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DESCRIPCION

Nueva cepa de Pseudomonas fluorescens y usos de la misma en el control biolégico de enfermedades bacterianas o
fungicas

La presente invencion se refiere a una nueva cepa bacteriana como agente de control biolégico de enfermedades
causadas por patégenos tales como bacterias u hongos, tales como enfermedades de las plantas, a composiciones
que comprenden la misma, a métodos para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades de las plantas, es decir,
la gestion de enfermedades de las plantas, que comprende la gestién de las bacterias o de la composicion desvelada
en esta invencion.

ESTADO DE LA TECNICA

Los patdgenos fungicos y bacterianos en plantas se encuentran entre los factores mas importantes que causan graves
pérdidas a varios cultivos cada afio.

Sus ataques se producen antes o después de la cosecha y causan pérdidas significativas no solo en el compartimiento
de la agricultura sino también en toda la linea de produccién de productos en todos los campos técnicos relacionados
con el uso de materiales vegetales.

Habitualmente, las enfermedades de las plantas se controlan con la aplicaciéon de productos quimicos o mezclas que
contengan principios activos que tienen actividad antibacteriana/antifingica; no obstante, el uso rutinario de tales
moléculas (por ejemplo, antibiéticos) tiene varios efectos secundarios conocidos indeseables tales como desarrollo de
la resistencia a los pesticidas, envenenamiento de los herbivoros (por ejemplo, abejas, mamiferos, etc.), dafios a la
biodiversidad, acumulacién en el suelo y en las aguas de productos quimicos indeseados.

Un control biolégico de enfermedades de las plantas representa una estrategia alternativa deseable que limitaria el
uso de pesticidas dafinos en los programas de control integrado. En la patologia vegetal, el término control biolégico
indica el uso de antagonistas microbianos para prevenir o tratar la aparicion y el desarrollo del proceso infeccioso. El
modo diferente de accidon de microorganismos activados por biocontrol en el control de las enfermedades de las plantas
incluyen hiperparasitismo, antibiosis, proteccién cruzada, competencia por los sitios de penetracion y nutrientes, y
resistencia inducida. Existen diversos métodos conocidos en la técnica para la aplicacion de agentes de biocontrol:
una aplicacion por pulverizacion directa sobre érganos de las plantas susceptibles a un nivel elevado de poblacion de
dichos agentes, o una aplicacion localizada sobre la planta para una actividad sistémica contra las poblaciones de
patégenos. El desarrollo de técnicas para el control biolégico de las enfermedades de las plantas y del uso a gran
escala de microorganismos beneficiosos ha sido lento, debido principalmente a los rendimientos variables de dichos
microorganismos en diferentes condiciones de campo. Con el fin de superar este problema, es importante desarrollar
nuevas formulaciones de biocontrol que tengan un nivel superior de estabilidad y supervivencia en el espacio y el
tiempo. Se ha realizado una mejora significativa en diferentes aspectos del control biolégico de enfermedades fungicas
en plantas, pero esta area todavia necesita mas investigaciones para enfrentar y resolver los problemas existentes. A
modo de ejemplo, el fuego bacteriano provocado por Erwinia amylovora es una enfermedad bacteriana destructiva de
las especies pomaceas tales como manzana y pera. Las infecciones masivas por E. amylovora destruyen flores,
brotes, ramas, e incluso todo el arbol. En general, las pérdidas econémicas son grandes teniendo en cuenta que esta
enfermedad no es controlada con facilidad y de manera eficaz por estrategias agronémicas (retirada y destruccion de
organos de las plantas infectados, uso de rizomas y cultivares resistentes, etc.) y quimicos (cobre y otros aerosoles
compuestos). En la floracion (es decir, cuando la ley lo permita en varios paises), los aerosoles de antibiéticos pueden
ser muy eficaces no solo contra la fase de tizén de la floracidon de la enfermedad sino también en la prevencion del
desarrollo y propagacion de las otras fases del tizon. Sin embargo, las cepas del patdégeno que son resistentes al
antibiético estreptomicina estan presentes en algunos huertos en el este de los Estados Unidos y estan muy extendidos
en la mayoria de regiones de cultivo de manzana y pera de los agentes de control bioldgico en el oeste de los Estados
Unidos, aunque no se usan ampliamente, han proporcionado un control parcial de las infecciones por tizon de la
floracion, incluso si se requieren agentes bioldgicos mas eficaces para un uso comercial a gran escala.

Con el fin de contar con estrategias de control biolégico mas eficaces en el futuro, es indispensable investigaciones
posteriores para investigar mas profundamente sobre algunos aspectos no revelados del biocontrol. Esta investigacion
incluye el desarrollo de nuevas formulaciones, la comprensién del impacto de los factores ambientales en agentes de
biocontrol, la produccién en masa de microorganismos de biocontrol y el uso de la biotecnologia y nanotecnologia en
la mejora de los mecanismos y estrategias de biocontrol. Las perspectivas futuras de biocontrol de enfermedades de
las plantas es brillante y prometedor y con la creciente demanda de productos de biocontrol entre los productores,
sera posible utilizar el control biolégico como una estrategia eficaz para gestionar enfermedades de las plantas, cultivar
cultivos sanos, aumentar los rendimientos con un impacto minimo en el entorno circundante, y enfocar un sistema de
agricultura sostenible.

Sin embargo, antes de que el biocontrol puede llegar a ser la forma elegida para combatir contra enfermedades de las
plantas, los cientificos tienen que identificar agentes de control biolégico (ACB) que permitan combatir enfermedades
especificas.
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El documento WO 2010/037072 desvela una bacteria de Pseudomonas fluorescente con actividad contra Ralstonia,
Xanthomonas, Pseudomonas y Erwinia.

M.A.A Seleim et al, plant pathology journal, 1 de enero de 2011, paginas 146-15, desvelan Pseudomonas fluorescens
con actividad contra Ralstonia solanocearum.

N. Dandurishvili et al, Journal of Applied Microbiology, vol. 110, no. 1, 1 de enero de 2011, paginas 341-352 desvelan
Pseudomonas fluorescens con actividad contra Agrobacterium vitis.

Jordi Cabrefiga et al, International Microbiology, 1 de enero de 2007, paginas 123-132 desvelan Pseudomonas
fluorescens con actividad contra Erwinia amylovora.

A partir de los datos disponibles en la técnica, parece que las cepas seleccionadas de Pseudomonas fluorescens (Pf)
pueden considerarse como posibles candidatos para su uso contra diversas enfermedades de las plantas de diferente
etiologia, no obstante, hasta la fecha, no hay datos experimentales que permitan un conocimiento completo de su
capacidad de colonizacion de 6rganos de la planta y de supervivencia en ella durante tiempo con niveles elevados de
poblacién y adaptarse a la variabilidad ambiental que existe en los campos, ni existen protocolos claros sobre cémo
seleccionar cepas apropiadas.

La unica indicacion clara es que, el candidato adecuado como ACB ha de ser no téxico para las plantas y los seres
humanos y también capaz de prevenir/tratar las infecciones de las plantas en el invernadero y en el campo, y ser
preferentemente activo contra varios patégenos.

DESCRIPCION

La presente invencion desvela una bacteria de Pseudomonas fluorescens (también indicada como P. fluorescens) que
tiene las actividades antipatdgenas (como se desvela en la descripcidn detallada de la invencion) de P. fluorescens
con el numero de depdsito DSM 25556 (depositado en virtud del Tratado de Budapest ante DSMZ el 13 de enero de
2012), para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica.

La bacteria de la invencién se caracteriza porque al menos es capaz de prevenir la aparicion de la infeccion en las
plantas por varias fitobacterias tales como Xanthomonas arboricola pv. pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia
amylovora, Pseudomonas syringae pv syringae, Pseudomonas syringae pv mors-prunorum, Pseudomonas syringae
pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas viridiflava, Agrobacterium vitis, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum; y por patégenos fungicos en plantas tales como Fusarium oxysporum f. spp.

La invencion también desvela composiciones que comprenden dicha bacteria, un método de tratamiento de plantas
que comprende la puesta en contacto de dicha planta o una parte de la misma con cantidades adecuadas de la bacteria
viva o de la composicién de la invencion, un método de tratamiento de plantas que comprende la puesta en contacto
de un vector vivo, tal como un insecto, con cantidades adecuadas de dicha bacteria viva, en la que dicho vector al
poner en contacto la planta o una parte de la misma, permitira la colonizacién de dicha planta o parte de la misma por
dicha bacteria.

La bacteria de la invencién ha sido aislada y cultivada por los inventores y su actividad en el biocontrol de varias
enfermedades de las plantas ha sido verificada tanto por in vitro como in planta en el invernadero y en el campo.

La cepa bacteriana (es decir, la bacteria) de la invencion ha demostrado ser particularmente activa en infecciones
causadas por las bacterias u hongos etiolégicos mencionados anteriormente, ya que es un fuerte antagonista de las
mismas y, cuando esta presente en la planta o parte de la planta de interés, compite con el crecimiento del patdgeno.

En una de sus realizaciones, la invencién ensefia por ende el uso de un organismo natural como se describe en esta
invencion para tratar o prevenir una enfermedad(es) de las plantas peligrosa(s) sin necesidad de usar material de
OMG o aplicaciones frecuentes de pesticidas no deseados. La bacteria de la invencion se puede usar como una
alternativa y/o integracion a los pesticidas en la prevencion y/o el tratamiento de infecciones causadas por bacterias y
hongos fitopatdégenos en el laboratorio, en el invernadero y en el campo.

La bacteria de la invencion también se puede combinar con otros compuestos activos y/o inertes que permitan un
mejor crecimiento y/o una mejor colonizacion y/o una viabilidad mas extensa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS
La figura 1 muestra la colonizacién por la bacteria BB20 que tiene el nimero de depdsito DSM 25556 (también

conocida como BB20 en la presente solicitud) en flores femeninas de Actinidia chinensis cv. HORT16 (kiwi
amarillo). La grafica muestra un alto valor de UFC mantenido durante un periodo de al menos 96 horas en la flor.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737419 T3

La figura 2 muestra la colonizacion por la bacteria BB20 que tiene el nimero de depdsito DSM 25556 en flores
femeninas de Actinidia deliciosa cv. Hayward (kiwi verde). La grafica muestra un alto valor de UFC mantenido
durante un periodo de al menos 96 horas en la flor.

La figura 3 muestra la actividad antagonista de la bacteria BB20 que tiene el nimero de depdsito DSM 25556 en
flores femeninas de A. chinensis cv. HORT16 (kiwi amarillo) frente a la cepa P. syringae pv. actinidiae (Psa) CRA-
FRU 3.1. La UFC bacteriana inicial/flor es la misma para ambas cepas y cae drasticamente para CRA-FRU 3.1
cuando es antagonizada por BB20.

La figura 4 muestra la inhibicién in vitro de CRA-FRU 3.1 de P. syringae pv. actinidiae por la bacteria BB20 que
tiene el numero de depdsito DSM 25556. El halo de inhibicién cubre casi toda la superficie de la placa.

La figura 5 muestra patrones BOX-, REP- y ERIC-PCR de la bacteria BB20 que tiene el nimero de depdsito DSM
2555 (flecha) en comparacion con los de las cepas diferentes de P. fluorescens.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién desvela un bacteria de P. fluorescens que se define con detalle mas adelante, (también
representada de una manera no limitante por la bacteria definida en esta invencion como “BB20” que tiene el numero
de dep6sito en virtud del Tratado de Budapest ante DSMZ 25556), para la prevencion de enfermedades de las plantas
de etiologia bacteriana y fungica.

En una realizacion, la bacteria de la invencion en una bacteria biovar 1 de P. fluorescens que tiene todas las actividades
antipatégenas de P. fluorescens que se deposito el 13 de enero de 2012 ante DSMZ en virtud del Tratado de Budapest,
numero de depdsito DSM 25556, en la que dichas actividades antipatégenas comprenden al menos lo siguiente:

presencia de actividad inhibidora in vitro en medio sélido al menos contra: Xanthomonas arboricola pv. pruni,
Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv syringae, Pseudomonas syringae pv
morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas
viridiflava, Agrobacterium vitis. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; y

presencia de actividad inhibidora in vitro en medio sélido del desarrollo micelar del hongo Fusarium oxysporum f.
spp.

Segun la invencidn, dicha actividad inhibidora puede ensayarse mediante ensayos estandar tales como, por una menar
no limitante del ejemplo, el ensayo de produccién de antibidtico descrito por Vanneste J.L., Yu, J. y Beer, S.V. 1992
“Role of antibiotic production by Erwinia herbicola Eh252 in biological control of Erwinia amylovora” Journal of
Bacteriology 174: 2785-2796 (siendo dicho ensayo de produccién de antibiéticos descrito con detalle en la pagina
2786 en el parrafo Materiales y Métodos del citado documento); y/o el ensayo antifungico descrito por De Boer M,
lentse van der Sluis, Leendert C. van Loon y A.H.M. Baker, 1999 “Combining fluorescent Pseudomonas spp. strains
to enhance suppression of Fusarium wilt of radish” European Journal of Plant Pathology 105: 201-210, 1999 (siendo
dicho ensayo antifungico descrito con detalle en la pagina 203 en el parrafo Materiales y Métodos del citado
documento).

La bacteria de la invencién también desvelara al menos una de las actividades antipatégenas anteriores in planta,
siendo dichas actividades antipatégenas analizables con cualquier método conocido como se describe por
Alexandrova M., C. Bazzi and P. Lameri, 2002” Bacillus subtilis strain BS-F3: colonisation of pear organs and its action
as a biocontrol agent” Acta Horticulturae 590: 291-297”; (siendo dichos ensayos in planta descritos con detalle en la
pagina 292 en el parrafo Materiales y Métodos del citado documento) o por Bazzi C., M. Alexandrova, E. Stefani, F.
Anaclerio y T.J. Burr, 1999 “Biological control of Agrobacterium vitis using non-tumorigenic agrobacteria” Vitis 38: 31-
35 (siendo dichos ensayos descritos con detalle en la pagina 32 en el parrafo Materiales y Métodos del citado
documento).

En una realizacion de la invencion, la bacteria es la biovar 1 de Pseudomonas fluorescens que tiene el nUmero de
depdsito en virtud del Tratado de Budapest DSM 25556 (también definido como BB20 en la presente descripcion).

Esta bacteria se caracteriza por la presencia de una actividad inhibidora in vitro en medio sélido al menos contra:
Xanthomonas arboricola pv. pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv syringae,
Pseudomonas syringae pv morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae,
Pseudomonas viridiflava, Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y por la presencia de
una actividad inhibidora in vitro en medio sélido al menos contra el desarrollo micelar del hongo Fusarium oxysporum

f. spp.
En una realizacion adicional, la bacteria P. fluorescens de la invencién en una P. fluorescens derivada de la bacteria

que tiene el numero de depdsito en virtud del Tratado de Budapest DSM 25556 en el que dicha bacteria derivada
(también referida como bacteria derivante) se caracteriza porque mantiene todas las actividades
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antipatogenas/inhibidoras de la cepa depositada DSM 25556. Por “bacteria derivante o derivada”, se entiende en esta
invencion, cualquier bacteria que se puede obtener por mutacién natural o inducida, cruzamiento, variacion de la
informacién genética por la tecnologia genética molecular de biovar 1 de P. fluorescens que tiene el nimero de
deposito DSM 25556 que mantiene todas las actividades inhibidoras contra patdégenos de DSM 25556, a modo de
ejemplo, la bacteria derivada puede ser una bacteria que tiene el numero de depdsito DSM 25556 transformada con
un vector que lleva uno o mas genes de resistencia a antibiéticos o mutada para resistencia a antibiéticos con el fin
de permitir la coadministracion de los ACB y antibidticos para el tratamiento o la prevenciéon de las enfermedades
segun la invencion.

Un experto en la materia entendera que la bacteria derivada, también compartira obviamente varios marcadores
genéticos con la bacteria relacionada que tiene el nUmero de depdsito DSM 25556.

Otras caracteristicas especificas que caracterizan la cepa que tiene el numero de depédsito DSM 25556 se
proporcionan en esta invencion.

La bacteria que tiene el numero de depdsito DSM 25556 ha sido aislada de brotes de manzana cv. Oregon spur, es
una bacteria Gram-negativa perteneciente a biovar 1 de P. fluorescens y tiene las siguientes huellas
fenotipicas/bioquimicas:

estan presentes pigmentos fluorescentes,

esta presente la enzima levansacarasa,

esta ausente las enzimas pectinoliticas,

esta presente la enzima citocromo C oxidasa,

esta presente la enzima arginina dihidrolasa,

no esta presente ninguna actividad de reduccioén de nitrato,
se cultivaa 4 °C perono a 41 °C

“BB20” tiene patrones tipicos BOX-, REP- y ERIC-PCR distinguibles de otras cepas bacterianas que pertenecen a
P. fluorescens (fig. 5). (véase: Versalovic J., M. Schneider, F.J. de Bruijn y J.R. Lupski. 1994 - Genomic
fingerprinting of bacteria using repetitive sequence-based polymerase chain reaction Meth. Mol. Cell. Biol., 5: 25-
40).

Ademas, la bacteria segun la invencién no induce una reaccidn de hipersensibilidad en paneles de hoja de tabaco
(negativo a HR), no provoca la lisis del parénquima en tubérculos de patata (negativo a la podredumbre de patata) y
no provoca la lisis de los tejidos del parénquima en habichuelas.

El ACB de la invencion es por ende una cepa no fitopatégena y su aplicacion en los 6rganos de las plantas (flores,
frutos, raices) de diferentes plantas tales como pera, manzana, ciruela, actinidia y tomate, mostro que la bacteria
también es no toxica para las plantas.

Ademas, la bacteria de la invencién no produce 2, 4-DAPG ni PCA.

Es mas, como ya se ha indicado, también tiene una actividad inhibidora in vitro (por ejemplo, en ensayos de medio
s6lido) al menos contra: Xanthomonas arboricola pv. pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas
syringae pv syringae, Pseudomonas syringae pv morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas
syringae pv. Persicae, Pseudomonas viridiflava, Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, e inhibe el desarrollo micelar del hongo Fusarium oxysporum f. spp.

Como se indico anteriormente, varios ensayos se pueden usar para probar las actividades inhibidoras enumeradas
anteriormente, por ejemplo, como en Vanneste, J.L., Yu, J. y Beer, S.V. 1992 “Role of antibiotic production by Erwinia
herbicola Eh252 in biological control of Erwinia amylovora” Journal of Bacteriology 174: 2785-2796, véase la pagina
2786 en el parrafo Materiales y Métodos; De Boer M, lentse van der Sluis, Leendert C. van Loon y A.H.M. Baker, 1999
“Combining fluorescent Pseudomonas spp. strains to enhance suppression of Fusarium wilt of radish” European
Journal of Plant Pathology. 105: 201-210, 1999, véase la pagina 203, parrafo Materiales y Métodos.

El mismo ensayo también puede usarse para verificar que al menos una de dichas actividades ha sido mantenida por
la bacteria derivada segun la presente descripcion.

La bacteria de la invencién (incluyendo la bacteria derivada) muestra también una actividad inhibidora in planta
verificada en partes de plantas, tales como flores, frutos y raices, contra Erwinia amylovora, Xanthomonas arboricola

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737419 T3

pv. pruni, Ralstonia solanacearum.

Teniendo en cuenta los datos anteriores, el experto en la materia sera capaz de identificar las cepas de la bacteria de
la invencion también de los cultivos de P. fluorescens y no necesariamente necesitaran usar la cepa depositada que
es solo un ejemplo de la bacteria de la invencion y no es una limitacion.

La expresion control bioldgico y su sindbnimo abreviado “biocontrol” segun la descripcion se aplica a la utilizacion de
antagonistas microbianos para suprimir enfermedades, asi como el uso de patégenos especificos del huésped para
controlar las poblaciones de malezas, el organismo que suprime la plaga o el patégeno se refieren aqui como el agente
de control biolégico (ACB). EI ACB de la invencion es por ende una bacteria biovar 1 de P. fluorescens como se definié
anteriormente. En una realizaciéon de la invencion, las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica
se pueden seleccionar respectivamente entre una o mas enfermedades causadas por Xanthomonas spp., Erwinia
spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp., Agrobacterium spp., Pectobacterium spp., Fusarium spp.

En una realizacién de la invencién, la enfermedad es una enfermedad de las plantas causada por infecciones por
Xanthomonas arboricola pv. pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv syringae,
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv.
persicae; Pseudomonas viridiflava, Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Fusarium
oxysporum f. spp.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Xanthomonas arboricola pv. pruni (Smith) Vauterin et al. también conocida como Xanthomonas campestris pv.
pruni (Smith) Dye, Xanthomonas pruni (Smith) Dowson con la posicion taxonémica: Bacterias: Gracilicutes y son un
patégeno de cuarentena incluido en la lista A2 de la EPPO de 2011.

Los nombres comunes de la enfermedad causada por Xanthomona arboricola pv. pruni son: mancha foliar
bacteriana/cancro bacteriano, corineo, manchas negras (espafol).

El experto sabra qué plantas son atacadas y por Xanthomona arboricola pv. pruni y por ende pueden tratarse y/o
protegerse contra las infecciones por Xanthomona arboricola pv. pruni

A modo de ejemplo, se sabe que Xanthomona arboricola pv. pruni ataca Prunus spp., y particularmente a los cultivos
frutales, almendras, melocotones, cerezas, ciruelas y P. salicina. Los cultivares del grupo sino-japonés (P. japonica
and P. salicina) son generalmente mas susceptibles que las ciruelas europeas. Otras especies exoticas u
ornamentales de Prunus atacadas incluyen P. davidiana y P. laurocerasus.

Debido a la amplia distribucion de la bacteria patégena (al menos Europa, Asia, América del Norte, América del Sur 'y
Oceania) y el impacto econdmico causado por infecciones graves, el experto apreciara la utilidad del agente de control
bioldgico (es decir, la bacteria (BB20) de Pseudomonas fluorescens con nimero de depdsito en virtud del Tratado de
Budapest DSM 25556 de la presente invencion a tenor de la presente descripcion.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Ralstonia solanacearum. Los sinébnimos comunmente conocidos de esta bacteria son: Bacterium solanacearum
(Smith) Chester, Burkholderia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (1992), Pseudomonas solanacearum (Smith)
Smith.

La bacteria tiene la siguiente posicion taxondmica: Bacterias: Gracilicutes y es un patégeno de cuarentena incluido en
la lista A2 de la EPPO de 2011 que se comporta como un complejo de variantes, descrito de manera diversa como
grupos, razas, biovares, biotipos, subrazas y cepas.

Los nombres comunes de la enfermedad causada por R solanacearum son pudricién parda (patata), marchitamiento
bacteriano del sur (tomate), enfermedad de moko (platano), marchitamiento Granville (tabaco) (espafiol).

R solanacearum tiene un amplio intervalo de huéspedes y es el agente causal de diversas enfermedades de
marchitamiento bacteriano devastadoras. Mas de 200 especies, especialmente cultivos tropicales y subtropicales son
susceptibles a una u otra de las variantes del patégeno. A nivel mundial, los cultivos mas importantes son: tomates,
Musa spp., tabaco y patatas. Algunos cultivos huésped de menor importancia son: Anthurium spp., cacahuetes,
Capsicum annuum, algodén, caucho, mandioca, semillas de ricino, berenjenas y jengibre. Numerosas malas hierbas
(por ejemplo: Solanum dulcamara) también son huéspedes del patdégeno y por lo tanto aumentan el potencial de R
solanacearum para construir in6culos. Normalmente, los patdgenos infectan plantas pasando por raices dafadas,
lesiones en los tallos o por estomas moviéndose en los haces vasculares y colonizando el xilema con cuatro pasos
principales: aparicion de sintomas en la punta de la raiz, invasion celular cortical en la punta de la raiz, colonizacion
de los vasos, y marchitamiento foliar.

Muy pocas bacterias fitopatdgenas son capaces de colonizar raices intactas de las plantas como R. solanacearum,
incluso si el suelo local ofrece un entorno favorable para el crecimiento bacteriano. R. solanacearum, un patégeno
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transmitido por el suelo gram-negativo responsable del marchitamiento bacteriano, invade de forma natural plantas a
través de las axilas de las raices secundarias. R. solanacearum ataca la raiz, encuentra nutrientes, se multiplica, migra
a los tejidos de las plantas y penetra en el xilema provocando de este modo la enfermedad. La via principal para la
propagacion internacional de Raza 3 de este patdgeno es por patatas de siembra infectadas (latente) y otros materiales
de propagacion vegetativa; tubérculos con infeccién latente son los medios mas probables de la introduccién en una
nueva zona.

La alta incidencia de mortalidad de las plantas y la falta de métodos eficaces de control hacen que R. solanacearum
sea uno de los patdgenos de plantas mas destructivos del mundo. En una realizacion de la invencion, por ejemplo, en
el caso de infecciones por R. solanacearum, el ACB o la composicion de la invencion se pueden aplicar directamente
sobre materiales de propagacion (semillas, tubérculos, etc.), en suelos y sobre el aparato de la raiz de las plantulas
antes del trasplante.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Agrobacterium vitis Ophel y Kerr (1990); sindnimo: Rhizobium vitis Young et al. (2001) que tiene la siguiente
posicion taxondmica: Bacterias: Gracilicutes.

A pesar de que en la UE la bacteria no aparece como una plaga de cuarentena que estd cominmente considerada
como perjudicial, patégeno generalizado (“organismo de calidad”) que puede reducir el valor de materiales de
propagacion. Ademas, en otros paises se considera una plaga de cuarentena (tolerancia cero). En el comercio
internacional, A. vitis puede incluirse entre las llamadas “plagas no cuarentenarias reguladas” (Int. standard of
Phytosanitary Measures, ISPM 16-FAO).

Los nombres comunes de la enfermedad causada por A. vitis son: agalla de corona de la vid (espafiol); tumore
batterico/rogna della vite (italiano).

El intervalo de huésped natural de A. vitis esta restringido a la vid. Los cultivares de la vid europea (Vitis vinifera) son
mas susceptibles que otros Vitis spp., e hibridos interespecie. La enfermedad se presenta en todo el mundo en el que
se cultivan uvas y pueden conducir al deterioro de la vid y la mortalidad en los vifiedos, especialmente los sometidos
a dafios por congelamiento que proporcionan un sitio importante donde la enfermedad puede iniciarse. El patégeno
de agalla de corono sobrevive sistematicamente en la vid y provoca la enfermedad (tumores) en zonas dafiadas en la
vid. A. vitis también provoca zonas de necrosis en la raiz en vides infectadas.

La agalla de corona representa un sistema biolégico unico (transferencia entre reinos): la exportacion de material
genético de una bacteria a una planta con una integracion estable de oncogenes bacterianos en el genoma celular de
la planta (transformacién tumoral).

El patégeno puede estar presente en materiales de propagacién asintomatica que plantean el problema de la
comercializacion de materiales de infeccion latente, como medio de diseminacion de corta y larga distancia de
agrobacterias tumorigénicas.

El tratamiento de la propagacién con la bacteria o con la composicion de la invencion puede ayudar en la prevencion
de la transmisién de la enfermedad a través de los materiales de propagacién; a modo de ejemplo, el ACB o la
composicion de la invencion puede usarse para su inmersion en la raiz antes de la siembra de materiales de
propagacion (formacién de biopeliculas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, RPCV), una inyeccion
en la vid o pulverizacién anual.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de etiologia bacteriana o fungica es causada por Erwinia spp,
que es una especie bacteriana anaerobia bien conocida que causa enfermedades en las plantas, todas las
enfermedades conocidas causadas por todas las cepas patégenas conocidas de Erwinia tales como E. amylovora, E.
carotovora, E. chrysantemi etc., forman parte de la invencién.

En una realizacion de la invencién, la enfermedad de las plantas causada por E. amylovora (Burrill) Winslow et al.
también conocida como Micrococcus amylovorus Burrill, Bacillus amylovorus (Burrill) Trevisan, Bacterium amylovorus
(Burrill) Chester, Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. f.sp. rubiStarr et al. con la siguiente posicién taxonémica:
Bacterias: Gracilicutes y son una plaga de cuarentena incluida en la lista A2 de la EPPO, siendo su introduccion
prohibida por casi todos los paises (véanse las medidas fitosanitarias).

El nombre comun de la enfermedad causada por Erwinia amylovora es fuego bacteriano.

Los huéspedes principales y mas susceptibles se encuentran en la subfamilia Pomoideae de la familia Rosaceae. Las
siguientes plantas son consideradas como huéspedes importantes, tanto desde el punto de vista econémico como
epidemioldgico: Amelanchier alnifolia, A. canadensis, Malus spp., Chaenomeles spp., Cotoneaster spp., Crataegus
spp., Cydonia spp., nisperos del japon, nisperos, Pyrus spp., Pyracantha spp., Sorbus spp., Stranvaesia davidiana.
De estas, las mas susceptibles son: Crataegus (la mayoria de las especies), Cydonia (la mayoria de las especies),
Cotoneaster bullatus, C. dammeri (excepto cv. Eichholz n.° 1), C. lacteus, C. lucidus, C. microphyllus, C. moupinensis,
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C. salicifolius, C. watereri, cultivares de pera Alexandrine Douillard, Durondeau y Passe Crassane, cultivares de
manzana ldared, Red Jade, Van Eseltine, Pyracantha fortuneana cv. Orange Glow, Sorbus aria y Stranvaesia
davidiana. Las siguientes no son, sin embargo, consideradas como huéspedes: Crataegus arnoldiana, C.
phaenopyrum, C. viridis, Sorbus intermedia.

Crateagus y Pyrus amygdaliformis desempefian un papel importante como fuentes de indculos en el norte de Europa
y en el Mediterraneo, respectivamente, debido a su abundancia en estas areas. Crateagus se usa ampliamente como
una planta al borde del camino o diversificada, mientras que P. amygdaliformis es una planta silvestre comun del
paisaje mediterraneo.

El fuego bacteriano es una enfermedad destructiva y supone una importante amenaza para las manzanas y las peras
cultivadas asi como para el comercio de viveros. El riesgo fitosanitario es alto, debido a la capacidad del patégeno
para vivir en érganos de la planta asintomaticos. El impacto econdémico de la enfermedad es impredecible y después
de condiciones climaticas favorables, el rendimiento se reduce considerablemente y en algunos casos es anulado. A
menudo es necesario cortar y quemar los arboles muy infectados.

Los huéspedes pueden ser infectados por el patégeno que penetra por las aberturas naturales y heridas: sintomas
tipicos son marchitamiento y muerte de racimos de flor, necrosis de ramas y brote que forma la llamada “cayado de
pastor”, infestacion de hoja, fruto, rama y tronco. La progresién de la infeccion, asociada con el movimiento de las
bacterias dentro de los tejidos vegetales, conduce a la formacién de cancros de la corteza tipicos, rodeados o no por
grietas irregulares. Los cancros retardados, asi como los otros 6rganos infectados, pueden actuar como importantes
fuentes de indculos (evasion de exudado) durante la estacion de cultivo.

Las medidas de erradicacion han demostrado ser ineficaces para evitar la difusion de la enfermedad. Son necesarias
estrictas medidas fitosanitarias en el material de la planta huésped importado y vigilancia en huertos y viveros para
evitar o retrasar la difusion de E. amylovora en areas no infestadas.

El control de la enfermedad es bastante dificil, especialmente cuando el uso de antibidticos esta prohibido. En los
ultimos afios, se han desarrollado nuevas estrategias de control integrado, basandose en el uso de moléculas
complejas de origen bidtico (por ejemplo, proteinas bacterianas) o abiético (prohexadiona-Ca, acibenzolar-S-metil,
acido salicilico, fosetil-Al) que desencadenan respuestas de defensa naturales (también definidas en esta invencién
como “elicitores de las respuestas de defensa de las plantas”).

Segun la invencion, el ACB o la composicion que comprende el mismo pueden ser usados para pulverizaciones
anuales para evitar infecciones en la flor y en el brote. El uso de insectos polinizadores (Apis mellifera y Osmia cornuta)
tiene un potencial como portador de bacterias antagonistas en el control biolégico del fuego bacteriano. EI ACB de la
presente invencién se puede usar en aplicaciones integradas en combinaciéon con elicitores de respuestas de
resistencia a enfermedades tales como las indicadas anteriormente.

En el sentido de la invencién, otra enfermedad de la planta de etiologia bacteriana o fungica puede ser una enfermedad
causada por Pseudomonas spp., tal como P. aeruginosa, P. oryzihabitans, y P. plecoglossicida, P. putida, P syringae,
P. solanacearum, etc.

En una realizacion de la invencion, la enfermedad sera causada por P. syringae actinidiae Takikawa et al. con la
siguiente posicion taxondmica: Bacterias: Gracilicutes; el nombre comun de la enfermedad causada por esta bacteria
gram es el cancro bacteriano del kiwi (espafiol).

La enfermedad ha sido reportada en Europa (Lista de alertas de la region de la EPPO), Asia, Sudamérica, Oceania y
afecta a las especies Actinidia: A. deliciosa, A. chinensis, A. arguta, y A. kolomikta (no existen datos sobre la
susceptibilidad de otra especie Actinidia). El patdégeno sobrevive en los tejidos infectados y en primavera se evade
como exudado, penetrando por los estomas, lenticelas y heridas. El desarrollo de la infeccidn es rapido y sistémico.

El patégeno puede estar presente en los materiales de propagacion asintomatica que plantean el problema de la
comercializacion de los materiales con infeccion latente. La eficacia de las pulverizaciones de cobre tras la poda,
después de tormentas de granizo y durante caida de la hoja es limitada. EI ACB o la composicion de la invencién
puede usarse en el material de propagacién como se ha descrito anteriormente.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall con la siguiente posicién taxondmica: Bacterias: Gracilicutes, el
nombre comun de la enfermedad causada por esta bacteria gram es Disseccamento rameale dell’actinidia (italiano),
por ejemplo marchitamiento de las ramas de actinidia.

Los sintomas tipicos de la enfermedad son lesiones corticales, marchitamiento del tallo, necrosis del brote y manchas
en las hojas necroticas. El patégeno puede estar presente en los materiales de propagacion asintomatica que plantean
el problema de la comercializacion de los materiales con infeccion latente. Asimismo, en este caso, la eficacia de las
pulverizaciones de cobre tempranas tras la poda, después de tormentas de granizo y durante caida de la hoja es
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limitada.

Como anteriormente, el ACB o la composicion de la invencién es util también para el tratamiento de material de
propagacion.

En el sentido de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Pseudomonas viridiflava (Burkholder) Dowson con la siguiente posicion taxonémica: Bacterias: Gracilicutes, el
nombre comun de la enfermedad causada por esta bacteria gram es la mancha bacteriana (espariol).

Los sintomas tipicos son manchas necréticas y pardeamiento de hoja y tejidos de flor. Una pudricion interna puede
danar yemas de la flor. No son visibles lesiones en los tallos y troncos. Las infecciones florales parciales pueden
causar deformacion y crecimiento deficiente de los frutos.

La aplicacion del ACB o de la composicion de la invencidn puede ser util para proteger al mismo tiempo arboles de
kiwi de las infecciones causadas por los tres pseudomonades descritos anteriormente.

En el sentido de la invencion, otra enfermedad de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada por P.
syringae pv. mors-prunorum o morsprunorum (Wormald 1931) Young, Dye, y Wilkie (1978) con la siguiente posicion
taxonémica: Bacterias: Gracilicutes, el nombre comun de la enfermedad causada por esta bacteria gram es el cancro
bacteriano de la fruta de hueso (espafiol).

Se ha notificado en la regiéon de la EPPO, y ataca a Prunus spp.; en particular, cultivos frutales como albaricoques,
cerezas, melocotones causando

cancro bacteriano de fruta de hueso.

Una importante enfermedad de la planta emergente denominada decadencia bacteriana de albaricoqueros
(particularmente susceptibles son cultivares vigorosos como “Aurora”, Gold Strike”, etc.) ha sido demostrada por la
evidencia experimental con una etiologia compleja y puede ser asociada a cepas virulentas que pertenecen a las tres
especies bacterianas anteriores (P. syringae pv. morsprunorum, pv. syringae y P. viridiflava).

Los sintomas tipicos pueden aparecer en todas las partes aéreas de los arboles; particularmente graves son cancros
en ramas asociados a la gran produccion de goma. Las infecciones graves pueden conducir a la destruccion de la
totalidad del arbol.

El patégeno puede estar presente en los materiales de propagacion asintomatica que plantean el problema de la
comercializaciéon de los materiales con infeccion latente. Las pulverizaciones de cobre tempranas y tardias pueden
ayudar a proteger los arboles de las infecciones pero con una eficacia limitada.

Asimismo, en este caso, el ACB o la composicion de la invencidn también puede ser util para el tratamiento del material
de propagacion.

En el sentido de la invencién, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Pseudomonas syringae pv. persicae (Prunier et al.) Young et al. Los sinénimos son: Pseudomonas mors-prunorum
f.sp. persicae Prunier et al con la siguiente posicion taxonédmica: Bacterias: Gracilicutes, el nombre comun de la
enfermedad causada por esta bacteria gram es acronecrosis bacteriana de melocotén (espafiol); Deperissement
bacterien du pecher (francés).

La bacteria es una plaga de cuarentena incluida en la lista A2 de la EPPO.
Se ha notificado en Europa (Francia) y Oceania y afecta a los melocotones, nectarinas (Prunus persica) y P. salicina.

Los sintomas tipicos de la enfermedad son visibles en los brotes y ramas (decoloraciones marrones, lesiones de la
corteza, necrosis de la yema, acronecrosis, marchitamiento, cancros), en las hojas (manchas necréticas, efecto
“corineo”) y frutos (manchas necroticas superficiales). En los casos mas graves, ramas enteras e incluso todo el arbol
pueden morir. Esta es una enfermedad grave especialmente en cultivares de melocotén altamente susceptibles (Hale,
Redwing).

P. syringae pv. persicae tiene una importante fase epifita en las hojas en otofio que constituye el inéculo para
infecciones y entra en los brotes por pseudoheridas (cicatrices de las hojas) y heridas (poda, congelacion). La
dispersion del patdgeno se debe principalmente al material de propagacién asintomatica; las medidas fitosanitarias
han de ser seguidas (inspecciones en viveros, produccion de existencias de viveros libres de enfermedades, etc.) para
limitar la dispersion a través de distancias cortas y largas.

El control se basa principalmente en las medidas profilacticas y las pulverizaciones de cobre durante caida de la hoja
parecen limitar la enfermedad en huertos.
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En el sentido de la invencién, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es causada
por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. Sindnimo: Erwinia carotovora subsp.
carotovora (Jones) Bergey, Harrison et al con la siguiente posicion taxonémica: Bacterias: Gracilicutes, el nombre
comun de la enfermedad causada por esta bacteria gram es la podredumbre himeda bacteriana (espariol).

La bacteria no es una plaga de cuarentena, tiene una distribucién mundial, y afecta a numerosas especies horticolas
(hortalizas tales como calabaza, pimienta, hinojo, apio, zanahoria, patata, etc.) y ornamentales.

El sintoma mas tipico es el ablandamiento de los 6rganos carnosos de la planta que se vuelven de color marrén y
huelen a podrido. Las infecciones graves, que se producen en el invernadero, en el campo y en el almacén, pueden
conducir a pérdidas muy graves. Este patégeno oportunista sobrevive en el suelo, en aguas de riego que contienen
materia organica, en desechos infectados y en la rizosfera de muchas especies cultivadas y de plantas silvestres. Las
heridas, normalmente asociadas a varios eventos de estrés (fuertes lluvias, altas temperaturas y humedad, abono
excesivo de nitrégeno) son los principales sitios de la penetracion bacteriana. El viento, los aerosoles, los insectos y
el hombre son factores importantes para la dispersion del patégeno y la enfermedad.

El control se basa principalmente en las medidas profilacticas, basandose en practicas de cultivo adecuadas (por
ejemplo: fertilizacidon con un bajo contenido de nitrégeno y un alto contenido de potasio, rotaciéon de cultivos y el
saneamiento de campo, control de insectos, buen drenaje del suelo) y pulverizaciones de cobre (cada 7-10 dias)
cuando la enfermedad aparece pueden ayudar a limitar la capacidad del patégeno a colonizarse facilmente en el
huésped.

En un sentido adicional de la invencion, una de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica es
causada por Fusarium oxysporum f. spp., una especie que pertenece al grupo de los hongos mitospdricos, que
comprende un gran namero de formae speciales tales como:

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis; Fusarium oxysporum f.sp. asparagi; Fusarium oxysporum f.sp. batatas; Fusarium
oxysporum f.sp. betae; Fusarium oxysporum f.sp. cannabis; Fusarium oxysporum f.sp. cepae; Fusarium oxysporum
f.sp. ciceris; Fusarium oxysporum f.sp. citri; Fusarium oxysporum f.sp. coffea; Fusarium oxysporum f.sp. cubense;
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi; Fusarium oxysporum f.sp. lentis; Fusarium oxysporum f.sp. lini; Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici; Fusarium oxysporum f.sp. melonis; Fusarium oxysporum f.sp. nicotianae; Fusarium oxysporum f.sp.
niveum; Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae; Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli; Fusarium oxysporum f.sp. pisi;
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici; Fusarium oxysporum f.sp. ricini; Fusarium oxysporum f.sp. tulipae;
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

El hongo, tiene una distribucidon mundial y es perjudicial para la agricultura debido también a su amplio intervalo de
objetivos. Ataca, causando graves pérdidas, la mayoria hortalizas y flores (esparragos, judias, cebollas, guisantes,
tomates, etc.), varios cultivos de campo tales como el algodoén y el tabaco, cultivos de plantacion tales como banana,
platano, café y cafia de azucar, y unos pocos arboles de sombra. Las mayores pérdidas pueden ser causadas por la
enfermedad (marchitamiento por “Fusarium), especialmente en las variedades susceptibles y en condiciones
meteoroldgicas favorables (temperaturas de suelo y aire bastante mas altas durante gran parte de la temporada). Esta
enfermedad vascular dafia las plantas causando achaparramiento de las plantas, que pronto comienzan a marchitarse
y finalmente mueren; cuando las plantas estan infectadas en la etapa de plantula, normalmente se marchitan y mueren
poco después de la aparicion de los primeros sintomas. Las raices también se infectan, y después de un periodo inicial
de achaparramiento, se pudren las raices mas pequefias. El hongo mitospérico produce tres tipos de esporas
asexuales (micro-macroconidia, clamidosporas) y puede sobrevivir entre los cultivos en los restos de plantas
infectadas en el suelo también por mucho tiempo. En ocasiones, el hongo puede llegar a los frutos de las plantas
infectadas y penetrar o contaminar la semilla. Fusarium se propaga a través de distancias cortas por medio de agua y
magquinaria agricola contaminada, y a través de distancias largas principalmente en trasplantes infectados o en el
suelo que los porta. El control se basa principalmente en el uso de variedades resistentes (cuando esta disponible),
esterilizacion del lecho de siembra y la rotacion de cultivos, uso de semillas y trasplantes sanos, tratamiento de agua
caliente de la semilla, solarizacién del suelo de campo, y control biolégico usando hongos antagonistas (Trichoderma
spp) o bacterias productoras de sideréforos beneficiosas (Pseudomonas spp.).

Cuando las enfermedades a tratar se encuentran entre las enfermedades enumeradas anteriormente, el experto en la
materia, a modo de ejemplo, segun la invencidn, hara que la bacteria pueda ser aplicada directamente sobre la planta
o parte de la misma a tratar.

En todos los casos ejemplificados, el experto en la materia conocera qué partes de la planta tienen que ser tratadas
con el ACB o con la composicion de la invencion, y cuando aplicar el antagonista con el fin de proteger los arboles de
la infeccion (por ejemplo: al menos tres aplicaciones de pulverizacion por afio en todo el arbol).

Segun la invencion, la bacteria puede ser almacenada en un forma liofilizada, o como un polvo tal como una

“bioformulacion basada con talco” (una mezcla de alginato combinada con talco esterilizado tal como se describe por
Ozaktan H., T. Bora 2006: “Studies on biological fire blight with some antagonistic bacteria” Acta Horticulturae 704:
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337-340), como granulado, y puede usarse como tal en la planta o parte de la misma o puede volverse a suspender
en un liquido adecuado tal como salmuera, agua, medio de crecimiento u otros liquidos conocidos por los expertos en
la materia.

La bacteria también puede ser suspendida en un gel biopolimero adecuado a modo de ejemplo no limitativo segun las
realizaciones descritas en el documento WO 0215702; y por Stockwell V.O., K.B. Johnson, Von W. Johnson 2006:
“Colonization of flowers by Pseudomonas fluorescens A506 formulated in a biopolymer gel” Acta Horticulturae 704:
293-299).

El experto en la materia sabra como volver a suspender la bacteria antes de usarla directamente en la planta o en la
parte de la planta.

En una realizacion, la bacteria puede estar comprendida en una composicion que también comprende un vehiculo
adecuado para la bacteria (por ejemplo, agua, salmuera, medio de crecimiento, gel polimérico, etc.), comprendiendo
opcionalmente ademas la composicidon uno o mas compuestos adicionales adecuados para ayudar a la colonizacion
de la planta por la bacteria de la invencién (por ejemplo, alginatos de sodio, aminoacidos, quelatos de hierro).

Segun la invencion, la composicion también puede comprender una aplicacion concomitante o posterior, uno o mas
compuestos adicionales adecuados para ayudar a la reactividad/recuperacion de la planta (por ejemplo: fertilizacion
adecuada) y/o uno o mas compuestos adicionales usado cominmente como pesticida (productos a base de cobre)
y/o uno o mas compuestos adicionales activos tales como (prohexadiona-Ca, acibenzolar-S-metil, fosetil-Al) conocidos
como inductores o “elicitores” de respuestas de resistencia a enfermedades. Cuando se usan compuestos con un
efecto bactericida, a aplicacion de ACB debe realizarse a diferentes intervalos de tiempo. La composicién se puede
preparar para la aplicacion concomitante o posterior de la bacteria y de los pesticidas conocidos. El protocolo de control
puede ser tal que se realiza una primera aplicacion de un pesticida y una aplicacién(es) posterior(es) de la bacteria
puede(n) llevarse a cabo al permitir un mejor antagonismo por la bacteria de la invencion contra los patégenos.

En una realizacion, la bacteria o una alicuota bacteriana se suspende en un vehiculo adecuado como se indico
anteriormente y el ACB o la composicién obtenida como se ha indicado anteriormente puede aplicarse directamente
en los 6rganos aéreos de la planta, en materiales de propagacion (semillas, tubérculos, etc.), en suelos y en el aparato
de la raiz de las plantulas antes del trasplante.

Convenientemente, la bacteria se puede almacenar en una forma secada por congelacion o liofilizada, o como un
polvo o granulado y la misma puede ser resuspendida en un liquido o gel polimérico adecuado conocido por el experto
en la materia.

La invencion, por ende, también proporciona un kit para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades de las
plantas de etiologia bacteriana o fungica, comprendiendo el kit una o mas alicuotas de la bacteria como se definio
anteriormente y una o mas alicuotas de un vehiculo y/o de una composicion que comprende ademas uno o mas
compuestos adicionales mencionados anteriormente, en el que la alicuota del vehiculo o la alicuota de la composicién
puede usarse para la resuspension de la alicuota bacteriana antes de su uso. Cuando se lleva a cabo una aplicacion
posterior, el experto en la materia sabra, sin el uso de habilidad inventiva y sin necesidad de una ensefianza mas en
la presente memoria descriptiva, qué pesticidas pueden usarse para preparar la composicién de la invencién o, cuando
se prepara un kit, qué pesticidas pueden estar comprendidos en las alicuotas de dicha composicién que comprende
ademas uno o mas compuestos adicionales descritos anteriormente.

A modo de ejemplo no limitativo, el pesticida puede seleccionarse entre los pesticidas usados comunmente tales como
los descritos anteriormente.

En una realizacién preferida, el pesticida estara en una concentracion por debajo de la concentracion a la que se usa
el mismo normalmente para el mismo fin en el estado de la técnica.

En una realizacién de la invencion, el ACB puede ser una bacteria derivada como se describié anteriormente, en el
gue dicha bacteria se ha transformado o mutado para ser resistente a un antibiético especifico con el fin de permitir la
coaplicacion del antibiético y el ACB cuando es aconsejable un potente tratamiento.

Es obvio que la invencion se refiere también a un método de preparacion de la composicion de la invencion que
comprende la etapa que consiste en mezclar la bacteria de la invencion con uno o mas de un vehiculo adecuado y/o
un nutriente bacteriano adecuado y/o un nutriente vegetal adecuado y/o un pesticida adecuado.

La invenciéon también se refiere a un método de preparacion del kit de la invencion que comprende la etapa que
consiste en alicuotar la bacteria de la invencién y opcionalmente someter las alicuotas asi obtenidas a una etapa de
almacenamiento tal como liofilizacidn, trituracion, granulacion o introduccion de las bacterias en una gel biopolimérico
por medio de técnicas estandar como se ha descrito anteriormente y preparacion de una o mas alicuotas de un
vehiculo adecuado para la resuspension de la alicuota bacteriana como se ha definido anteriormente y/o preparacion
de alicuotas de una composicién que comprende uno o mas de los compuestos adicionales que se enumeran
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anteriormente en la que la alicuota bacteriana puede volverse a suspender o para aplicacion a la planta entre si, antes
o después de la aplicacion de la alicuota como tal o se volvié a suspender en dicho vehiculo adecuado.

El experto en la materia conocera los componentes adecuados de la composicién a partir del conocimiento comun en
el campo especifico, no obstante, a modo de ejemplo no limitativo, los ingredientes de la composicién se pueden
seleccionar entre cualquiera de los ingredientes mencionados anteriormente.

La composicion de la invencién puede estar en cualquier forma adecuada conocida por el experto en la materia para
el tratamiento de plantas o partes de las mismas, a modo de ejemplo no limitativo, la composicion puede estar en
forma liofilizada, granulado, polvo, liquido, nebulizada, comprimido, capsula, gel polimérico.

La concentracion de la bacteria de la invencion en la composicion puede ser de aproximadamente 10" UFC/g de peso
de la composicion.

La invencion proporciona ademas un método de tratamiento de una planta o una parte de la misma para la prevencion
y/o el tratamiento de las enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica que comprende la aplicacion
a una planta o a una parte de la misma de la bacteria o la composicion o las alicuotas del kit como se ha descrito
previamente.

Segun el método de la invencion, la aplicacion se puede repetir de una a mas veces en periodos subsiguientes de
tiempo.

Cuando se usa una composicién para la administracion posterior de pesticida y bacteria de la invencién, el protocolo
de aplicacion comprendera una primera etapa de aplicacién de pesticidas adecuados y una segunda etapa de
aplicacion de la bacteria de la invencion.

En una realizacion de la invencién dichas enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fingica se seleccionan
entre una o mas enfermedades causadas Xanthomonas arboricola pv. pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia
amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, Pseudomonas syringae
pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas viridiflava, Agrobacterium vitis, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum y Fusarium oxysporum f. spp.

El experto en la materia sabra, cuando se usa un protocolo de aplicacion posterior, qué pesticidas seran adecuados
para llevar a cabo el método de la invencion.

Un ejemplo de un posible protocolo de aplicacion de la composicion del ACB (aprox. 10" UFC/g) contra el fuego
bacteriano causado por E. amylovora, segun las fases mas criticas de la enfermedad en diferentes huéspedes y segun
los aspectos biolégicos del patégeno en diferentes condiciones ambientales, podria ser el siguiente: una primera
aplicacion en primavera durante la floracion para prevenir las infecciones de la flor, seguido por una o mas aplicaciones
durante el periodo vegetativo para proteger los brotes, frutos y segundas floraciones. Las aplicaciones de ACB podrian
integrarse con los productos quimicos enumerados anteriormente, prestando atencion para evitar el uso de antibioticos
y/u otras moléculas con un efecto bactericida cuando la bacteria se aplica simultaneamente a los compuestos
adicionales. En el caso de que se usen antibidticos o compuestos bactericidas, un protocolo de aplicacién posterior
puede ser seguido, cuando la aplicacion de la bacteria o de la composiciéon de la invencion se lleva a cabo
preferentemente después de usar el antibiético o los compuestos bactericidas. El experto en la materia sabra la
duracion del efecto del antibidtico o de la composicion bactericida en general y aplicara la bacteria o la composicion
de la invencién cuando el efecto de los compuestos mencionados anteriormente caduque o disminuya fuertemente.
La composicion para la posterior aplicacion o el kit para la misma puede usarse para llevar a cabo el método descrito
anteriormente. Para desarrollar un programa de control rentable que funciones constantemente, pueden usarse
programas de prediccién adicionales para predecir la enfermedad de fuego bacteriano en manzanas y peras.

Otro ejemplo de un posible protocolo de aplicacion de la composicién de ACB (aprox. 10" UFC/g) contra manchas
bacterianas/cancro de los cultivos de fruto causados por Xanthomonas arboricola pv. pruni, podrian disefiarse para
evitar infecciones durante el florecimiento, hojas, frutos, brotes/ramas pequefias e infecciones tardias de brotes a
través de cicatrices de hojas justo antes y durante la caida de hojas en otofio que constituyen la fuente de inéculo
primario para la siguiente primavera. Las pulverizaciones a base de cobre se podrian hacer ventajosamente durante
el periodo inactivo.

En una realizacion de la invencion, un vector bidtico puede ser usado para la administracion de la bacteria de biocontrol
a las plantas o partes de las mismas de interés.

Es bien conocido que varios insectos preferentemente viven, se alimentan, reproducen en plantas especificas, por
ende el insecto puede usarse como un vector bidtico vivo para administrar la bacteria en el campo de las plantas o
partes de las mismas de interés.

A modo de ejemplo no limitativo, himenodpteros pronubial tales como, por ejemplo, Apidae y Megachilidae, pueden
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usarse como vectores biodticos adecuados en una realizacion de esta invencion.

Los vectores se pueden poner en contacto con la bacteria de la invencién (a modo de ejemplo en la forma de una
preparacién de colonias vivas de alta densidad tales como células liofilizadas a una concentracion de aprox.
10'" UFC/g) y luego permitir el vuelo a las plantas de interés para asi administrar a dichas plantas la bacteria de la
invencioén, permitiendo de este modo que la bacteria crezca en la planta o en una parte de la misma.

Los siguientes ejemplos son ejemplos experimentales de pruebas llevadas a cabo con la bacteria de la invencion.
EJEMPLOS

Ensayo en flores de Actinidia spp.

Dinamica de la poblacién de la bacteria antagonista: las flores femeninas (5 flores X estudio/tesis) de A. chinensis

“Hort16A” Zespri Gold A. deliciosa “Hayward” aun cerradas se recogieron y se pusieron en tubos de Eppendorf de
1,5 ml que contenian 1 ml de agua desionizada estéril. Al dia siguiente, una suspensién de un mutante resistente a la
rifampicina (refraccion) de BB20 de la cepa P. fluorescens con nimero de deposito en virtud del tratado de Budapest
DSM 25556 (aprox. 108 unidades formadoras de colonias, UFC/ml) se nebulizé en flores abiertas. Las flores se lavaron
individualmente en 3 ml de MgSO4 10 mM, se hicieron diluciones decimales de liquido de lavado, y todas las diluciones
se sembraron en placas de Petri que contenian KB + rifampicina (100 ppm) por deposicion sobre el sustrato con 10 pl
de gotas. Las placas se incubaron a continuacién a 27 °C durante 24 horas y las colonias bacterianas se contaron y
se hace referencia como mililitros de lavado. Las mediciones se realizaron en las flores 1, 24, 48, 72 y 96 horas tras
la aplicacion de bacterias antagonistas.

Dinamicas de poblacién de P. syringae pv. actinidiae en comparacion con la bacteria antagonista: las flores femeninas

(5 flores X estudio/tesis) de A. chinensis “Hort16A” Zespri Gold aun cerradas se recogieron y se pusieron en tubos de
Eppendorf de 1,5 ml que contenian 1 ml de agua desionizada estéril. Al dia siguiente, una suspension de la bacteria
de BB20 de la invencion con numero de deposito en virtud del tratado de Budapest DSM 25556 (ca. 108 UFC/ml) se
nebulizo en flores abiertas. Tras transcurrir 24 horas, las flores se nebulizaron con una suspension (ca. 108 UFC/ml)
de P. syringae. pv. actinidiae cepa CRA-FRU 3.1Rif". Las flores se lavaron individualmente en 3 ml de diMgSO4 10 mM,
se hicieron diluciones decimales de liquido de lavado, y todas las diluciones se sembraron en NSA + rifampicina (100
ppm) para controlar la poblacion de la cepa patégena y en KB para detectar al mismo tiempo también la poblacion de
la BB20 cepa antagonista con numero de depdsito en virtud del Tratado de Budapest DSM 25556, al depositar 10 pl
de gotas en ambos sustratos. Las placas de NSA + rifampicina y las placas de KB se incubaron a 27 °C durante 24
horas, después de lo cual, las colonias bacterianas se contaron y se hace referencia como mililitros de lavado. Las
mediciones se realizaron en las flores 1, 24, 48 horas después de su nebulizacién, mientras que las mediciones sobre
la poblacion antagonista se llevaron a cabo hasta 96 horas después de su nebulizacion.

Los ensayos in vitro, con respecto a la inhibicion in vitro, se llevaron a cabo segun el protocolo de Vanneste et al.,
1992.

Los resultados de las pruebas de actividad antagonista llevados a cabo con la bacteria de la invencion se notifican a
continuacioén en la Tabla 1.

La Tabla 1 muestra la actividad inhibidora in vitro de la bacteria BB20 con numero de depésito en virtud del Tratado
de Budapest DSM 25556 frente a las diversas cepas bacterianas patégenas.

Ea Av Rs Xap Pcc Pss Psa

G20 Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.

Ea: Erwinia amylovora

Av: Agrobacterium vitis

Rs: Ralstonia solanacearum

Xap: Xanthomonas arboricola pv. pruni

Pcc: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae

Psa: Pseudomonas syringae pv. actinidiae

Los datos no publicados preliminares para la preparacion del gel polimérico mostraron que una suspension en agua
de las células bacterianas liofilizadas (aprox. 108 UFC/ml) modificadas con alginato de sodio (0,5 %) y glicerol (0,4 %)
mejoro la supervivencia del ACB en las hojas de pera (aprox. 2 érdenes de magnitud) con respecto al cultivo reciente
y/o liofilizado.
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria de P. fluorescens que tiene el numero de depdsito en virtud del Tratado de Budapest DSM
25556 o una bacteria de P. fluorescens que se deriva de la bacteria que tiene el nimero de depdsito DSM 25556 y
que mantiene todas las actividades antipatégenas de la misma para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
de las plantas de etiologia bacteriana o fungica.

2. La bacteria de P. fluorescens segun la reivindicacion 1, en la que dichas actividades antipatégenas son la
presencia de actividad inhibidora in vitro en un sustrato solido al menos contra: Xanthomonas arboricola pv. pruni,
Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas viridiflava,
Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; y presencia de una actividad inhibidora in vitro
en un medio sdlido del desarrollo micelar del hongo Fusarium oxysporum f. spp.

3. La bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en la que dichas enfermedades de las plantas de
etiologia bacteriana o fungica se seleccionan entre una o mas enfermedades causadas por Erwinia spp.,
Pseudomonas spp., Ralstonia spp., Agrobacterium spp., Pectobacterium spp., Xanthomonas spp. y Fusarium spp.

4. La bacteria de la reivindicacion 3, en la que dichas enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o
fungica se seleccionan entre una o mas enfermedades causadas por infecciones por Xanthomonas arboricola pv.
pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas viridiflava,
Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Fusarium oxysporum f spp.

5. La bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en forma liofilizada, en polvo, granulado, gel,
suspension liquida.

6. Una composicion que comprende la bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo
adecuado.
7. La composicion de la reivindicacién 6 que comprende ademas uno o mas compuestos adicionales que ayudan

a la colonizacién de la planta por la bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y/o uno o mas compuestos
adicionales que ayudan a la reactividad/recuperacion de la planta y/o uno o mas compuestos adicionales que tienen
propiedades pesticidas y/o uno o mas compuestos adicionales seleccionados entre inductores o elicitores de
respuestas de resistencia a las enfermedades en plantas.

8. La composicion de la reivindicacion 6 o 7 en una forma liofilizada, granulado, en polvo, suspensién liquida,
nebulizada, comprimido, capsula, gel, gel biopolimérico, crema, unguento, pasta, emulsion, dispositivo medicinal.

9. Un kit de partes que comprende una o mas alicuotas de la bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 y una o mas alicuotas de un vehiculo adecuado y/o de una composicidon que comprende ademas uno o mas de los
compuestos adicionales como se define en la reivindicacion 7.

10. El kit de la reivindicacion 9, en el que el kit comprende una o mas alicuotas de la bacteria de las
reivindicaciones 1 a 5, una o mas alicuotas de un vehiculo adecuado y una o mas alicuotas de una composicién que
comprende uno o mas compuestos que tienen propiedades pesticidas incluyendo propiedades bactericidas.

11. Un método de tratamiento de una planta o una parte de la misma para la prevencion y/o el tratamiento de las
enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica que comprende la aplicacién a una planta o a una parte
de la misma de la bacteria o de la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

12. Un método de tratamiento de una planta o una parte de la misma para la prevencién y/o el tratamiento de las
enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o fungica que comprende la aplicacién posterior a una planta o a
una parte de la misma de una composicién que comprende uno o0 mas compuestos que tienen propiedades pesticidas
incluyendo propiedades bactericidas, y la bacteria o la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11 o 12, en el que dichas enfermedades de etiologia
bacteriana y/o fungica son enfermedades de las plantas seleccionadas entre una o mas enfermedades causadas por
Erwinia spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp., Agrobacterium spp., Pectobacterium spp., Xanthomonas spp. y
Fusarium spp.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que dichas enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana o
fungica se seleccionan entre una o mas enfermedades causadas por infecciones por Xanthomonas arboricola pv.
pruni, Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Pseudomonas syringae pv. persicae; Pseudomonas viridiflava,
Agrobacterium vitis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Fusarium oxysporum f. spp.
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15. Un método de tratamiento de una planta o una parte de la misma para la prevencioén y/o el tratamiento de
enfermedades de las plantas de etiologia bacteriana y/o fungica que comprende:

5 - poner en contacto un huésped vivo que vive normalmente o esta presente normalmente en dicha planta o parte
de la misma con la bacteria viva de cualquiera de las reivindicaciones 1a 5y

- permitir a dicho huésped ponerse en contacto con dicha planta o parte de la misma permitiendo asi que dicha

bacteria se desarrolle en dicha planta o parte de la misma.
10
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