficacia de los metabolitos contra el tizén de cabeza en el trigo causado por Fusarium graminearum con
aplicacioén protectora.
Metabolito analizado Concentracién | % de eficacia (% de ataque fungico)
Sin tratamiento - 0 (100)
Fusaricidina A 360 ppm 31
Fusaricidina B 360 ppm 0
Compuesto 1A 360 ppm 49
Tabla 22. Eficacia de los metabolitos contra el tizon de cabeza en el trigo causado por Saptoria tritici con aplicacion
10 protectora.

Metabolito analizado Concentraciéon | % de eficacia (% de ataque fungico)
Sin tratamiento - 0 (100)
Fusaricidina D 360 ppm 50
Compuesto 1B 360 ppm 80

Ejemplo 10: Comparacion de la actividad de cepas Lu16674 y Lu17007 de Paenibacillus polymyxa nueva ssp.
plantarum de acuerdo con la invencion con M-1 de Paenibacillus polymyxa nueva ssp. plantarum contra varios
patégenos en ensayos de invernadero.
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De acuerdo con el Ejemplo de uso 3, se obtuvo un caldo de cultivo completo a partir de cultivos de cultivos de 6 dias
de antigliedad de las cepas Lu17007, Lu16674 y M1 de Paenibacillus y se usé como en la configuracién experimental
del Ejemplo de uso 5.1 a 5.5. Los ensayos de invernadero se realizaron como se describe en los Ejemplos de uso 5.1
a 5.5 anteriores para los patdgenos respectivos. La extensién del ataque de hongos en las hojas se evalud visualmente
5-7 dias después de la inoculacién.

Notablemente, las cepas Lu16774 y Lu17007 de Paenibacillus fueron efectivas para controlar enfermedades flingicas
importantes en plantas de cultivo incluso con factores de dilucién altos y mostraron una mayor eficacia antifingica que
la cepa M-1 estrechamente relacionada (Tablas 22 a 27).

Tabla 22.

Cepa de Paenibacillus |Factor de dilucion del caldo de cultivo completo |% de eficacia de BOTRCI (% de ataque fungico)
Sin tratamiento 0 (100)

Lu16674 1:10 95

M-1 1:10 86

Lu16674 1:50 76

Lu17007 1:50 98

M-1 1:50 51

Tabla 23.

Cepa de Paenibacillus

Factor de dilucién del caldo de cultivo completo

% de eficacia de BOTRCI (% de ataque fungico)

Sin tratamiento 0 (100)
Lu17007 sin diluir 92
M-1 sin diluir 87
Lu17007 1:10 84
M-1 1:10 53
Lu17007 1:50 63
M-1 1:50 32

Tabla 24

Cepa de Paenibacillus

Factor de dilucion del caldo de cultivo completo

% de eficacia de ALTESO (% de ataque fungico)

Sin tratamiento 0 (100)
Lu16674 1:10 77
M-1 1:10 41
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Tabla 25

Cepa de Paenibacillus |Factor de dilucion del caldo de cultivo completo |% de eficacia de PHYTIN (% de ataque fangico)
Sin tratamiento 0 (100)

Lu17007 1:10 83

M-1 1:10 42

Lu 16674 1:50 13

Lu17007 1:50 30

M-1 1:50 0

Tabla 26.

Cepa de Paenibacillus

Factor de dilucién del caldo de cultivo completo

% de eficacia de PHAKPA (% de ataque fungico)

Sin tratamiento 0 (100)
Lu17007 sin diluir 94
M-1 sin diluir 87

Tabla 27

Cepa de Paenibacillus |Factor de dilucion del caldo de cultivo completo (% de eficacia de GIBBZE (% de ataque flngico)
Sin tratamiento 0 (100)

Lu17007 sin diluir 70

M-1 sin diluir 31

Lu16674 1:50 52

Lu17007 1:50 33

M-1 1:50 24

Los documentos citados en el presente documento se incorporan por referencia.

Breve descripcion de las figuras:

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Compuestos 1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4A, 4B, 5A y 5B.
Correlaciones clave NOESY y COSY del compuesto 1B.

Correlacion de HMBC del compuesto 1B.

Patron de fragmentacion del compuesto 3 (LI-FO8b).
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Patrones de fragmentacion a) del compuesto 1A y b) del compuesto 1B.

Patrones de fragmentacion a) del compuesto 2A (fusaricidina C) y b) del compuesto 2B (fusaricidina D).

Patrones de fragmentacion a) del compuesto 4A (LI-FO6a) y b) del compuesto 4B (LI-F06b).

Patrones de fragmentacion a) del compuesto 5A (fusaricidina A) y b) del compuesto 5B (fusaricidina B).
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La Figura 9 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de ADNr 16S completa de las cepas de Paenibacillus
de la invencién con taxones relacionados después de la alineacién de multiples secuencias.

Leyenda: * Numeros de cepas: 1 = cepa de Paenibacillus Lu16774 de Paenibacillus; 2 = cepa Lu17015 de
Paenibacillus; 3 = cepa Lu17007 de Paenibacillus; 4 = NRRL BD-62 de Paenibacillus peoriae; 5 = MH21 de
Paenibacillus anaericanus; 6 = PB172 de Paenibacillus brasiliensis; 7 = 324 de Paenibacillus campinasensis; 8 = JCM
9905 de Paenibacillus chibensis; 9 = DSM 5162 de Paenibacillus glucanolyticus; 10 = FeL05 de Paenibacillus
hunanensis; 11 = CECT 5266 de Paenibacillus jamilae; 12 = AM49 de Paenibacillus kribbensis; 13 = MB 1871 de
Paenibacillus lactis; 14 = JCM 9073 de Paenibacillus lautus; 15 = IAM 12467 de Paenibacillus macerans; 16 = 2301065
de Paenibacillus massiliensis; 17 = HSCC 492 de Paenibacillus pabuli; 18 = DSM 8320 (BD-57) de Paenibacillus
peoriae; 19 = S22 de Paenibacillus pini; 20 = IAM 13419 de Paenibacillus polymyxa; 21 = ES_MS17 de Paenibacillus
purispatii; 22 = GT-H3 de Paenibacillus sediminis; 23 = AM141 de Paenibacillus terrae; 24 = A35 de Paenibacillus
terrigena; 25 = 2301032 de Paenibacillus timonensis; 26 = MOL722 de Paenibacillus turicensis; 27 = N3/975 de
Paenibacillus uliginis; 28 = CCUG 47242 de Cohnella thermotolerans. Las cepas 6 a 28 son cepas tipo para las
especies respectivas.

Las similitudes de las nuevas cepas con Paenibacillus peoriae (NRRL BD-62 y DSM 8320) se han marcado en negrita.

La Figura 10 muestra un dendrograma filogenético calculado a partir del % de identidad de las secuencias de ADNr
16S de las cepas de Paenibacillus de la invencién con otros taxones (Fig. 9). La raiz del arbol se determiné mediante
la inclusion de la secuencia del gen de ARNr 16S de Cohnella thermotolerans en el andlisis. La barra de escala debajo
del dendrograma indica una sustituciéon de nucleétidos por cada 100 nucle6tidos.

La Figura 11 muestra el patrén de RiboPrint obtenido a partir de muestras de las cepas de Paenibacillus de la invencién
en comparacién con una muestra de la cepa BD-62 de P. peoriae estrechamente relacionado que utiliza el sistema de
caracterizacién microbiano RiboPrinter y un dendrograma filogenético resultante del mismo.

La Figura 12 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia del gen dnaN de las cepas de Paenibacillus de la
invencion con las cepas de Paenibacillus relacionadas después de la alineacion de secuencias mdltiples.

Leyenda: * Numeros de cepa: 1 = cepa Lu16774 de Paenibacillus; 2 = cepa Lu17007 de Paenibacillus; 3 = cepa
Lu17015 de Paenibacillus; 4 = DSM 8320" de P. peoriae = KCTC 3763 (GenBank acceso no. AGFX00000000; J.
Bacteriol. 194, 1237-1238, 2012); 5 = 1-43 de P. polymyxa (GenBank acceso no. ASRZ01000000; nimero de deposito
GCMCC 4965; CN 102352332 B); 6 = A18 de P. polymyxa (GenBank acceso no. JWJJ00000000.1; NCBI Project ID
225496); 7 = ATCC 8427 de P. polymyxa=DSM 36" = KCTC 3858" (GenBank acceso no. AFOX00000000; J. Bacteriol.
193 (18), 5026-5027, 2011); 8 = CF05 de P. polymyxa (GenBank acceso no. CP009909; Genome Announc 3 (2):
€00198-15. Doi: 10.1128/genomeA.00198-15); 9 = CICC 10580 de P. polymyxa (GenBank acceso no. JNCB00000000;
Genome Announc. 2 (4): e00854-14. doi: 10.1128/genomeA.00854-14); 10 = DSM 365 de P. polymyxa (GenBank
acceso no. JMIQO0000000; J. Biotechnol. 195, 72-73, 2015); 11 = E681 de P. polymyxa (GenBank acceso no.
CP000154; GenomeNet Ref Seq NC_014483.2; J. Bacteriol. 192 (22), 6103-6104, 2010); 12 = M-1 de P. polymyxa
(GenBank acceso no. HE577054.1; GenomeNet Ref Seq NC_017542.1); 13 = NRRL B-30509 de P. polymyxa
(GenBank acceso no. JTHO00000000; Genome Announc. Marzo-abril de 2015; 3 (2): e00372-15); 14 = SC2 de P.
polymyxa (GenBank acceso no. CP002213; J. Bacteriol. 193 (1), 311-312, 2011); 15 = SQR-21 de P. polymyxa
(GenBank acceso no. CP006872; GenomeNet Ref Seq NZ_CP006872.1; Genome Announc. Marzo-abril de 2014; 2
(2):e00281-14); 16 = Sb3-1 de P. polymyxa (GenBank acceso no. CP010268; Genome Announc. Marzo-abril de 2015;
3 (2): e00052-15); 17 = TD94 de P. polymyxa (GenBank acceso no. ASSA00000000); 17 = WLY78 de P. polymyxa
(GenBank acceso no. ALJV00000000); HPL-003 de P. terrae (GenBank acceso no. CP003107; NCBI Ref Seq
NC_016641.1); CR1 de P. polymyxa (GenBank acceso no. CP006941; Genome Announc. Enero-febrero de 2014; 2
(1): e01218-13).

La Figura 13 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de ADN del gen gyrB completo de las cepas de
Paenibacillus de la invencién con las cepas de Paenibacillus relacionadas después de la alineacion de multiples
secuencias. Los nimeros de cepa se describen en leyenda en la Fig. 12.

La Figura 14 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de ADN del gen recF completo de las cepas de
Paenibacillus de la invencién con las cepas de Paenibacillus relacionadas después de la alineacion de multiples
secuencias. Los numeros de las cepas se describen en leyenda a la Fig. 12.

La Figura 15 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de ADN del gen recN completo de las cepas de
Paenibacillus de la invencién con las cepas de Paenibacillus relacionadas después de la alineacion de multiples
secuencias. Los numeros de las cepas se describen en leyenda a la Fig. 12.

La Figura 16 muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de ADN del gen rpoA completo de las cepas de
Paenibacillus de la invencién con las cepas de Paenibacillus relacionadas después de la alineacion de multiples
secuencias. Los numeros de las cepas se describen en leyenda a la Fig. 12.

La Figura 17 muestra el dendrograma de maxima probabilidad con base en la secuencia del gen dnaN completo de
las cepas del complejo de P. polymyxa. La escala de 0,1 mostrada corresponde a intercambios de 1% de nucleétidos.

59



10

15

20

25

30

35

ES 2 732 578 T3

La Figura 18 muestra el dendrograma de méaxima probabilidad con base en la secuencia del gen gyrB completo de las
cepas del complejo de P. polymyxa. La escala de 0,1 mostrada corresponde a intercambios de 1% de nucleétidos.

La Figura 19 muestra el dendrograma de maxima probabilidad con base en la secuencia del gen recF completo de las
cepas del complejo de P. polymyxa. La escala de 0,1 mostrada corresponde a intercambios de 1% de nucleotidos.

La Figura 20 muestra el dendrograma de maxima probabilidad con base en la secuencia del gen recN completo de las
cepas del complejo de P. polymyxa. La escala de 0,1 mostrada corresponde a intercambios de 1% de nucleotidos.

La Figura 21 muestra el dendrograma de maxima probabilidad en funcién de la secuencia del gen rpoA completo de
las cepas del complejo de P. polymyxa. La escala de 0,1 mostrada corresponde a intercambios de 1% de nucleétidos.

La Figura 22 muestra la matriz del indice de aminoacidos (AAl) de genomas representativos del complejo de P.
polymyxa realizado de acuerdo con el Ejemplo 2.5. Los nimeros de las cepas se describen en la leyenda a la Fig. 12.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BASF SE

<120> Cepa de Paenibacillus
<130> 0000077456

<160> 3

<170> BiSSAP 1.2

<210> 1

<211> 1539

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>

<221> fuente

<222>1..1539

<223> /organismo=""Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota=" ADNr 16S de la cepa Lu16774 completa"/tipo de
molécula="otro ADN"

<220>
<221> no seguro
<222> 37, 58, 60, 65, 82, 87, 89, 204, 263, 645, 1020, 1264, 1457

<400> 1
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tttgatcctg gectcaggacg aacgectggeg gegtgentaa tacatgcaag tcgagegngn 60
ttatntagaa gcttgettet anaattnena geggeggacg ggtgagtaac acgtaggcaa 120
cctgcccaca agacagggat aactaccgga aacggtagcet aatacccgat acatcctttt 180
cctgcatggg agaaggagga aagncggagc aatctgtcac ttgtggatgg gecctgeggeg 240
cattagctag ttggtggggt aanggcctac caaggcgacg atgcgtagcc gacctgagag 300
ggtgatcgge cacactggga ctgagacacg gcccagactc ctacgggagg cagcagtagg 360
gaatcttccg caatgggcga aagcctgacg gagcaacgcec gcgtgagtga tgaaggtttt 420
cggatcgtaa agctctgttg ccagggaaga acgtcttgta gagtaactge tacaagagtg 480
acggtacctg agaagaaagc cccggctaac tacgtgccag cagccgeggt aatacgtagg 540
gggcaagcgt tgtccggaat tattgggegt aaagecgegeg caggeggcetce tttaagtcetg 600
gtgtttaatc ccgaggctca acttcgggtec gcactggaaa ctggngaget tgagtgcaga 660
agaggagagt ggaattccac gtgtagcggt gaaatgcgta gagatgtgga ggaacaccag 720
tggcgaaggce gactctctgg getgtaactg acgectgagge gcgaaagegt ggggagcaaa 780
caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatga atgctaggtg ttaggggttt 840
cgataccctt ggtgccgaag ttaacacatt aagcattccecg cctggggagt acggtcgcaa 900
gactgaaact caaaggaatt gacggggacc cgcacaagca gtggagtatg tggtttaatt 960
cgaagcaacg cgaagaacct taccaggtct tgacatccct ctgaccggtc tagagatagn 1020
cctttectte gggacagagg agacaggtgg tgcatggttg tcgtcagetce gtgtcgtgag 1080
atgttgggtt aagtcccgca acgagcgcaa cccttatget tagttgccag caggtcaage 1140
tgggcactct aagcagactg ccggtgacaa accggaggaa ggtggggatg acgtcaaatc 1200
atcatgcccce ttatgacctg ggctacacac gtactacaat ggccggtaca acgggaageg 1260
aagncgcgag gtggagccaa tcctagaaaa gccggtctca gttcggattg taggctgcaa 1320
ctcgectaca tgaagtcgga attgctagta atcgcggatc agcatgccge ggtgaatacg 1380
ttcecegggte ttgtacacac cgccegtcac accacgagag tttacaacac ccgaagtcegg 1440
tgaggtaacc gcaaggngcc agccgccgaa ggtggggtag atgattgggg tgaagtcgta 1500
acaaggtagc cgtatcggaa ggtgcggctg gatcacctce 1539

<210> 2

<211> 1545

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>

<221> fuente

<222>1..1545
<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa ssp. plantarum" /nota="ADNr 16S de la cepa Lu17007 completa" tipo de
molécula="otro ADN"

<220>
<221> no seguro
<222> 58, 60, 65, 82, 87, 645, 1020

<400> 2
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tttgatcctg
ttatntagaa
cctgeccaca
cctgcatggg
cattagctag
ggtgatcgge
gaatcttccg
cggatcgtaa
acggtacctg
gggcaagcgt
gtgtttaatc
agaggagagt
tggcgaaggce
caggattaga
cgataccctt
gactgaaact
cgaagcaacg
cctttectte
atgttgggtt
tgggcactct
atcatgcccece
aagccgcgag
ctcgecctaca
ttcecegggte
tgaggtaacc

acaaggtagc

<210> 3
<211> 1547
<212> ADN

gctcaggacg
gcttgettet
agacagggat
agaaggagga
ttggtggggt
cacactggga
caatgggcga
agctctgttg
agaagaaagc
tgtccggaat
ccgaggctca
ggaattccac
gactctctgg
taccctggta
ggtgccgaag
caaaggaatt
cgaagaacct
gggacagagg
aagtcccgea
aagcagactg
ttatgacctg
gtggagccaa
tgaagtcgga
ttgtacacac
gcaaggagcc

cgtatcggaa

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1547

<223> /organismo="Paenibacillus epiphyticus" /nota=" ADNr 16S de la cepa Lu17015 completa" /tipo de
molécula="otro ADN"

ES 2 732 578 T3

aacgctggcg
anataancta
aactaccgga
aagacggagc
aawggcctac
ctgagacacg
aagcctgacg
ccagggaaga
cccggctaac
tattgggegt
acttcgggtce
gtgtagcggt
gctgtaactg
gtccacgeceg
ttaacacatt
gacggggace
taccaggtct
agacaggtgg
acgagcgcaa
ccggtgacaa
ggctacacac
tcctagaaaa
attgctagta
cgeccgtceac
agccgccgaa

ggtgeggetg

gcgtgcctaa
gcggcggacg
aacggtagct
aatctgtcac
caaggcgacg
gcccagactce
gagcaacgcc
acgtcttgta
tacgtgccag
aaagcgcgcg
gcactggaaa
gaaatgcgta
acgctgaggce
taaacgatga
aagcattccg
cgcacaagca
tgacatccct
tgcatggttg
cccttatget
accggaggaa
gtactacaat
gcecggtctca
atcgcggatc
accacgagag
ggtggggtag

gatcacctce
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tacatgcaag
ggtgagtaac
aatacccgat
ttgtggatgg
atgcgtagec
ctacgggagg
gcgtgagtga
gagtaactgce
cagccgeggt
caggcggctce
ctggngagct
gagatgtgga
gcgaaagcgt
atgctaggtg
cctggggagt
gtggagtatg
ctgaccggtce
tcgtcagete
tagttgccag
ggtggggatg
ggccggtaca
gtteggattg
agcatgccge
tttacaacac

atgattgggg

tttect

tcgagcgngn
acgtaggcaa
acatccectttt
gcectgeggeg
gacctgagag
cagcagtagg
tgaaggtttt
tacaagagtg
aatacgtagg
tttaagtctg
tgagtgcaga
ggaacaccag
ggggagcaaa
ttaggggttt
acggtcgcaa
tggtttaatt
tagagatagn
gtgtcgtgag
caggtcaagc
acgtcaaatc
acgggaagcg
taggctgcaa
ggtgaatacg
ccgaagtcgg

tgaagtcgta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1545
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<220>
<221> no seguro
<222> 68, 87, 1024

<400> 3
tgagtttgat cctggctcag gacgaacgct ggcggegtge ctaatacatg caagtcgage 60
ggggttgntt agaagcttgc ttctaancaa cctagcggeg gacgggtgag taacacgtag 120
gcaacctgcc cacaagacag ggataactac cggaaacggt agctaatacc cgatacatcc 180
ttttcctgeca tgggagaagg aggaaagacg gagcaatctg tcacttgtgg atgggcctge 240
ggcgcattag ctagttggtg gggtaaagge ctaccaaggce gacgatgegt agccgacctg 300
agagggtgat cggccacact gggactgaga cacggcccag actcctacgg gaggcagcag 360
tagggaatct tccgcaatgg gcgaaagcct gacggagcaa cgccgcecgtga gtgatgaagg 420
ttttcggatc gtaaagctct gttgccaggg aagaacgtct tgtagagtaa ctgctacaag 480
agtgacggta cctgagaaga aagccccgge taactacgtg ccagcagecg cggtaatacg 540
tagggggcaa gcgttgtcecg gaattattgg gecgtaaageg cgecgcaggeg gcectctttaag 600
tctggtgttt aatceccgagg ctcaacttecg ggtcgcactg gaaactgggg agecttgagtg 660
cagaagagga gagtggaatt ccacgtgtag cggtgaaatg cgtagatatg tggaggaaca 720
ccagtggcga aggcgactct ctgggctgta actgacgctg aggcgcgaaa gcgtggggag 780
caaacaggat tagataccct ggtagtccac gccgtaaacg atgaatgcta ggtgttaggg 840
gtttcgatac ccttggtgce gaagttaaca cattaagcat tccgectggg gagtacggtce 900
gcaagactga aactcaaagg aattgacggg gacccgcaca agcagtggag tatgtggttt 960
aattcgaagc aacgcgaaga accttaccag gtcttgacat ccctctgace ggtctagaga 1020
tagncctttc cttcgggaca gaggagacag gtggtgcatg gttgtcgtca gctcegtgtceg 1080
tgagatgttg ggttaagtcc cgcaacgagc gcaaccctta tgcttagttg ccagcaggtce 1140
aagctgggca ctctaagcag actgccggtg acaaaccgga ggaaggtggg gatgacgtca 1200
aatcatcatg ccccttatga cctgggctac acacgtacta caatggccgg tacaacggga 1260
agcgaaatcg cgaggtggag ccaatcctag aaaagccggt ctcagttcgg attgtagget 1320
gcaactcgcce tacatgaagt cggaattgct agtaatcgecg gatcagcatg ccgeggtgaa 1380
tacgttcceg ggtcttgtac acaccgcccg tcacaccacg agagtttaca acacccgaag 1440
tcggtggggt aacccgcaag ggagccagcc gccgaaggtg gggtagatga ttggggtgaa 1500
gtcgtaacaa ggtagccgta tcggaaggtg cggctggatc acctcect 1547

<210> 4

<211> 1143

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.
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<220>

<221> fuente

<222>1..1143

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="dnaN de la cepa Lu16774" /tipo de
molécula="ADN"

10

15

20

<400> 4
atgaagatta gcattctgaa aaacgttttg aacgaggcca tacaacatgt atccaaagcg 60
atatccagtc gaacgacaat tccaattttg agtggtatta agctggatgt gaatcaccag 120
ggagtcacac tgaccgccag cgatacagac atctctattc aatcctttat tccgatggag 180
gatggtgacc aaacggtcgt tcagatcgaa caacccggca gtgtagtget acccecgctaaa 240
ttctttgtcg aaattatcaa aaagttgccg tctcaggaga tccgtatgga ggtaaaagac 300
caattccaaa cctttatcte atcecggtget actgaaattec agategttgg tttggaccecct 360
gaagaatttc cggtgcttcec caacattgaa gaaaatcaag tgatctctgt gccaggtgat 420
ttgcttaaaa atatgattaa acagacggta ttctccatct ctacccatga aacgacacct 480
attttgactg gtgtattgtg gaatctggct gagggcgaat tgaaatttgt cgcaacggac 540
cgccaccgece ttgeccacceg cagegetcat ttggagacgt ctgaaggett gegttttage 600
aatgttgtca ttgcaggcaa aacgctcaat gagctgagca gaattattcc ggatcaaaat 660
atgcttgtgg atatcgtcgt agcggacaat caggtattat ttaaggtgga tcgcecgtgtta 720
ttttactcte gcatcttgga cggcacctat cctgatactt ctagaattat tccgacttcecce 780
tacaaaacag aactgattgt ggacacaaaa agtttgagcg agtctattga ccgtgcecttat 840
ttgectgtece gtgaggaaaa aacgaatatt gtaaaaatgce aatcgttgga aaacggtgat 900
ctagagattt cctccagctc atctgaactt ggtaaagtgce gtgaggaagt aaatgtatcc 960
aaatttgagg gagagccact caaaatctcg ttcaactcca aatatatgcet cgacgtgctg 1020
aaggtaattg acagcgagca gctgacgatt gcttttaccg gcattatgag ccccattatt 1080
ttaaaaccgg cagattccag caatgegetg tatatcatce tgecatatcg cacaaccaac 1140
tag 1143

<210>5

<211> 1980

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1980

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="gyrB de la cepa Lu16774" /tipo de
molécula="ADN"

<400> 5

64



atggtcgaca
tatggcgegg
atgtacatcg
aacgcggtgg
gacggttctg
ggaattccta
tcgggatata
tcggaatgge
tattggcagg
ctgggcaata
cagtcaggaa
ctgaattccg
ttttatgagg
catgatgtta
tacaatgccg
gggggtacge
cgcaaaacag
ggtatgatgg
gatcagctgg
cagcgctttt
gcatccaaag
cgcagtgaaa
cgtaatgagt
gattccaaaa
aagttggcgg
ggggtaggaa
gatgcagata
atgaaagaac
acccgcaagt
aattacttaa
atgaaccctg
gttcagattg

gtggatccac

aaatcgactt
acgacattca
ggagcaccag
atgaacatct
ttacagtatc
cgcctcaagt
aaaagtccgg
ttgaagtgga
acaagaaggg
ctaacaagac
ttcattttaa
gccttegtat
gtggagcaag
ttcactttaa
gctacacaga
atgaaacagg
cgatgttgaa
ctgtaatcag
gtagtgcttce
tggaggaaaa
cgcgtgaage
gttctaattt
tatttatcgt
tccaggcaat
atattatgaa
ctgagttcac
cagatggcgce
tcattgatge
cgggtaagcet
aagaatttgg
atcagttatg
aggatgctge

gtaagecgcetg
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gtctgcggga
agtgctcgaa
ttecttcggga
cgccaagttt
agacaacggg
tgtattcacc
gggtctgcat
aatctaccgg
cgtggagcat
gggctcgaaa
ctacgatacg
tcagcttaaa
tcagtttgtt
tgccgagaaa
gacgattgcect
cttcaaaacc
ggaaaaggat
tgtcaagatg
ggcgeggagt
tccacagata
tgcacgtaag
gaatggcaaa
ggaaggcgat
tttgcegtta
aaatgatgag
gctggaagac
gcacattcaa
aggacgcata
cgaaacggtt
acgaaatttt
ggaaacgaca
caaagctgaa

gatcgtggaa

gcttececggta
gggcttgtgg
ctgcatcatt
tgctctegea
cgcggtatte
attttgcacg
ggggtaggtg
gacggcaaga
gtcggtgaac
attacattta
ctggctgaac
gacgaacgca
tecttttttga
gaagacattg
tcgttegtta
gcttacacte
aaaaacctgg
gccgaggttg
acagtggatg
gcgcaaacct
gctcgggacyg
ctgtcgectg
tcggetggag
aagggcaagc
tatcgtgcga
agcaattatt
gtactgttgt
tttattgcecte
cgttatgect
gagcttcaac
atgaatccceg
cgcegtgtgt

aacgtggatt
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T3

cacagaacgg
cagttcgcaa
tggtatggga
ttgatatcac
ctacgggaat
ccggaggtaa
cgtctgtaac
ttcaccgtca
cgaccacagg
aaccggatat
gccttcagga
gcggaaagtce
atgagggtaa
aagtggagat
actccattcc
gtatcatgaa
aaggtaacga
aatttgtcgg
ccatcgtatc
tgatcagaaa
aaatgecgttce
cgcagtctaa
gatcggccaa
cgatgaatcc
ttacggcagce
ccaaaatcat
tgacgttctt
agccgccatt
ggactgacga
gttataaagg
agtcacgcac
ccacattgat

tcacggaata

agcttcagaa
acggccgggce
aattgtagac
aatgcataag
gcacaaaatg
gtttggcggt
gaacgctctt
gcggtttgaa
ccttgaagtg
tcgegttttt
gattgetttt
agatgaatat
ggatgtactg
tgccatccaa
gacacgtggce
cgactatgca
tctgegtgag
tcagacaaaa
tgaacaaatg
ggcagttcaa
tggcaagaaa
ggattttaca
acaaggacgg
ggaaaaatca
gattggcgceg
cattatgacc
ttatcggtac
gtataaaata
gcagcttgat
actcggggag
cctgttgege
gggtgataag

cgtagagtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



10

15

20

<210>6
<211> 1116
<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1116

<223> /organismo=""Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="recF de la cepa Lu16774" /tipo de

molécula="ADN"

<400> 6

gtgtttgtga acaacattgt

gaattcgggce ccgttaattt

gaggcgattt
atttcttteg
atcagattgg
cagcgaaagc
ctggaaattg
caagttgecge
aataacctgce
gtatggaatg
ataacaaagc
gagttaaaat
ttattggage
atgactttgg
catacgtatg
atagaattaa
tccgagcetgg
acctttatca

atttatcacg

<210>7
<211> 1719
<212> ADN

ttgtattage
gggctactte
atctctegtt
tgagcgattt
tcaaaggaac
caggatattt
tcaagcaagc
agcaacttgt
tacaaaagtg
tagcctatgt
gatttatgat
cgggacccca
gctctcaggg
ttcatgagga
acccctatceg
cggcaaccgg

tccacgacgg

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1719

<223> /organismo=""Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="recN de la cepa Lu16774" /tipo de

molécula="ADN"

<400>7

ES 2 732 578 T3

tttgcagcag
gctgatcgga
cttaactaaa
cacacatcta
atccacacaa
tatcggttcg
accgggggtt
gtatcatttg
ttgggggaaa
tgagcatggt
ggcccaagec
tcecctettte
aaagttatcc
tcgtgatgat
gcagcagcgg
aattggggag
tcagactcag
gattgagacg

gcatgtggaa

taccggaact
caaaatgcgce
agtcaccgaa
gctgectgatg
ggcaaaaaag
ttaaacgtgg
cgccgeecggt
cagcaatatc
gatatggcgt
gttaaaattg
attcatgaag
ggtgagccag
caaatgaggg
ttggeccectttg
acgacggccc
tatcctatce
ctgatcgaga
ttgaacgcag

cactaa

66

ataaacagct
aaggcaaaac
cgtcecegtga
tggataagaa
caaagatcaa
tcatgtttge
ttcttgacat
agaaagtgct
ccgtgecagcet
taaaaaagcg
ggattgcagg
aggaagaaga
aacaggaaat
ccattaacgg
tgtctttgaa
tgctgetgga
ctttccaaag

aacgacttaa

ggagctgaat
gaatctggtt
caaggaatta
atacgggaaa
cgggctagag
gcccgaggat
ggaaattgga
ggttcagcgg
gatgctggag
gaaacaattt
tgggacagaa
tgaagctgtc
ccgccegtgge
cagagaagtg
gctggccgaa
tgatgtattg
caaggtacag

gggtgcccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1116



10

atgctggtca
tataaaggat
gcacttgggce
aaagccgaaa
gaggaacaag
gttcagggga
gaggtaggtg
gcggatcgec
gcgetttacce
caaagctcca
atcgctgegg
ctatcccata
agaggtggtc
gacagtaaaa
gatgcagcegt
catgaggtgg
atagagcaga
aaagatgagc
gagattgcectg
gtagagcagg
ccaattgaag
gggatagata
ggtaaaatcg
gcgegtceatg
cgtgcagctce
tccattactc
aatgttcatg
aaggaattgg

caggaaatgc

<210>8
<211> 945
<212> ADN

ctttgtctat
ttcatgtatt
tgattgcggg
tggaagcctt
ggattaaggc
aaagctcatc
agcaactcgt
atcttgegcet
gggagcgcta
gtcaaaaggce
cggagttaaa
gtgagaaaat
tggatacggt
gccttecagee
ttcaattacg
agcaacgttt
ttttggaata
ggctggagca
aagagcttac
aattaaaaga
atccacgtgg
atgcggaatt
cttceggtgg
atcaaattcc
agtccatage
atttgcegea
acggacggac
cacggatgcet

tgaatttgge

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente

ES 2 732 578

acggaatttg
gagcggagaa
cggcagggga
gtttgaattg
taatccagaa
tcgaattaac
taatatccac
gctggatacg
caatgetttt
ttatcageta
attgggtgaa
gatggatgga
caataacgtg
cattgecggag
ctcttategt
gaatcaaatt
ctatagccgt
gctcattgea
agaggcacgt
tcttecaaatg
atatgaatat
tctgattteg
tgagttatca
ggtgctcatt
cgagaagctt
ggtggcatgt
catgactcaa
gggtggggta

ggaaggaaag

gcagtcgtag
actggtgctg
tctgetgate
ccggtcaaac
gagcatttgce
ggtcagatgg
gggcagcatg
ttcggtgact
gtcaaagcgg
ttggacatgt
gatgaattat
gtatcaggag
ttgtccagat
cagattcaat
gaggatattg
accgggttac
attgagcagg
aagcgggatg
gaaatttgtg
gaaagaacgt
aaaggtctaa
cccaatccag
cgtatcatgt
tttgacgagg
tatcgtttgt
atggcagatc
attgagggac
gaaattaccg

aaagcctga

67

T3

aagctgtcga
gtaaatccat
tagtgecgtta
atcccegtttg
tgattcgtceg
ttaatttaac
agcatcaaag
cggtcattgg
aaaaagaagt
atcgetteca
tggcagagga
catacgagct
taaatgatgt
ctgctttcta
aatttaatcc
agcgaaaata
aaaccgatct
agttgctttce
ctgaagagct
cactcaaggt
aggtacgacc
gtgagccact
tggcgatgaa
tggataccgg
cttecegtttg
atcagtacct
taacggagga

aaaaaacatt

tgttcatttt
tattatcgac
cggatgtgat
gaatacgttg
agaacttaca
gatgctgegt
cttgctgegt
tccagtcaaa
aagagaattg
attggaagag
acgggtcaag
gttaagtggce
tcagagctac
tcagttggag
gggcaagctg
tggtgatagt
gttggaaaat
gaatttgcetg
tgcagagcaa
gcgtattgat
taccaagcaa
tcgececacte
aagtattttt
ggtaagtggt
tcaggtgttt
gattgagaaa
aggtecgtgtt

gcatcacgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1719
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<222>1..945
<223> /organismo=""Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="rpoA de la cepa Lu16774" /tipo de
molécula="ADN"

10

15

<400> 8
gtgatagaaa tcgaaaagcc gaaaattgag acggttgacg tcaatgatga tggcacctat 60
ggaaaattcg tagtagaacc gctggaacgc ggatacggta cgacgecttgg gaactcgett 120
cgcegtatte tgttatcctce gttaccgggg gcagcagtca catcggttca gatcgatggg 180
gttctgcacg agtttgcaac ggttcccggt gtgaaggaag acgtaacgga gatcattctg 240
aacttgaaag ctttatcget taaaatccac tcagatgaag agaaagtact tgaaatcgat 300
gcggaaggcg aaggagttgt aacggcaggt gatatccgtg cggatagtga tgtggaaatt 360
cttaatccgg atcttcacat tgcaacgctc ggaccgggtt cgagacttca catgcecgtatt 420
tttgccaatec gecggtcecgegg ttacgttaag caggatcgga ataaacgtga tgaccagecg 480
atcggcgtca ttccecgtcga ctccatctac actccgattg cacgegtgaa ctacggcegta 540
gaaaatacgce gtgtcggcca ggttacgaat tatgacaagc tgacacttga ggtttggact 600
gacggaacta ttcgtcctga agaagctgtg agccttggag ccaaaatttt gaccgagcecat 660
gtgatgctat tcgtgggtct cacggatgaa gcaaaagatg cagaaattat ggtcgaaaaa 720
gaagaagaca aaaaagaaaa agttcttgaa atgacgatcg aagagctgga tctcteccegtce 780
cgttcctata actgccttaa gecgegetggt atcaatacgg tacaagaact cacgactaaa 840
tctgaagaag atatgatgaa ggtccgtaac ttgggtcgca aatctttgga agaagtacaa 900
gagaagctcg aggaacttgg tttaggactt cgtacggaag aatag 945

<210>9

<211> 1143

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1143

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="dnaN de la cepa Lu17007" /tipo de
molécula="ADN"

<400>9

68



10

atgaagatta
atatccagtc
ggagtcacac
gatggtgacc
ttetttgteg
caattccaaa
gaagaatttc
ttgcttaaaa
attttgactg
cgccaccgec
aatgttgtca
atgcttgtgg
ttttactctc
tacaaaacag

ttgectgtecece

ctagagattt
aaatttgagg
aaggtaattg
ttaaaaccgg

tag

<210> 10
<211> 1980
<212> ADN

gcattctgaa
gaacgacaat
tgaccgceccag
aaacggtcgt
aaattatcaa
cctttatcte
cggtgettee
atatgattaa
gtgtattgtg
ttgccaccceg
ttgcaggcaa
atatcgtegt
gcatcttgga
aactgattgt

gtgaggaaaa

cctccagete
gagagccact
acagcgagca

cagattccag

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1980

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="gyrB de la cepa Lu17007" /tipo de

molécula="ADN"

<400> 10

ES 2 732 578

aaacgttttg
tccaattttg
cgatacagac
tcagatcgaa
aaagttgcceg
atcecggtget
caacattgaa
acagacggta
gaatctggct
cagcgcectceat
aacgctcaat
agcggacaat
cggcacctat
ggacacaaaa

aacgaatatt

atctgaactt
caaaatctcg
gctgacgatt

caatgcgcetg

aacgaggcca
agtggtatta
atctctatte
caacccggca
tctcaggaga
actgaaattce
gaaaatcaag
ttctccatct
gagggcgaat
ttggagacgt
gagctgagca
caggtattat
cctgatactt
agtttgagceg
gtaaaaatgce
ggtaaagtgc
ttcaactcca
gcttttaceg

tatatcatcce

69

T3

tacaacatgt
agctggatgt
aatcctttat
gtgtagtgct
tccgtatgga
agatcgttgg
tgatctctgt
ctacccatga
tgaaatttgt
ctgaaggctt
gaattattcc
ttaaggtgga
ctagaattat
agtctattga
aatcgttgga
gtgaggaagt
aatatatgct
gcattatgag

tgccatatceg

atccaaagceg
gaatcaccag
tccgatggag
acccgctaaa
ggtaaaagac
tttggaccct
gccaggtgat
aacgacacct
cgcaacggac
gcgttttage
ggatcaaaat
tcgegtgtta
tccgacttece
ccegtgettat

aaacggtgat

aaatgtatcc
cgacgtgetg
ccccattatt

cacaaccaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1140

1143



atggtcgaca
tatggcgegg
atgtacatcg
aacgcggtgg
gacggttctg
ggaattccta
tcgggatata
tcggaatgge
tattggcagg
ctgggcaata
cagtcaggaa
ctgaattccg
ttttatgagg
catgatgtta
tacaatgcceg
gggggtacgce
cgcaaaacag

ggtatgatgg

gatcagctgg

aaatcgactt
acgacattca
ggagcaccag
atgaacatct
ttacagtatc
cgcctcaagt
aaaagtccgg
ttgaagtgga
acaagaaggyg
ctaacaagac
ttcattttaa
gcecttegtat
gtggagcaag
ttcactttaa
gctacacaga
atgaaacagg
cgatgttgaa
ctgtaatcag

gtagtgcttce
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gtctgcggga
agtgctcgaa
ttctteggga
cgccaagttt
agacaacggg
tgtattcacc
gggtctgcat
aatctaccgg
cgtggagcat
gggctcgaaa
ctacgatacg
tcagcttaaa
tcagtttgtt
tgccgagaaa
gacgattgcet
cttcaaaacc
ggaaaaggat
tgtcaagatg

ggcgcggagt

gctteceggta
gggcttgtgg
ctgcatcatt
tgctctcegea
cgcggtatte
attttgcacg
ggggtaggtg
gacggcaaga
gtcggtgaac
attacattta
ctggctgaac
gacgaacgca
tcttttttga
gaagacattg
tcgttegtta
gcttacactce
aaaaacctgg
gccgaggttg

acagtggatg

70

T3

cacagaacgg
cagttcgcaa
tggtatggga
ttgatatcac
ctacgggaat
ccggaggtaa
cgtctgtaac
ttcaccgtca
cgaccacagg
aaccggatat
gcecttcagga
gcggaaagtce
atgagggtaa
aagtggagat
actccattcc
gtatcatgaa
aaggtaacga
aatttgtecgg

ccatcgtatc

agcttcagaa
acggccggge
aattgtagac
aatgcataag
gcacaaaatg
gtttggcggt
gaacgctctt
gcggtttgaa
ccttgaagtg
tcgegttttt
gattgetttt
agatgaatat
ggatgtactg
tgccatccaa
gacacgtggce
cgactatgca
tctgegtgag
tcagacaaaa

tgaacaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



10

cagcgcetttt
gcatccaaag
cgcagtgaaa
cgtaatgagt
gattccaaaa
aagttggcgg
ggggtaggaa
gatgcagata
atgaaagaac
acccgcaagt
aattacttaa
atgaaccctg
gttcagattg

gtggatccac

tggaggaaaa
cgcgtgaage
gttctaattt
tatttatcgt
tccaggcaat
atattatgaa
ctgagttcac
cagatggecge
tcattgatgce
cgggtaagct
aagaatttgg
atcagttatg
aggatgctge

gtaagcgetg
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tccacagata
tgcacgtaag
gaatggcaaa
ggaaggcgat
tttgeegtta
aaatgatgag
gctggaagac
gcacattcaa
aggacgcata
cgaaacggtt
acgaaatttt
ggaaacgaca
caaagctgaa

gatcgtggaa

gcgcaaacct
gctcgggacg
ctgtcgectg
tcggctggag
aagggcaagc
tatcgtgcga
agcaattatt
gtactgttgt
tttattgctce
cgttatgecct
gagcttcaac
atgaatccceg
cgecegtgtgt

aacgtggatt

tgatcagaaa
aaatgcgttc
cgcagtctaa
gatcggccaa
cgatgaatcc
ttacggcage
ccaaaatcat
tgacgttett
agccgceccatt
ggactgacga
gttataaagg
agtcacgcac
ccacattgat

tcacggaata

<210> 11

<211> 1116

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1116

<223> /organismo=""Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="recF de la cepa Lu17007" /tipo de

molécula="ADN"

<400> 11

gtgtttgtga
gaattcgggce
gaggcgattt
atttctttceg
atcagattgg
cagcgaaagc
ctggaaattg
caagttgcge
aataacctge
gtatggaatg

ataacaaagc

acaacattgt
ccgttaattt
ttgtattagce
gggctactte
atctctegtt
tgagcgattt
tcaaaggaac
caggatattt
tcaagcaagce
agcaacttgt

tacaaaagtg

tttgcagcag
gctgatcgga
cttaactaaa
cacacatcta
atccacacaa
tatcggtteg
accgggggtt
gtatcatttg
ttgggggaaa
tgagcatggt

ggcccaagec

taccggaact
caaaatgcgc
agtcaccgaa
gctgctgatg
ggcaaaaaag
ttaaacgtgg
cgecegeeggt
cagcaatatc
gatatggcgt
gttaaaattg

attcatgaag

71

ataaacagct
aaggcaaaac
cgtcecgtga
tggataagaa
caaagatcaa
tcatgtttge
ttcttgacat
agaaagtgct
ccgtgcaget
taaaaaagcg

ggattgcagg

ggcagttcaa
tggcaagaaa
ggattttaca
acaaggacgg
ggaaaaatca
gattggcgeg
cattatgacc
ttatcggtac
gtataaaata
gcagcttgat
actcggggag
cctgttgege
gggtgataag

cgtagagtag

ggagctgaat
gaatctggtt
caaggaatta
atacgggaaa
cgggctagag
gcccgaggat
ggaaattgga
ggttcagcgg
gatgctggag
gaaacaattt

tgggacagaa

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gagttaaaat
ttattggagce
atgactttgg
catacgtatg
atagaattaa
tccgagetgg
acctttatca

atttatcacg

<210> 12
<211> 1719
<212> ADN

tagecctatgt
gatttatgat
cgggacccca
gctctcaggg
ttcatgagga
acccctatceg
cggcaaccgg

tccacgacgg

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1719

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="recN de la cepa Lu17007" /tipo de
molécula="ADN"

<400> 12

atgctggtca
tataaaggat
gcacttgggce
aaagccgaaa
gaggaacaag
gttcagggga
gaggtaggtg
gcggatcgece
gcgetttacce
caaagctcca
atcgctgcegg
ctatcccata
agaggtggtc
gacagtaaaa
gatgcagegt

catgaggtgg

ctttgtctat
ttcatgtatt
tgattgcggg
tggaagcctt
ggattaagge
aaagctcatc
agcaactcgt
atcttgecgcet
gggagcgcta
gtcaaaaggc
cggagttaaa
gtgagaaaat
tggatacggt
gcecttecagece
ttcaattacg

agcaacgttt

ES 2 732 578 T3

tccctettte
aaagttatcc
tcgtgatgat
gcagcagcgg
aattggggag
tcagactcag
gattgagacg

gcatgtggaa

acggaatttg
gagcggagaa
cggcagggga
gtttgaattg
taatccagaa
tcgaattaac
taatatccac
gctggatacg
caatgcetttt
ttatcagcta
attgggtgaa
gatggatgga
caataacgtg
cattgecggag
ctcttategt

gaatcaaatt

ggtgagccag
caaatgaggg
ttggecetttg
acgacggccce
tatcctatce
ctgatcgaga
ttgaacgcag

cactaa

gcagtcgtag
actggtgctg
tctgetgate
ccggtcaaac
gagcatttgce
ggtcagatgg

gggcagcatg

ttecggtgact
gtcaaagcgg
ttggacatgt
gatgaattat
gtatcaggag
ttgtccagat
cagattcaat
gaggatattg

accgggttac

72

aggaagaaga
aacaggaaat
ccattaacgg
tgtctttgaa
tgctgetgga
ctttccaaag

aacgacttaa

aagctgtcga
gtaaatccat
tagtgecgtta
atcccgtttg
tgattegteg
ttaatttaac
agcatcaaag
cggtcattgg
aaaaagaagt
atcgcttcca
tggcagagga
catacgagct
taaatgatgt
ctgctttcta
aatttaatcc

agcgaaaata

tgaagctgtc
ccgecgtgge
cagagaagtg
gctggccgaa
tgatgtattg
caaggtacag

gggtgcccat

tgttcatttt
tattatcgac
cggatgtgat
gaatacgttg
agaacttaca
gatgctgcgt
cttgctgegt
tccagtcaaa
aagagaattg
attggaagag
acgggtcaag
gttaagtggce
tcagagctac
tcagttggag
gggcaagctg

tggtgatagt

720
780
840
900
960
1020
1080

1116

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

960
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73

atagagcaga ttttggaata ctatagccgt attgagcagg aaaccgatct gttggaaaat 1020
aaagatgagc ggctggagca gctcattgca aagcgggatg agttgectttc gaatttgetg 1080
gagattgctg aagagcttac agaggcacgt gaaatttgtg ctgaagagct tgcagagcaa 1140
gtagagcagg aattaaaaga tcttcaaatg gaaagaacgt cactcaaggt gcgtattgat 1200
ccaattgaag atccacgtgg atatgaatat aaaggtctaa aggtacgacc taccaagcaa 1260
gggatagata atgcggaatt tctgatttcg cccaatccag gtgagccact tcgcccactce 1320
ggtaaaatcg cttcecggtgg tgagttatca cgtatcatgt tggcgatgaa aagtattttt 1380
gcgegtcatg atcaaattcce ggtgcectcatt tttgacgagg tggataccgg ggtaagtggt 1440
cgtgcagcete agtccatage cgagaagett tatcgtttgt cttecgtttg tcaggtgttt 1500
tccattactc atttgccgca ggtggcatgt atggcagatc atcagtacct gattgagaaa 1560
aatgttcatg acggacggac catgactcaa attgagggac taacggagga aggtcgtgtt 1620
aaggaattgg cacggatgct gggtggggta gaaattaccg aaaaaacatt gcatcacgca 1680
caggaaatgc tgaatttggc ggaaggaaag aaagcctga 1719

<210> 13

<211> 945

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>

<221> fuente

<222>1..945

<223> /organismo="Paenibacillus polymyxa spp. plantarum" /nota="rpoA de la cepa Lu17007" /tipo de

molécula="ADN"

<400> 13
gtgatagaaa tcgaaaagcc gaaaattgag acggttgacg tcaatgatga tggcacctat 60
ggaaaattcg tagtagaacc gctggaacgc ggatacggta cgacgcttgg gaactcgett 120
cgeccgtatte tgttatcete gttaccgggg gecagcagtca catcggttca gatcgatggg 180
gttctgcacg agtttgcaac ggttccecggt gtgaaggaag acgtaacgga gatcattcetg 240
aacttgaaag ctttatcget taaaatccac tcagatgaag agaaagtact tgaaatcgat 300
gcggaaggceg aaggagttgt aacggcaggt gatatccegtg cggatagtga tgtggaaatt 360
cttaatccgg atcttcacat tgcaacgectc ggaccgggtt cgagacttca catgegtatt 420
tttgccaatc geggtcecgegg ttacgttaag caggatcgga ataaacgtga tgaccagecg 480
atcggegtca ttceccecgtega ctcecatctac actecgattg cacgegtgaa ctacggegta 540
gaaaatacgc gtgtcggcca ggttacgaat tatgacaage tgacacttga ggtttggact 600
gacggaacta ttcgtcctga agaagetgtg agecttggag ccaaaatttt gaccgagcecat 660
gtgatgctat tcgtgggtct cacggatgaa gcaaaagatg cagaaattat ggtcgaaaaa 720
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15

gaagaagaca aaaaagaaaa agttcttgaa atgacgatcg aagagctgga tctctccegtce
cgttectata actgecttaa gegegetggt atcaatacgg tacaagaact cacgactaaa

tctgaagaag atatgatgaa ggtccgtaac ttgggtcgca aatctttgga agaagtacaa

ES 2 732 578 T3

gagaagctcg aggaacttgg tttaggactt cgtacggaag aatag

<210> 14
<211> 1143
<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1143

<223> /organismo=""Paenibacillus epiphyticus" /nota="dnaN de la cepa Lu17015"/tipo de molécula="ADN"

<400> 14

atgaagatca gcattctgaa
atatcaagtc ggactacgat
ggagtaacgc tgaccgcecag
gatggtgacc aaactgttgt
ttetttgteg aaattatcaa
caatttcaaa cctttatctce
gaagaattcc cggtgcttcce
ttacttaaaa atatgattaa
attttaactg gecgtgttgtg
cgccaccgee ttgeccaccceg
aatgttgtca ttgcgggcaa
atgecttgtgg atatcgtagt
ttttattcece gecatettgga
tacaaaacag aactgattgt
ttgectgtcee gtgaggaaaa
ttggagattt cctctagttce
aaatttgagg gagagccgcect
aaggtgattg acagcgagca
ttaaaaccgg ctgattccag

tga

<210> 15
<211> 1980
<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

aaacgttttg
tccaattctg
cgatacagac
tcaggtcgaa
aaagttgccg
gtctggcgeca
caacattgaa
acagacggta
gaatctggcet
tagcgctcat
aacgctgaat
agcggacaat
cggcacctat
ggatacaaaa
aacgaatatt
ctctgagcett
caaaatttcg
gctgacgatt

caatgcgcectg

aacgaggcta
agtggtatta
atctccattc
caacccggca
tcgcaggaga
actgaaattc
gaaaatcaag
ttctccatct
gagggtgaat
ttggagacgt
gagctgagca
caggtattat
cctgatactt
agtttaagtg
gtaaaaatgc
ggcaaagtgc
ttcaactcta
gcttttaceg

tatatcatcc

74

tacaacatgt
agctggatgt
aatcctttat
gtgttgtgcet
tccatatgga
agattgttgg
tcatctctgt
ccacccacga
tgaagtttgt
ctgaaggctt
gaattattcc
tcaaagtaga
ctagaattat
agtcaattga
agtcgctgga
gtgaggaagt
aatacatgcet
gcattatgag

tgccatatcg

atccaaagcg
gaatcaccag
tccgatggag
gcctgcecaaa
ggtaaaagac
cttggaccct
accaggagat
aacgacaccg
ggcaacggac
gcgttttage
agatcaaaat
tecgggtgceta
tcecgacctece
ccgtgettat
aaatggcggt
aactgtgtcc
cgacgtgetg
ccccattatt

cacaaccaac

780

840

900

945

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1143
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<220>

<221> fuente

<222>1..1980

<223> /organismo=""Paenibacillus epiphyticus" /nota="gyrB de la cepa Lu17015"/tipo de molécula="ADN"

75

<400> 15
atggtcgaca aaatcgactt gtctgcggga gtgtccggca cacaaagcgg agcttcggaa 60
tatggcgecgg acgacattca agtgctcgaa gggettgtgg cagttcgcaa acggecgggce 120
atgtacatcg ggagcaccag ttcecttecgggg ctgcatcatt tggtatggga aattgtagac 180
aacgcggtgg atgaacatct cgccaagttt tgctctegeca ttgatattac aatgcataag 240
gacggttccg ttacagtatc agacaacggg cgcggtattc ctacgggaat gcacaaaacg 300
ggaattccta cgcctcaggt tgtattcacc attttgcacg ccggaggtaa gtttggeggt 360
tcgggatata aaaaatccgg gggtctgcac ggtgtaggtg cgtctgtaac gaacgetett 420
tcggaatgge ttgaagtaga aatttaccgg gacggcaaga ttcaccgtca geggtttgaa 480
tattggcagg acaagaaggg cgtggagcat gtcggggaac cgaccacagg ccttgaagtg 540
ctgggcaata ctaacaagac gggctcgaaa attacattta aaccggatat tcgtgttttt 600
caggcaggca ttcattttaa ctacgatacg ttggctgage gecttcagga aattgetttt 660
ctaaattcgg gccttegtat tcaacttaaa gacgaacgca gcggaaagtc agatgagtat 720
ttttatgagg gtggcgcaag tcagtttgtt gcttttetga atgagggcaa ggatgtgetg 780
catgacgtta ttcactttaa tgccgagaaa gaagacattg aagtagagat tgccatccag 840
tacaatgctg gttatacaga gacgattgct tcgttcgtta actccattcc gacacgtgga 900
ggaggtacgc atgaaacggg attcaaaacc gcttacactce gtgtcatgaa cgactatgcce 960
cggaaaacgg tgatgttgaa agaaaaggat aaaaacttgg agggcaacga tctacgtgag 1020
ggcatgatgg ctgtaatcag tgtcaagatg gctgaggttg aatttgtcgg ccagacaaag 1080
gatcagctgg gaagcgcttc ggcacggagt acagtggatg ccatcgtatc tgagcagatg 1140
cagcgttttt tggaagaaaa tccgcagata gcacaaactt tgatcaagaa ggcagttcaa 1200
gcatccagag cacgtgaagc tgcacgtaaa gctcgggatg aaatgegttc cggtaaaaag 1260
cgcagtgaaa gttccaattt gaatggtaaa ctatcgcectg cgcagtccaa ggattttaca 1320
cgtaatgagt tgtttattgt ggaaggcgat tcggctggag gatcagccaa gcagggacgg 1380
gattccaaaa ttcaggccat attgccgcta aagggcaagce cgatgaatcc ggaaaaatcce 1440
aaactggcgg atattatgaa gaatgatgag taccgtgcta ttacagcage tattggtgceg 1500
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ggagtaggaa
gatgcagata
atgaaagagc
actcgaaagt
aattatttaa
atgaaccctg
gttcagatag

gtggatcecge

<210> 16
<211> 1116
<212> ADN

cagagttttc
cagatggtgce
ttattgatgce
cgggtaagct
aagaatttgg
atcagttatg
aggatgcagce

gcaagcgctg

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1116

<223> /organismo=""Paenibacillus epiphyticus" /nota="recF de la cepa Lu17015"/tipo de molécula="ADN"

<400> 16

gtgtttgtga
gaatttgggc
gaggcaattt
atctcttteg
atcagactgg
cagcgcaaac
ctggaaattg
caggttgcge
aacaacctgce
gtatggaatg
ataacaaagc
gagttaaaat
ttattggagc
atgactttgg
catacgtatg
atagagttaa
tccgagetgg
acctttatca

atttatcacg

acaacattgt
ccgttaattt
ttgtactgge
gggctacttce
atctcgegtt
tgagcgattt
tgaaaggaac
caggatatct
tcaagcaagc
agcaacttgt
tacaaaagtg
taacctatgt
gatttatgat
cgggacccca
gctctcaggg
ttcatgagga
acccctatceg
cggcaaccgg

tccacgacgg

ES 2 732 578 T3

gctggaagac
gcacattcaa
aggacgcata
cgaaacggtg
acgaaatttt
ggaaacaacg
caaggctgaa

gatcgtggaa

tttgcagcag
gctgatcgga
tttaaccaaa
cactcaccta
atccacacaa
tatcggttcg
accgggggtt
gtatcatttg
ttggggtaag
tgagcatggt
ggctcaggcece
tccctectte
aaagttatcc
tcgtgacgat
gcagcagegg
aattggtgaa
tcagacccag
ggttgagact

gcatgtggaa

agcaattatt
gtgctgttgt
tttattgectce
cgttatgett
gagcttcagce
atgaatcccg
cgcagggtgt

aacgtagatt

taccggaact
caaaatgcgce
agtcatcgaa
gctgcggatg
ggcaaaaaag
ttaaatgtgg
cgcecgecggt
cagcaatatc
gatatggcgt
gttaaaattg
attcatgaag
agtgagccag
caaatgaggg
ttggeetttyg
acgacggccc
tatcectgtcet
ctgatcgaga
ttgaacgcag
cactaa

76

ccaaaatcat
tgacgttett
aaccgccatt
ggactgacga
gctataaagg
attcacgcac
ccactttgat

ttacggaata

atgaacagct
agggcaaaac
cgtececgega
tggataaaaa
caaagatcaa
tcatgtttge
ttcttgacat
agaaagtatt
cagtgcagct
ttaaaaagcg
ggatcgecagg
aggaagaaga
aacaggaaat
ccattaacgg
tgtcecttgaa
tgctgcectgga
ctttccaaag

aacgactcaa

cattatgacc
ttatcggtac
gtataaaata
gcagcttgat
acttggggaa
cttgctacge

gggtgataag

cgtagagtag

ggagctgaat
gaatctggta
caaggagtta
atacgggaaa
cggactggag
acctgaggat
ggaaatcgga
ggttcagcga
gatgctggag
gaaacaattt
tgggacagaa
tgaagctgtc
ccgeecgtgge
cagagaagtg
gttggccgaa
tgatgttttg
caaggtacag

ggatgccaat

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1116
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<210>
<211>
<212>

17
1719
ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221>
<222>

fuente
1..1719

ES 2 732 578 T3

<223> /organismo=""Paenibacillus epiphyticus" /nota="recN de la cepa Lu17015 " /tipo de molécula="ADN"

<400>

17

atgctggtca
tataaagggt
gcgettggee
aaagcagaga
gaggaacaag
gttcagggga
gaggtaggtg
gcagatcecgee
acgctttacc
caaagctcca
atcgctgecgg
ctatcccata
agaggtgggc
gacagcaaaa
gacgcagcat
catgaagtgg
atagagcaga
aaagatgagc
gagatttcag
gtggagcagg
ccaattgaag

ggaattgata

ctttgtcectat
ttcatgtett
tgattgcagg
tggaagccett
ggattaaggc
aaagctcttce
agcagctcgt
atctggeget
gtgagcgtta
gtcaaaaggc
cggagttgaa
gtgagaaaat
tggatacgat
gcettcagece
tccaattacg
agcaacgttt
ttttggaata
ggctggagca
aagagcttac
agttaaaaga
atccacgcgg

atgcggaatt

acggaatttg
gagcggggaa
cggtaggggc
gtttgagctg
caatgcggag
tcgaattaac
caatatccac
gctggatacg
caatgcetttt
ttatcagett
attgggagaa
gatggatggg
caataacgta
cattgcggag
ttcttatcegt
gaatcaaatt
ctatagccgt
gctcattgeca
agaagcacgt
cctgcagatg
atatgagtat

tcttatttca

gcggtcgtag
acaggtgctg
tctgctgatce
ccggtaaaac
gagcatttgce
ggtcagatgg
gggcaacatg
tteggtgatt
gtcaaagcgg
ttggatatgt
gatgaattat
atatcaggag
ttgtctagat
cagattcagt
gaggatattg
accggattac
attgagcagg
aaacgggatg
gaaatttgtg
gaaagaacgt
aaaggtctga

cccaatccag

77

aggccgtcga
gtaaatccat
tagtgcgtta
atccagtttg
tgattcgteg
ttaatttaac
agcatcaaag
cggtgategg
aaaaagaagt
accgatttca
tggcagagga
catacgaact
tgaacgatgt
ctgcttttta
aatttaatcc
agcgaaaata
aaaccgatct
agttgcettte
ctgaagagct
cactcaaggt
aggtaaggcc

gtgagccact

tgttcatttt
tattatcgat
cggttgtgat
gaaaacactt
cgaacttacg
gatgctgegt
cctgctacgt
tccagtcaaa
aagagaactg
attagaagag
acgggtcaag
gctaagegge
ccaaagctat
ccagttagag
aggcaagctg
tggtgatagt
gctggaaaat
cgatttgctg
tgcagagcaa
gcgcattgat
taccaagcaa

acgtccactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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ggtaagatcg
gcgegtceatg
cgtgcagcetc
tccattactc
aatgttcatg
aaggaattgg

caggaaatgc

cttcaggcegg
atcaaattcc
aatccattge
atttgccaca
atggacggac
cacggatgct

tgaatttggce

ES 2 732 578

tgagctatca
agtactcatt
cgagaagcta
ggtggcatgt
catgactcaa
gggcggegtg

ggaaggaaag

<210> 18

<211> 945

<212> ADN

<213> Paenibacillus sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..945

<223> /organismo=""Paenibacillus epiphyticus" /nota="rpoA de la cepa Lu17015 " /tipo de molécula="ADN"

<400> 18

gtgatagaaa
ggaaaattcg
cgcegtatte
gttctgcacg
aacttgaaag
gcggaaggcg
cttaatcegg
tttgccaatc
atcggcgtca
gaaaatacgc
gacggaagta
gtgatgttgt
gaagaagaca
cgttecctata
tctgaagaag

gagaagctcg

tcgaaaagcc
tagtagaacc
tgttatcctce
agtttgcaac
ctttatcgcet
aaggagttgt
atcttcacat
gcggtcgegg
ttcecegtega
gtgtcggcecca
ttcgtceccga
tcgtgggtcet
agaaagaaaa
actgccttaa
atatgatgaa

aggaacttgg

gaaaattgag
gctggaacge
gttaccgggg
ggttceceggt
taaaatccac
aacggcagga
tgctacgete
ttacgttaag
ctccatctac
ggttacgaat
ggaagcagtg
cacggacgag
agttcttgaa
gcgegetggt
ggtccgtaac

tttaggactt

cgtatcatgt
tttgacgagg
tatcgtttat
atggcagatc
attgagggac
gaaattaccg

aaagcctga

acggttgacg
ggatacggta
gcagcagtca
gtgaaggaag
tcggatgaag
gatatcecgtg
ggaccgggtt
caggatcgga
actccgattg
tacgacaagc
agccttggag
gcaaaagatg
atgacgatcg
atcaatacgg
ttgggtcgcea

cgtacggaag

78

T3

tggcgatgaa
tggataccgg
cttecegtttg
atcagtacct
ttacggagga

aaaaaacatt

tcaatgatga
cgacgttggg
catcggttca
acgtaacgga
agaaagtact
cggatagtga
cgagacttca
acaaacgtga
cacgcgtgaa
tgacacttga
ccaaaatttt
ctgaaattat
aagagctgga
tacaagaact
aatctttgga

aatag

aagtattttt
ggtgagtggt
tcaggtgttt
tattgagaaa
cgggcgtgte

gcatcacgca

tggcacctat
aaactcgcett
gatcgatggg
gatcattctg
cgaaatcgat
tgtggaaatt
catgcgtatt
tgaccagcceg
ctacggcgta
ggtttggact
gaccgagcat
ggttgaaaaa
tctecteegte
cacgactaaa

agaagtacaa

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1719

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

945
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa de Paenibacillus, que se selecciona del grupo que consiste en:
a) cepa Lu16774 depositada en DSMZ bajo el niumero de acceso DSM 26969;
b) cepa Lu17007 depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26970; y
c) cepa Lu17015 depositada en DSMZ bajo el nimero de acceso DSM 26971.

2. La cepa de Paenibacillus de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha cepa de Paenibacillus tiene actividad
antifungica contra al menos dos de los patdégenos de la planta seleccionado del grupo que consiste en Alternaria spp.,
Botrytis cinerea, Phytophthora infestans 'y Sclerotinia sclerotiorum.

3. La cepa de Paenibacillus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha cepa de
Paenibacillus produce al menos uno de los siguientes compuestos:

OH

\) lle
H
N 0 (CH) \n’ Hz " N N HOYY(C“T‘ENYN e
12
?(\N - Y\( | 5 OJ\/N H OH NH

0© NH OH HN"S0
H o HO o Thr1
Thr1 o H/\o
Thr2
H N, N
N [e] 1B
1A Ala
Ala J: Gin
0% NH, .
’ ’
en un medio de crecimiento que comprende al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrogeno.

4. La cepa de Paenibacillus de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicha cepa de Paenibacillus es ademas
capaz de producir al menos tres compuestos seleccionados del grupo que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B,
fusaricidina C, fusaricidina D, LI-F06a, LI-FO6b y LI-FO8b .

5. La cepa de Paenibacillus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha cepa de
Paenibacillus comprende al menos uno de los siguientes compuestos:

H

—Q

x
| lle

\

Tyr H

_N_ _NH, yr (CHm»
NHOYY(CHZ)” Y NH W

H
N
NH Ao 0 o7 NH OH
OH HN o
HN oooﬁNH
0
0

Thr1
\)\f Thr1

g o Thr2
T2 ouuN N j/§ 1B
H2N Asn Ala
0 NH,

6. La cepa de Paenibacillus de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicha cepa de Paenibacillus comprende
ademas al menos tres compuestos seleccionados del grupo que consiste en fusaricidina A, fusaricidina B, fusaricidina
C, fusaricidina D, LI-F06a, LI-FO6b y LI-FO8b.

7. Un cultivo sustancialmente purificado de una cepa de Paenibacillus como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. Un caldo de cultivo completo o un extracto sin células de una cepa de Paenibacillus como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende al menos un compuesto de féormula | o una de sus sales
agricolamente aceptables como se define en las reivindicaciones 9y 10.

9. Un compuesto de férmula |

79



10

15

20

25

30

ES 2 732 578 T3

en donde

R se selecciona del acido 15-guanidino-3-hidroxipentadecanoico y del acido 12-guanidinododecanoico;
X' es treonina;

X2 es isoleucina;

X3 es tirosina;

X* es treonina;

X5 se selecciona de glutamina y asparagina;

X8 es alanina; y

en donde una flecha define un enlace sencillo amida entre la fraccion carbonilo de R y el grupo amino del aminoacido
X' o entre el grupo carbonilo de un aminodcido y el grupo amino de un aminoéacido vecino, en donde la punta de la
flecha indica la unién al grupo amino de dicho aminoacido X' o de dicho aminoécido vecino; y en donde la linea sencilla
sin una punta de flecha define un enlace sencillo éster entre el grupo carbonilo de X® y el grupo hidroxilo de X'; o una
de sus sales agricolamente aceptables.

10. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 9, seleccionado de los compuestos 1Ay 1B:

OH
Tyr e n NH
I CHy)ia 2
N OW(CH )7‘ NH (CHeha \Q/H
NH )\/NH OH

0° NH OH H
o Thri
W Thr1
Thr2
H
Thr2  olHN N \/L; \/k 1B

1A Ala
HaN Asn Ala I Gin
0P NH,

o una de sus sales agricolamente aceptables.

11. Un método para preparar un compuesto o sal del mismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a
10, cuyo método comprende cultivar una cepa de Paenibacillus como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 y recuperar dicho compuesto o sal del mismo del caldo de cultivo completo. .

12. Una composicion que comprende

a) una cepa de Paenibacillus como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; o

b) un cultivo sustancialmente purificado como se define en la reivindicacion 7; o

¢) un caldo de cultivo completo o un extracto sin células como se define en la reivindicacion 8; o

d) un compuesto de férmula | o una sal del mismo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10;
y un auxiliar.

13. La composicién de la reivindicacion 12, que comprende ademas un plaguicida.

14. La composicién de la reivindicacion 13, en donde el plaguicida es un bioplaguicida adicional.

15. Un material de propagacion de plantas que tiene un recubrimiento que comprende una composicion como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14.

80



ES 2 732 578 T3

16. El uso de una composicion como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 para controlar o
suprimir patégenos de una planta o prevenir la infeccién por patégenos de una planta o para proteger materiales contra
la infestacion y destruccion por microorganismos dafinos.

17. Un método para controlar, suprimir patdgenos de una planta o prevenir la infeccion por patégenos de una planta,
en donde los patégenos de la planta, su habitat o las plantas a proteger contra el ataque por patégenos de la planta,
o el suelo o el material de propagacion se tratan con una cantidad efectiva de una composicién como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14.

18. El uso de la reivindicacién 16 o el método de la reivindicacion 17, en donde los patégenos de plantas y/o
microorganismos dafinos se seleccionan de hongos dafinos.
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Figura 1
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Figura 1 continuacion
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Figura 2

OH

NOESY == cosy

84



ES 2 732 578 T3
\H,NHz

Figura 3

85



ES 2 732 578 T3

Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 11
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Figura 12
Identidad de la secuencia de ADN de dnaN de diversas cepas de Paenibacillus (%)
Cepal 1 2 3 4 | 5|6 | 7|8 9 1011 |12 |13 |14 15|16 (17|18 | 19
Mo.”
1 |400| 100 | 93.3|90.6|99.4/97.3|97.2|97.2|97.3]92.993.3| 99.3|97.4 |99.3|97.2| 9.5 035 025 898
2 | [ 00 | 93.3| 906 |99.4]97.3|87.2|97.2|97.3|92.9|93.3| 99.3| 97.4| 99.3| 67.2| 99.5| 93.5| 92.5 | 59.6
3 1 .| . | 100|005 03.2/93.1|93.0/03.102.007.698.8(03.1 |03.2|03.1/93.1| 93.3 | 00.6| 07.2| 00.7
4 | .| - | - |100|90.3/90.4|90.4/90.6/90.5/90.4|90.4  90.3|90.5|90.390.6|90.4| 90,7 | 50.0| 9.5
5 [ ] | | - [100|er0]ee0|9e.9]07.0]52.6/93.2] 9.4 |07.1|09.4 | 96.9| 08,7 93.4 | 92.0| 893
6 . 100 |99.699.2/99.5(92.7|93.196.9|99.9| 06,9/ 8.2 | 97.1| 83.3 | 02.1| 897
T 1o - - | -1|-1-|10{091 006{s26/930]9.9/99.7969001|a7.0/93.3]92.0 807
8 N = - | - | 100 99.4]92.7|93.1| 96.9|99.3| 96.9| 100 |97.0|93.392.1| 898
] = - -1 -1-1]-1|~- |100|s27|920|060|006|06 0 90.4|07.1|932|01.8] Baa
W el = (ol === = li= 100 |97.6!02.6|92.8 |92.6/92.7 | 92.7|97.7| 98.2| 90.9
1 . < || - | 100|83.1(93.293.1{93.1|93.3/08.9/07.0| 00,6
12 -1-1- = - | -] -] - |100|97.0{ 100|869 997|933 919 894
13 . |- s [ dliE 100 |97.0/99.3|97.2|93.4|92.2| 0.8
L -l -l ---1<-]-1-1|-]-|100/068|n7|s33015| pa4
W o oo a -] -]=]=-]- [100]|oreo|easiees] sas
16 . . 3 a 2 u 100 [93.5/92.1| 504
B L] o | s | = [= s | o N Lol [l (o] oscl] m | || Sn0taes] S
L1 U U I I N N R O D R U R I D R DR B 77 [P
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Figura 13
Identidad de la secuencia de ADN de gyrB de diversas cepas de Paenibacillus (%)
Cepa | 1 2 3|4 | 5|8 | 7T(8 |9 1011|1213 |14 (15|16 |17 18| 19
No.*
T |1o0| 100 |93.3|92.0|99.7|08.3 8.3]98.3|90.2|03.2|53.2 | 99.8/90.0|99.8 98,3 | 99.5|93.4 | 93.4 Bon
2 | . | 100 |933|920(997|98.3/08.3/98.3|00.2/93.2|93.2|99.8/99.0{99.8|06.3/ 99.5{93.4|93.4| BOB
3| 100 | 91.7 |93.2|93.0/93.0(93.0|93.0/ 95.2| 98,1 93.2/93.2| 93.2 93,0 93.2|99.0 | 98.2| 20.0
4 | .| - | - |100|920|91.8|91.8|91.5|02.0/91.7|91.7|92.0|92.0|92.0|91.8| 91.9|91.7|91.7| B0.0
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Figura 14
Identidad de la secuencia de ADN de recF de diversas cepas de Paenibacillus (%)

Cnp:! 1] 2 3[4 [5[6 [ 7|89 1011 [42[13 4151647 [18] 19

H:' 00| 100 |94.7 | 92.2|00.0/98.7/06.2|97.6|96.1|94.0|04.0/96.0 98,1 99.0| 7.8 | 98.8| 04 5 83.7| 90.2
2 « | 100 | 84,7 | 92,2 (99.0]98,1{08.2|97.8|96.1/94.0(84.9/99.0(98.1|90.0]| 97.8|98.5|94.5]93.7( 90.2
3 - - 100 | 93.5|95.3|95.0/05.0(94.7| 050/ 08.3|90.6| 05.2 | D4.8 | 952/ 04.7 |1 95.0/ 90.5 97.9] 92.5
4 - - - 100 |92.7]92.8/03.0|92.6/92.8/92.6|93.5{02.7|92.8|92.7|026/925(035(025] 01.8
5 = ] - - |100|D8.5/08.6|98.2/96.5|94.6(95.5/09.5[08.3|09,8{08.2 99,5/ 95.2 | 94.0( 90.8
3 - - - - 100 [99.4|99.7| 100 [94.3|95.0| 96.5|99.6 | 98.5{99.7 |98.3 94.8 94.0| 90.8
7 - - - - - = | 100 991|994 943 95,0 88.6[99.2 | B8.6|99.1 96.4/94.8 93.8) 806
8 - - - - - = | 100 |99.7(94.0 | 94.7 | 08.2/99.4 |88.2| 100 | 98.0{94.5/93.9] 90.5
9 . ] ] - " . - | 100|94.3|95.0[ 96,5/ 99.6 (98,5 99.7 96,3948/ 94.0| 00.8
W -1 - | - -1 -1-1-1-1-[100[080]|944|94.1/93.4|94.0/94.3|06.0(07.3| 91 8
1 ' = ] = - - - - - - |100[853]948|953[04.7(052[00.3/07.8) 92.4
12 - - - * == li= 1= = [~ - | 100 [98.3] 100 [98.2{99.5)95.0/93.8] 80.7
13 = . ] - - - - - - = | 100 |98.3|99.4 | 98.1)94.6 | 23.8)] 90.6
14 . - - - - . - - E - . = | 100 |98.2199.5/95.0|93.8] 90.¥
15 - - - - - - - - - - - - « | 100 | 98.0194.5(93.9)] 90.5
16 = 3 x = =l =1=1=1=1=1=1=1=1- |10]948]938] 90.9
17 - - - - -1 -1-T-T-1=1T-1T-1T-1-71-Ttwo[er7]ez3
W =1 1= ===l l==[F=1=§=z === [=[0[®s
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Figura 15
Identidad de la secuencia de ADN de recN de diversas cepas de Paenibacillus (%)
Cepa | 1 2 3 4 | 5|6 |7 8|9 10|11 |12[13 (14 15|16 |17 (18| 19
Neo.*
1 |100| 100 |927 |84 0070630620965/ 06.292.3/02.7/90.3/06.2| 003 08 599.7(03.1 (910 877
2 - | 100 827|884 (997 963062 965(96.2(92.3|92.7|59.3(06.2(90.3|96.5/99.7|53.1 | 91.9| 877
3 - | - | 100|886 (928 92.0/91.9/91.9/92.1/97.6(98.8/82.4/91.9(92.4/91.9/92.8|99.1|97.0| 88.2
4 . 100 |BB.4|87.8|87.7|87.4| B7.0|86.4|88.3/88.2|A7.7|68.2|B7.4 | 88.4|88.9|88.2| 866
5 . - | 100|96.4 96,3965 96.4/92.3(92.6190,1/96.3(99.1 | 06.5| 100 |93.1|91.9| 876
6 . - | - |100|00.3/99.5/99.1/91.5(92,0/96,3/90.6 (96,300,506 .4 92.2{91.0| 8.0
T -l - - | - | - | - |100|29.1 99.6/91.4|92.0/96.0|/99.5| 96.0/59.1 | 96.3|92.1 |90.9| 87.8
8 -l - - - | -1 -] - |00 880|915 |91.0/ 965994 965|100 [06.5/92.1|91.0| 876
9 E VK= sl = | - - | - | - |100]e15|92.1]|98.1]90.3|96.1|98.9/96.4|92.3|90,9| 878
10 71.]. <= =< < | - |to0|or7ie20|914|92.0|91.5/92.3(98.1|074| 8B4
i I sl =<2 = -] = |100|azalez0|ez4iar0lez8]|09.1|07.1| 8.0
12 | . ] . = =N = = | < | - | - |100}98.2| 100|965 90.1|92.7|91.6| &7.7
Bl .-1.-]-]- -l -] -]+ - |100|982|99.4|96.3|92.1|90.9| 87.8
Wl |- -f-1-[-1-1-1-1-1-1-1-/|100loes|oa1|seriors|sr?
15 | .| . -l - -0 -] -] - [100|ees|ez|at0| 8re
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Figura 16
Identidad de la secuencia de ADN de rpoA de diversas cepas de Paenibacillus (%)

Cepa | 1 2 3 4 | 5|6 |7 ,8/|9 (10|11 12|13 14 (15|16 |17 | 18| 19

No.*
1 1100| 100 |98.2 [ 97.7|99.9/99.6|99.4| 99.5|29.4| 98.0|98.1|99.999.6| 99.9| 99.5|99.9|98.0|98.0| 96.2
2 | _ | 100 |98.2|97.7|99.9|99.6|99.4|99.5 99.4|98.0 98.1(99.9|99.6 | 99.9| 99.5|99.9|98.0|98.0| 96.2
3 | | - | 100|982 98.3|98.1|97.9/98.0 97.9|99.5 99.8|98.3|98.1|98.3| 98.0|98.3|99.7 [99.5| 96.9
4 | | - | - |100 o7.8|07.9|97.9|98.0|97.9/98.1 98.4| 97.8|97.9|97.8|98.0|97.8|98.3|98.1| 97.5
S | | - | - | - |100|99.7|99.5/99.6|29.5 98.1|98.2| 100 |99.7| 100 |99.6| 100 |98.1|98.1| 96.3
6 | | - | - | - | - |100|99.8/99.9/99.898.0 98.399.7| 100 |09.7|99.9|99.7|98.2|98.0| 96.4
T | | - | - | - | -] - |100]99.9/99.8/97.8/98.199.5/99.8|99.5/99.9|99.5/98.0(97.8| 96.2
8 | | | | - - | -] - |100|99.0|97.9/08.2|99.6/09.9|09.6| 100 [99.6|98.1|07.9] 96.3
9 | | o | - o -] -] - |100|e7.8/98.1/99.5/09.899.5/99.9(99.5|08.0|07.8| 96.4
0 0 o oo o - - -] - |100|99.7|98.1|98.0 98.197.9|98.1|99.6 | 100 | 96.8
Mol o oo o o - -] - [100|98.2|08.308.2|08.2|98.2|99.9]09.7| 07.1
12 0 0 oo oo o - -] -] - | 100]90.7] 100 |99.6| 100 |98.1|08.1| 96.3
Bl o o oo o - -] -] - 100|997 99.9|99.7|98.2| 98.0| 96.4
14 | | . ; - - - - - - | -] - |100|996|100|98.1|98.1| 96.3
15 ) B B _ S - - -] -] -] - - |100|99.6|98.1|97.9| 96.3
6 | s e o o -] - | 100]98.1]98.1] 96.3
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22

Cepa (No.) M| @ (12) | (14 | (M (15) (3 | 1) | (20 4 | (19)

Lu16774 (1)

Lu 17007 (2)
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