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DESCRIPCION
Composiciones bioactivas y metabolitos de Bacillus megaterium
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N.° 61/683.154,
presentada el martes 14 de agosto de 2012 y la Solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 13.832.407, presentada
el viernes 15 de marzo de 2013.

Campo técnico

La presente divulgacion esta en el campo de las composiciones bioactivas que tienen actividad plaguicida y métodos
para su uso en el control de plagas de plantas. En particular, dichas composiciones comprenden una cepa de Bacillus
y/o sus metabolitos, mas particularmente, cepas de Bacillus megaterium y sus metabolitos.

Antecedentes

Los productos naturales son sustancias producidas por microbios, plantas y otros organismos. Los productos
microbianos naturales ofrecen una fuente abundante de diversidad quimica y existe un largo historial de uso de
productos naturales con fines farmacéuticos. A pesar del énfasis en los productos naturales para agentes terapéuticos
en seres humanos, donde mas del 50 % proceden de productos naturales, solo el 11 % de los plaguicidas proceden
de fuentes naturales. No obstante, los plaguicidas de productos naturales tienen el potencial de desempefiar un papel
importante para controlar plagas en granjas tanto convencionales como organicas. Los metabolitos secundarios
producidos por microbios (bacterias, actinomicetos y hongos) proporcionan nuevos compuestos quimicos que pueden
usarse solos 0 en combinacién con compuestos conocidos para controlar de manera eficaz plagas de insectos y para
reducir el riesgo de desarrollo de resistencia. Existen varios ejemplos bien conocidos de productos microbianos
naturales que son exitosos como insecticidas agricolas (Thompson et al., 2000; Arena et al., 1995; Krieg et al. 1983).

El desarrollo de un plaguicida microbiano comienza con el aislamiento de un microbio en un cultivo puro. Luego se
procede a la deteccion de eficacia y espectro utilizando ensayos a escala in vitro, in vivo o piloto en un invernadero y
en el campo. Al mismo tiempo, se aislan e identifican los compuestos activos producidos por el microbio. Para la
comercializacion de un plaguicida microbiano, el microbio ha de producirse de manera econémica mediante
fermentacion a escala industrial y se formula con un vehiculo biocompatible y aditivos aprobados para aumentar la
eficacia y maximizar la facilidad de aplicacién.

Usos de Bacillus Megaterium y productos producidos a partir de él

Bacillus megaterium es una bacteria grampositiva que crece en medios simples y en mas de 62 de 95 fuentes de
carbono, como los intermedios del ciclo del acido tricarboxilico (por ejemplo, formiato y acetato), y forma esporas
principalmente en condiciones aerobias (véase, por ejemplo, Vary, 2007). Se ha encontrado en una variedad de
habitats, tales como suelo, agua de mar, sedimento, arrozales, miel, pescado y alimentos secos.

Se ha descubierto que Bacillus megaterium tiene varios usos diferentes. Especificamente, produce una variedad de
enzimas industriales tales como la penicilina acilasa, varias amilasas y glucosa deshidrogenasa (revisado en, Vary,
2007). Ademas, se encontrd que una fermentacion de B. megaterium ATCC 19213 cultivada hasta la fase estacionaria
produce N-desoxi-esquizoquineno, un sideréforo, que se identificé como 4-[(3(acetilhidroxiamino) propil) amino]-2-[2-
[acido (3-(acetilamino) propil) amino]-2-oxoetil]-2-hidroxi-4-oxo-butanoico (Hu X y Boyer G. L, 1995). Esquizoquineno,
un dihidroxamato que contiene citrato, un sideréforo que se ha producido por B. megaterium y Anabaena sp (Plowman
J. E. et al 1984). La participacion de la fraccion citrato a-hidroxicarboxilato en la quelacion de hierro se investigo
mediante la comparacién del comportamiento de union al hierro de esquizoquineno con el de acetilesquizoquineno,
un derivado en el que el grupo citrato hidroxilo se modificé mediante acetilacion.

Otro conjunto de usos para productos procedentes de Bacillus megaterium ha sido el uso medicinal. BMG 59-R2, un
antibiético peptidico, se ha informado a partir de B. megaterium (FERM-p 6177). El compuesto también inhibe la
fosfatasa alcalina y el crecimiento tumoral (Japén. Patente, 83 164 561. (1983)). El cultivo de fermentacion de B.
megaterium en presencia de ansatrienina produce T23V y T23VI (Damberg, M. et al 1982). Estos compuestos
pertenecen a la clase de antibidticos macrélidos, que también exhiben actividad antitumoral. Se aislé un nucledsido
llamado oxetanocina a partir de B. megaterium NK84-0218 y se determind que la estructura era 9-[(2R,3R,4S)-3,4-
bis(hidroximetil)-2-oxetanillJadenina mediante analisis de cristalografia de rayos X (Shimada N. et al., 1986). La
oxetanocina mostré actividad contra el virus del herpes simple Il (ADN del virus) a 5,8 pg/pocillo (inhibicién al 50 % del
efecto citopatico), mientras que la citotoxicidad contra las células Vero fue de 132,6 pg/pocillo (inhibicion al 50 % del
crecimiento celular). Posteriormente, los derivados de oxetanocina como las oxetanocinas H, X, G y 2-
aminooxetanocina A (Shimada N. et al., 1987) se aislan de la misma cepa que mostré actividades antiviricas contra el
virus del herpes simple tipo Il (HSV-II, por sus siglas en inglés) y actividades antiviricas contra el virus de la
inmunodeficiencia humana. B. megaterium IFO 12108 (Nakahama, K. et al., 1981) se utilizé para la transformacion
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microbiana de la anamtiocina, un antibiético antitumoral producido por Nocardia sp. C-15003 (N-1). La ansamitocina
P-3 se convirtié en 15-hidroxiansamitocina P-3 (PHO-3) y 15-epi-15-hidroxi-ansamitocina P-3 (epi-PHO-3), utilizando
B. megaterium (Izawa M. et al., 1981). El producto de conversién microbiana de P3, tiene mayores actividades
antitumorales contra P 388 y L 1210 que el sustrato P-3.

Se han utilizado diversos aislados de Bacillus megaterium como insecticidas, bactericidas, fungicidas y nematicidas
(véase, por ejemplo, Aksoy, H.M. 2008; Patentes de Estados Unidos 6.599.503, 7.906.131 y 7.935.360). Algunos de
estos aislados de B. megaterium se han utilizado en combinacion con otras bacterias para tratar lodos y desechos,
tales como residuos de Artemisia annua, polvo de chimenea, polvo de salvado, heces de ganado y aves de corral,
turba y paja de cultivo (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 7.279.104).

El documento WO 2011/124554 A2 describe el uso de acido 4-fenilbutirico y/o sales del mismo para mejorar la
tolerancia al estrés de las plantas.

El documento US 6.245.717 B1 divulga la supresién de auxina en plantas superiores.

El documento WO 2014/009402 A1 divulga el uso de acido 4-fenilbutirico para mejorar la tolerancia de las plantas a
organismos bioldgicos dafiinos. Este documento pertenece a la técnica anterior de acuerdo con el articulo 54(3) EPC.

Changsong Zou et al. describen la cepa XTBG34 de Bacillus megaterium que promueve el crecimiento de las plantas
mediante la produccién de 2-pentilfurano (Changsong Zou et al. The Journal of Microbiology, vol. 48, n.° 4, 1 de agosto
de 2010, pags. 460-466).

La base de datos WPI divulga Bacillus megaterium (Week 201049; AN 2010-J13789 XP002750959).

La base de datos CA Chemical Abstracts Service, (XP002750960) y Amborabe, Benigne-Ernest et al (Plant Physiology
and Biochemistry, 40(12), 1051-1060) divulgan los efectos antifingicos del acido salicilico y otros derivados del acido
benzoico hacia Eutypa lata y la relacion estructura-actividad.

La base de datos WPI divulga una cepa de Bacillus megaterium (Week 200966, AN 2009-L87431 XP002750961)).

El documento WO 2004/002227 A1 describe medios para controlar biolégicamente la enfermedad criptogamica de las
plantas.

Malanicheva et al. divulga la actividad antimicrobiana de cepas de Bacillus megaterium (Microbiology, Nauka/Inter-
periodica, MO, vol. 81, n.° 2, 18 de abril de 2012, pags. 178-185).

El documento US 2002/0119124 A1 divulga el biocontrol de enfermedades de plantas causadas por especies de
fusarium con nuevos aislados de Bacillus Megaterium y Pantoea Agglomerans.

El documento US 2010/0261694 A1 describe chaperonas quimicas y métodos de uso de las mismas para inhibir la
proliferacion del hongo fitopatégeno fusarium Ssp.

El documento US 5.403.583 A divulga Bacillus Megaterium ATCC 55000 y un método de uso de los mismos para
controlar R. Solani.

El documento WO 94/21795 A1 describe nuevas proteinas y cepas plaguicidas.
Sumario
La invencion se refiere a una composicion que comprende

a) un sobrenadante, filtrado, extracto o caldo celular completo recogido del cultivo de Bacillus megaterium H491
(n.° de registro NRRL B-50769), en donde dicho sobrenadante, filtrado, extracto o caldo celular completo tiene
actividad de promocion de crecimiento de plantas o plaguicida; y

b) al menos uno de un vehiculo, diluyente, tensioactivo o adyuvante.

También se divulga un B. megaterium que tiene las siguientes caracteristicas:

(A) actividad plaguicida;

(B) produce un compuesto plaguicida que tiene las siguientes propiedades: (1) tiene un peso molecular de
aproximadamente 140-185 determinado mediante cromatografia liquida/espectroscopia de masas (LC/MS, por sus
siglas en inglés); (2) tiene valores RMN de 'H de 8 7,28 (2H), 7,19 (2H), 7,17, 2,67, 2,31, 1,92 y tiene valores RMN
de 3C de 177,5, 142,9, 129,5, 129,5, 129,4, 129,4, 126,9, 36,1, 34,4, 28,1 (3) tiene un tiempo de retencién de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés) de aproximadamente 8-18 minutos, en una
columna de HPLC de fase inversa C-18 (Phenomenex, Luna 5 p C18 (2) 100 A, 100 x 4,60 mm) usando un sistema
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de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (CH3CN) (0-20 minutos; 90-0 % de CH3CN acuoso, 20-24 min;
100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90 % de CH 3 CN acuoso) a un caudal de 0,5
ml/min y deteccion UV a 210 nm;

(C) no es patogénico para los animales vertebrados; y

(D) es susceptible a tetraciclina, eritromicina, estreptomicina, penicilina, ampicilina, oxitetraciclina, cloranfenicol,
ciprofloxacino, gentamicina, piperacilina, Imipenem y Sulfametoxazol-Trimetoprima.

También se proporciona un sobrenadante, fraccion celular, filtrado, extracto, compuesto o metabolito procedente de
un cultivo de B. megaterium.

Ademas, el Bacillus megaterium sp. puede tener una secuencia génica del ARNr 16S que comprende al menos una
de:

(A) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y mas particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 1, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 2 y al menos un 99 % de identidad con la secuencia
consenso establecida en la SEQ ID NO: 3;

(B) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y mas particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 4, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 % de
identidad con la secuencia establecida en SEQ ID NO: 5 y al menos un 99 % de identidad con la secuencia
consenso establecida en la SEQ ID NO: 6;

(C) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y mas particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 7, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 % de
identidad con la secuencia establecida en SEQ ID NO: 8 y al menos un 99 % de identidad con la secuencia
consenso establecida en la SEQ ID NO: 9.

Ademas, el Bacillus megaterium sp. puede tener una secuencia génica recA que comprende al menos una de:

(A) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y mas particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 14, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 %
de identidad y, mas particularmente, al menos un 99,5 % de identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID
NO: 15y al menos un 99 % de identidad y, mas particularmente, al menos un 99,5 % de identidad con la secuencia
consenso establecida en la SEQ ID NO: 16;

(B) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y més particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 17, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 %
de identidad y, mas particularmente, al menos un 99,5 % de identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID
NO: 18 y al menos un 99 % de identidad y, mas particularmente, al menos un 99,5 % de identidad con la secuencia
consenso establecida en la SEQ ID NO: 19;

(C) una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y mas particularmente al menos un 99,5 % de
identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 20, una secuencia inversa que tiene al menos un 99 %
de identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 21 y al menos un 99 % de identidad y, mas
particularmente, al menos un 99,5 % de identidad con la secuencia consenso establecida en la SEQ ID NO: 22.

En particular, el Bacillus es una cepa de B. megaterium que tiene las caracteristicas de identificacion de la cepa H491
de B. megaterium (n.° de registro NRRL B-50769), cepa M018 de Bacillus megaterium (n.° de registro NRRL B-50770)
y cepa J142 de Bacillus megaterium (n.° de registro NRRL B-50771) o una cepa procedente de una de dichas cepas
(por ejemplo, una cepa mutante). Por lo tanto, en un aspecto relacionado, se proporciona dicho B. megaterium.
También se proporciona un cultivo sustancialmente puro, o caldo celular completo que comprende dicho
microorganismo o fraccion celular, sobrenadante, filtrado, extracto, compuesto o metabolito procedente del mismo.

El compuesto usado en los métodos y composiciones y combinaciones puede ser un compuesto que

(A) tiene actividad plaguicida;

(B) tiene un peso molecular de aproximadamente 140-185 determinado por cromatografia liquida/espectroscopia
de masas (LC/MS) y

(C) tiene un tiempo de retencion de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de aproximadamente 8-18
minutos en una columna HPLC C-18 de fase inversa usando un sistema de disolventes en gradiente de
agua:acetonitrilo (CH3CN) (0-20 min; 90 - 0 % de CH3sCN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 %
de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90 % de CH 3 CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV a 210 nm y
(D) se puede obtener opcionalmente de un B. megaterium. El compuesto en una realizacion puede ser un
policétido.

En una realizacién particular, el compuesto puede proceder de B. megaterium y tiene una estructura de policétido
aromatico monosustituido que comprende al menos una fraccién acida, al menos un anillo aromatico de 6 miembros
y al menos tres grupos metileno; un peso molecular de 140 a aproximadamente 185 en la estructura central; al menos
8 carbonos y al menos 2 oxigenos.
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Como también se divulga en el presente documento, el compuesto

(A) se obtiene de un B. megaterium,;
(B) es toxico para una plaga;

(C) tiene un peso molecular de aproximadamente 140-185 y, mas particularmente, 164 segun se determina por
cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS);

(D) tiene valores RMN de 'H de & 7,28 (2H), 7,19 (2H), 7,17, 2,67, 2,31, 1,92 y tiene valores RMN de '3C de 177,5,
142,9, 129,5, 129,5, 129,4, 129,4, 126,9, 36,1, 34,4, 28,1

(E) tiene un tiempo de retencion de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) de aproximadamente 8-18
minutos, mas especificamente, de aproximadamente 12 minutos e incluso, mas especificamente, de
aproximadamente 12,16 minutos en una columna de HPLC de fase inversa C-18 (Phenomenex, Luna 5 u C18 (2)
100 A, 100 x 4,60 mm) usando un sistema de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (CH3CN) (0-20 minutos;
90-0 % de CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90 %
de CH 3 CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV a 210 nm.

Tal como se desvela en el presente documento, se proporcionan compuestos que incluyen, pero sin limitacion:

(A) un compuesto que tiene la estructura #STROO01##

R, X
R
n Re
R3 Rs
R4
#H#STROO1 74

o una sal plaguicidamente aceptable o esterecisomeros del mismo, en dondenes0,1,2,3,4,5,6,7,809; Xes O,
NH, NR o0 S; R es cadena de alquilo inferior que contiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 restos alquilo, resto arilalquilo o arilo,
alquilo inferior sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido o
carboxi; R1, Rz, R3, R4, Rs, Re son cada uno independientemente H, hidroxilo, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo sustituido,
hidroxi, halégeno, amino, amido, carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida o sulfurilo;

(B) un compuesto que tiene la estructura #STRO01a##

R2

##STRO01a##

o una sal plaguicidamente aceptable o estereoisémeros del mismo, en donde X es O, NH, NR o S; R es cadena de
alquilo inferior que contiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 restos alquilo, resto arilalquilo o arilo, alquilo inferior sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi,
alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido o carboxi; nes 0, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8
0 9; R1, Rz, R3, R4 son cada uno independientemente H, hidroxilo, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo
sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo sustituido,
hidroxi, halégeno, amino, amido, carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida o sulfurilo;

(C) un compuesto que tiene la estructura #STR001M#
R, Rs

##STRO01b##
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o una sal plaguicidamente aceptable o estereoisomeros del mismo, en donde nes 0, 1,2, 3,4, 5,6, 7,8 0 9; Ry, R,
R3, R4, Rs son cada uno independientemente H, hidroxilo, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido,
alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo sustituido, hidroxi, halégeno,
amino, amido, carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida o sulfurilo;

En un aspecto, la cepa H491 de B. megaterium produce el policétido aromatico, acido 4-fenilbutanoico (1).

OH
a7y

Acido 4-fenilbutanoico (1)

Estos compuestos pueden obtenerse mediante

(A) el cultivo de un B. megaterium en un medio de cultivo, para obtener un caldo celular completo de B. megaterium,
en condiciones suficientes para producir dicho compuesto(s), y
(B) el aislamiento de dicho compuesto(s) producido en (A) a partir del caldo celular completo de (A).

En particular, el compuesto de la etapa (B) puede aislarse (i) aplicando el caldo celular completo a al menos una de
una columna de intercambio idnico, una columna de exclusion por tamafio o una columna de HPLC de fase inversa
para obtener fracciones de columna; (ii) analizando las fracciones de la columna para determinar la actividad plaguicida
y (iii) concentrando las fracciones de la columna de (ii) para obtener el compuesto aislado. Como alternativa, dicho
compuesto(s) se pueden producir mediante sintesis quimica y el producto(s) se puede usar como un compuesto puro
0 como un producto bruto.

En realizaciones adicionales, se proporcionan composiciones y métodos para modular el crecimiento de las plantas y,
en particular, promover el crecimiento de las plantas y/o modular la germinacion de semillas y, particularmente,
promover la germinacion de semillas. Por ejemplo, el medio de cultivo obtenido después del crecimiento de las cepas
de B. megaterium divulgadas en el presente documento, también denominado caldo celular completo (WCB, por sus
siglas en inglés), se puede aplicar a plantas, semillas y/o su sustrato de crecimiento (por ejemplo, suelo) para promover
el crecimiento de las semillas y plantas o la germinacién de las semillas de la planta. Como alternativa, las plantas,
semillas y/o sustrato de crecimiento de las mismas (por ejemplo, suelo) se pueden inocular con una cualquiera o con
una combinacion de las cepas de B. megaterium divulgadas en el presente documento con el fin de promover el
crecimiento de la planta. Como se divulga también en el presente documento, un cultivo o caldo celular
sustancialmente puro que comprende B. megaterium o un sobrenadante, fraccion celular, filtrado, extracto, compuesto
y/o metabolito procedente del mismo se puede usar en métodos para la promocion del crecimiento de las plantas o la
germinacion de semillas.

La divulgacion también divulga que cualquiera de los compuestos divulgados en el presente documento se puede usar
en métodos para promover el crecimiento de plantas; por ejemplo, un compuesto que:

(a) tiene un peso molecular de aproximadamente 140-185 y mas particularmente, 164 segun se determina por
cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS);

(b) tiene valores RMN de 'H de & 7,28 (2H), 7,19 (2H), 7,17, 2,67, 2,31, 1,92 y tiene valores RMN de '3C de 177,5,
142,9, 129,5, 129,5, 129,4, 129,4, 126,9, 36,1, 34,4, 28,1; y

(c) tiene un tiempo de retencién de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de aproximadamente 8-18
minutos, mas especificamente, de aproximadamente 12 minutos e incluso, mas especificamente, de
aproximadamente 12,16 minutos en una columna de HPLC de fase inversa C-18 (Phenomenex, Luna 5 p C18 (2)
100 A, 100 x 4,60 mm) usando un sistema de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (CH3CN) (0-20 minutos;
90-0 % de CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90 %
de CH 3 CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV a 210 nm.

Los compuestos adicionales utiles en los métodos y composiciones desvelados para promover el crecimiento de las
plantas incluyen los identificados anteriormente como STR001, STR001a, STRO01b y &acido 4-fenilbutanoico
(Compuesto 1).

Se divulga adicionalmente una combinacion plaguicida que puede ser sinérgica con al menos una plaga que
comprende como componentes activos: (a) un cultivo o caldo celular sustancialmente puro que comprende B.
megaterium o un sobrenadante, fraccion celular, filtrado, extracto, compuesto y/o metabolito procedente del mismo y
(b) otra sustancia plaguicida, en donde (a) y (b) pueden estar presentes en cantidades sinérgicas. La plaga, como se
desvela en el presente documento, puede ser una plaga de insectos, pero también puede incluir, pero sin limitarse a,
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un nematodo, hongo vegetal, virus de planta y bacterias de planta y maleza. Ademas, la combinacion puede ser una
composicion. La sustancia plaguicida puede (a) proceder de un microorganismo; (b) un producto natural y/o (c) un
plaguicida quimico y, en particular, un nematicida quimico.

En particular, la combinaciéon puede comprender un microorganismo completo, sobrenadante, filtrado y/o extracto de
B. megaterium y una sustancia plaguicida procedente de un microorganismo que incluye, pero sin limitacién, Bacillus
sp. (por ejemplo, Bacillus thuringiensis o Bacillus thuringiensis kurstaki) y spinosad. Como alternativa, la combinacién
puede comprender un sobrenadante, filtrado y/o extracto de B. megaterium y una sustancia plaguicida procedente de
un producto natural tal como piretro. Como alternativa, la combinacién puede comprender un sobrenadante, filtrado
y/o extracto de B. megaterium y una sustancia plaguicida que es un plaguicida quimico, particularmente, un insecticida,
donde el insecticida incluye pero sin limitacion piretrinas, espirotetramato y organoclorados.

En un aspecto relacionado, en el presente documento se proporciona un método para modular, en particular, modular
sinérgicamente la infestacion de al menos una plaga o especies de plaga en o alrededor de una planta, que comprende
aplicar a una planta y/o semillas de la misma y/o sustrato para cultivar dicha planta las combinaciones establecidas
anteriormente con una cantidad de la combinacién eficaz para modular la infestacion de dicha plaga o especies de
plaga. También se proporcionan en el presente documento compuestos aislados obtenibles o procedentes de B.
megaterium o alternativamente, organismos capaces de producir estos compuestos que se pueden usar para controlar
diversas plagas, y/o también, particularmente, plagas de nematodos.

Se proporciona ademas el uso de
(a) un compuesto que:

(1) tiene un peso molecular de aproximadamente 140-185 determinado mediante cromatografia
liquida/espectroscopia de masas (LC/MS);

(2) tiene valores RMN de 'H de & 7,28 (2H), 7,19 (2H), 7,17, 2,67, 2,31, 1,92 y tiene valores RMN de '3C de
177,5, 142,9, 129,5, 129,5, 129,4, 129,4, 126,9, 36,1, 34,4, 28,1;

(3) tiene un tiempo de retenciéon de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de aproximadamente 8-18
minutos, en una columna de HPLC de fase inversa C-18 (Phenomenex, Luna 5y C18 (2) 100 A, 100 x 4,60 mm)
usando un sistema de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (CH3CN) (0-20 minutos; 90-0 % de CH3CN
acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90% de CH 3 CN
acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccién UV de 210 nm;

(4) tiene propiedades plaguicidas; y

(b) opcionalmente otra sustancia, en donde dicha sustancia es un plaguicida, eficaz para modular la infestacion de
plagas; para formular una composicién plaguicida y/o modular la infestacion de una o mas plagas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion esquematica del esquema de purificacion para obtener los compuestos de la
invencion a partir de caldo de cultivo.

La Figura 2 representa los datos (-) ESI-LCMS para el acido 4-fenilbutanoico (1).

La Figura 3 representa la RMN de "H para el acido 4-fenilbutanoico (1) en CD3OD-ds a 600 MHz.

La Figura 4 representa la RMN de '3C para acido 4-fenilbutanoico (1) en CD30D-d4 a 150 MHz.

La Figura 5 representa la actividad nematicida promedio de cada lote para cada fermentacién numerada del 1-19
en orden cronoldgico.

La Figura 6 muestra la eficacia del sobrenadante H491 en el control de M. hapla a diferentes velocidades de
dilucién.

La Figura 7 muestra los resultados de dos bioensayos de extracto en placa de 96 pocillos diferentes de las
fracciones de H491 1-6 y extracto bruto. Se incluyen tres controles en cada ensayo; 1 positivo (Avid al 1 %) y 2
negativos (DMSO y agua). El ensayo 1 (T1) se llevé a cabo utilizando nematodos de M. hapla y las fracciones se
disolvieron en DMSO al 100 %; y el ensayo 2 (T2) se llevd a cabo utilizando nematodos de M. incognita y las
fracciones se disolvieron en DMSO. El % de inmotilidad se representa graficamente en su forma corregida, donde
la inmotilidad informada del blanco DMSO se resta de cada una de las muestras analizadas.

La Figura 8 muestra los resultados de tres bioensayos de extracto en placa de 96 pocillos diferentes de maximos
de H491 H1-H38 purificados. Se incluyen tres controles en cada ensayo; un control positivo (Avid al 1 %) y 2
controles negativos (DMSO y agua). La carga de la columna (inicial) y el flujo continuo (lavado) también se
analizaron. El ensayo 1 (T1) se llevé a cabo con nematodos de M. hapla, los ensayos 2y 3 (T2 y T3) se llevaron a
cabo con nematodos de M. incognita. Los resultados para cada muestra (fraccién o control) se presentan como un
conjunto de tres barras: la barra de la izquierda muestra los resultados del ensayo 1 (M. hapla), la barra central
muestra los resultados del ensayo 2 (M. incognita) y la barra de la derecha muestra los resultados del ensayo 3
(M. incognita).
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La Figura 9 muestra los efectos del sobrenadante H491 sobre M. incognita en pepino en un ensayo de agar agua.
La Figura 10 muestra la respuesta nematicida a la dosis para WCB H491 en plantas de pepino probadas en un
mini tubo en ensayo de planta. WCB H491 (identificado como MBI303 en la Figura) se us6 a plena potencia (1X)
y a diluciones de 0,7X y 0,5X. El peso de la parte superior fresco (FTW (por sus siglas en inglés), barra del extremo
izquierdo en cada conjunto de tres), el peso de la raiz fresca (FRW (por sus siglas en inglés), barra central en cada
grupo de tres) y el indice de agallas (barra del extremo derecho en cada conjunto de tres) se midieron para los tres
concentraciones de WCB H491 y para plantas tratadas con agua (control negativo) y con Avid (control positivo).
La Figura 11 muestra los resultados de los ensayos de motilidad (expresados como porcentaje de nematodos
inmoviles) realizados con WCB obtenido de cuatro lotes de fermentacion diferentes de H491 de B. megaterium.
También se muestran los resultados para nematodos tratados con agua (control negativo) y Avid (control positivo).
La Figura 12 muestra el efecto del acido 4-fenilbutanoico (Compuesto 1), a diferentes concentraciones (indicadas
en la abscisa) sobre la motilidad del nematodo juvenil (J2). También se muestran los resultados para controles
negativos (DMSO y agua) y un control positivo (Avid).

La Figura 13 muestra los efectos de tres cepas diferentes de B. megaterium (H491, M018 y J142) sobre la motilidad
de J2 de M. incognita. Avid se usd como control positivo y el agua como control negativo.

Descripcion detallada

Aunque las composiciones y los métodos hasta ahora son susceptibles de diversas modificaciones y formas
alternativas, se describiran en el presente documento en detalle realizaciones ejemplares. Deberia entenderse, sin
embargo, que no hay intencién de limitar la invencién a las formas particulares divulgadas, pero al contrario, la
intencioén es cubrir todas las modificaciones cubiertas por las reivindicaciones.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, al décimo de la unidad del
limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese intervalo
y cualquier otro valor declarado o intermedio en el intervalo indicado, se incluye en el mismo. También se incluyen
intervalos mas pequenos. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios también se incluyen alli,
sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo indicado.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencién. Aunque también pueden usarse en la puesta en practica o el ensayo de la presente invencion cualesquier
métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente documento, ahora se describen
los métodos y materiales preferidos.

Cabe destacar que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular

"un", "uno/a" y "el/la" incluyen las referencias en plural salvo que el contexto indique claramente otra cosa.

Como se define en el presente documento, "procedente de" significa aislado u obtenido directamente de una fuente
particular o, como alternativa, que tiene caracteristicas identificativas de una sustancia u organismo aislado u obtenido
de una fuente particular. En caso de que la "fuente" sea un organismo, "procedente de" significa que puede aislarse u
obtenerse del propio organismo o a partir del medio utilizado para cultivar o hacer crecer dicho organismo.

Como se define en el presente documento, "cultivo de caldo completo" se refiere a un cultivo liquido que contiene
células y medios. Si las bacterias crecen en una placa, las células pueden cosecharse en agua u otro cultivo completo
liquido.

El término "sobrenadante” se refiere al liquido restante cuando las células que se dejan crecer en caldo o se cosechan
en otro liquido de una placa de agar se eliminan mediante centrifugacion, filtracion, sedimentacién, u otros medios
bien conocidos en la técnica.

Como se define en el presente documento, "filtrado" se refiere al liquido de un cultivo de caldo completo que ha pasado
a través de una membrana.

Como se define en el presente documento, "extracto” se refiere a la sustancia liquida eliminada de las células por un
disolvente (agua, detergente, tampon) y separada de las células mediante centrifugacion, filtracion u otro método.

Como se define en el presente documento, "metabolito" se refiere a un compuesto, sustancia o subproducto de una
fermentacion de un microorganismo o sobrenadante, filtrado o extracto obtenido de un microorganismo que tiene
actividad plaguicida y, particularmente, insecticida.

Como se define en el presente documento, un "compuesto aislado" esta esencialmente libre de otros compuestos o
sustancias, por ejemplo, al menos aproximadamente 20 % puro, preferentemente al menos aproximadamente 40 %
puro, mas preferentemente aproximadamente 60 % puro, incluso mas preferentemente aproximadamente 80 % puro,
mas preferentemente aproximadamente 90 % puro, e incluso lo mas preferentemente aproximadamente 95 % puro,
segun se determina por métodos analiticos, incluidos, pero sin limitacion, métodos cromatograficos y métodos
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electroforéticos.

Un "vehiculo" como se define en el presente documento es un material inerte, organico o inorganico, con el que se
mezcla o formula el principio activo para facilitar su aplicaciéon a una planta u otro objeto que se vaya a tratar o su
almacenamiento, transporte y/o manipulacion.

El término "modular", como se define en el presente documento, se usa para indicar alterar la cantidad de infestacion
de plagas o la tasa de propagacién de la infestacion de plagas.

El término "infestacion de plagas”, como se define en el presente documento, es la presencia de una plaga en una
cantidad que causa un efecto nocivo que incluye una enfermedad o infecciéon en una poblacién hospedadora o la
aparicion de una maleza no deseada en un sistema de cultivo.

Un "pesticida", como se define en el presente documento, es una sustancia procedente de un producto bioldgico o
sustancia quimica que aumenta la mortalidad o inhibe la tasa de crecimiento de las plagas de plantas e incluye, pero
sin limitacién, nematicidas, insecticidas, fungicidas para plantas, bactericidas para plantas y viricidas para plantas.

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo monovalente de cadena
lineal o ramificada que tiene de uno a aproximadamente 12 atomos de carbono, incluyendo metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-hexilo, y similares.

Como se usa en el presente documento, "alquilo sustituido" se refiere a grupos alquilo que llevan ademas uno o mas
sustituyentes seleccionados de hidroxi, alcoxi, mercapto, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, ariloxi, ariloxi sustituido, halégeno, ciano, nitro,
amino, amido, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carboxilo, sulfonilo, sulfonamida, sulfurilo, y similares.

Como se usa en el presente documento, "alquenilo” se refiere a grupos hidrocarbilo de cadena lineal o ramificada que
tienen uno o mas dobles enlaces carbono-carbono y que tienen en el intervalo de aproximadamente 2 a 12 atomos de
carbono, y "alquenilo sustituido" se refiere a grupos alquenilo que llevan ademas uno o mas sustituyentes como se
establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "alquinilo” se refiere a grupos hidrocarbilo de cadena lineal o ramificada que
tienen al menos un triple enlace carbono-carbono, y que tienen en el intervalo de aproximadamente 2 a 12 atomos de
carbono, y "alquinilo sustituido" se refiere a grupos alquinilo que llevan ademas uno o mas sustituyentes como se
establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "arilo" se refiere a grupos aromaticos que tienen en el intervalo de 6 a 14
atomos de carbono y "arilo sustituido" se refiere a grupos arilo que llevan ademas uno o mas sustituyentes como se
establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "heteroarilo" se refiere a anillos aromaticos que contienen uno o mas
heteroatomos (por ejemplo, N, O, S, o similar) como parte de la estructura del anillo, y que tienen en el intervalo de 3
hasta 14 atomos de carbono y "heteroarilo sustituido" se refiere a grupos heteroarilo que llevan ademas uno o mas
sustituyentes como se establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "alcoxi" se refiere al resto -O-alquil-, en donde alquilo es como se definié
anteriormente, y "alcoxi sustituido™" se refiere a grupos alcoxilo que llevan ademas uno o mas sustituyentes como se
establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "tioalquilo" se refiere al resto -S-alquil-, en donde alquilo es como se definid
anteriormente, y "tioalquilo sustituido" se refiere a grupos tioalquilo que llevan ademas uno o mas sustituyentes como
se establecio anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "cicloalquilo” se refiere a grupos alquilo que contienen anillos que contienen
en el intervalo de aproximadamente 3 a 8 atomos de carbono, y "cicloalquilo sustituido" se refiere a grupos cicloalquilo
que llevan ademas uno o mas sustituyentes como se establecié anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "heterociclico", se refiere a grupos ciclicos (es decir, que contienen anillos)
que contienen uno o mas heteroatomos (por ejemplo, N, O, S, o similar) como parte de la estructura del anillo, y que
tiene en el intervalo de 3 hasta 14 atomos de carbono y "heterociclico sustituido" se refiere a grupos heterociclicos
que llevan ademas uno o0 mas sustituyentes como se establecié anteriormente.

"Porcentaje de identidad " significa el valor determinado al comparar dos secuencias alineadas de manera 6ptima a lo
largo de una ventana de comparacion, en donde la parte de la secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacion
puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (que
no comprende adiciones o supresiones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula
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mediante la determinacion del niumero de posiciones en las cuales se encuentra la base de aminoacido idéntica en
ambas secuencias para producir el numero de posiciones emparejadas, dividiendo el niumero de posiciones
coincidentes entre el numero total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100
para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

La alineacion 6ptima de secuencias para comparacion puede usar cualquier medio para analizar la identidad de
secuencia (homologia) conocida en la técnica, por ejemplo, mediante el método de alineacién progresivo denominado
"PILEUP" (Morrison, 1997), como un ejemplo del uso de PILEUP); mediante el algoritmo de homologia local de Smith
y Waterman, (1981); mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch (1970); mediante el
método de busqueda de similitud de Pearson (1988); mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos
(por ejemplo, GAP, BEST FIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.); ClustalW (CLUSTAL en el programa PC/Gene de Intelligenetics, Mountain
View, Calif., descrito por, por ejemplo, Higgins (1988); Corpet (1988); Huang (1992); y Pearson (1994); Pfamand
Sonnhammer (1998); TreeAlign (Hein (1994); programas informaticos de alineacién de secuencias MEG-ALIGN y
SAM; o, mediante inspeccion visual manual.

Otro ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la similitud de secuencia es el algoritmo BLAST, que
se describe en Altschul et al., (1990). Los programas BLAST (Herramienta de bisqueda de alineacion local basica) de
Altschul, S. F., et al., (1993) buscan bajo parametros predeterminados la identidad de las secuencias contenidas en la
base de datos BLAST "GENEMBL". Se puede analizar la identidad de una secuencia para todas las secuencias de
ADN disponibles publicamente contenidas en la base de datos GENEMBL utilizando el algoritmo BLASTN bajo los
parametros predeterminados. El programa informatico para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a
través del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica www.ncbi.nim.nih.gov/; véase también Zhang (1997) para
la variacion "PowerBLAST". Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencias de alta puntuacion (HSP,
por sus siglas en inglés) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que
coinciden o satisfacen alguna puntuacion de umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuacién de palabra adyacente (Altschul
et al.,(1990)). Estos aciertos de palabra adyacente iniciales acttan como semillas para iniciar busquedas para
encontrar HSP mas largos que los contengan. Los aciertos de palabra se prolongan en ambas direcciones a lo largo
de cada secuencia todo el tiempo que pueda aumentarse la puntuacién de alineaciéon acumulativa. La prolongacién
de los aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando: la puntuacién de alineacion acumulativa queda fuera
por una cantidad X de su valor conseguido maximo; la puntuacion acumulativa llega a cero o por debajo, debido a la
acumulacién de una o mas alineaciones de restos de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia.
Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineacién. El programa
BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff
(1992)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M =5, N = -4 y una comparacion de ambas cadenas. El término
BLAST se refiere al algoritmo BLAST que realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase,
por ejemplo, Karlin (1993).

Métodos de produccion

Como se ha indicado anteriormente, pueden obtenerse compuestos o metabolitos, obtenidos o procedentes de un
organismo que tiene las caracteristicas de identificacion de un B. megaterium o, alternativamente, de cualquier otro
microorganismo. Los métodos comprenden cultivar estos organismos (por ejemplo, en un cultivo) y obtener los
compuestos y/o composiciones de la presente invencion mediante el aislamiento de estos compuestos a partir del
cultivo de estos organismos.

En particular, los organismos se cultivan en medio nutriente usando métodos conocidos en la técnica. Los organismos
pueden cultivarse mediante cultivo en matraces de agitacion, fermentacion a pequeia o gran escala (incluidas, pero
sin limitacién, fermentaciones continuas, discontinuas, de flujo discontinuo o de estado sélido) en fermentadores de
laboratorio o industriales realizados en un medio adecuado y en condiciones que permitan el crecimiento celular. El
cultivo puede producirse en medio nutriente adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrdgeno y sales
inorganicas, usando procedimientos conocidos en la técnica. Los medios adecuados estan disponibles en fuentes
comerciales o se pueden preparar de acuerdo con las composiciones publicadas.

Después del cultivo, se puede usar un sobrenadante, filtrado y/o extracto de o derivado de B. megaterium para formular
una composicion plaguicida.

Alternativamente, tras el cultivo, los compuestos y/o metabolitos pueden extraerse del caldo de cultivo.

El extracto puede fraccionarse mediante cromatografia. Las fracciones cromatograficas pueden analizarse para
determinar la actividad téxica contra, por ejemplo, nematodos de vida libre y nematodos parasitos de plantas, M.
incognita y/lo M. hapla usando métodos conocidos en la técnica. Este proceso puede repetirse una o0 mas veces
utilizando los mismos o diferentes métodos cromatograficos.

Composiciones
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Las composiciones pueden comprender cultivos enteros de caldo, cultivos liquidos, o suspensiones de una cepa de
B. megaterium, asi como sobrenadantes, filtrados o extractos obtenidos de una cepa de B. megaterium, o el
sobrenadante, filtrado y/o extracto o uno o mas metabolitos o compuestos aislados procedentes de una cepa de B.
megaterium o combinaciones de los anteriores que en particular tienen actividad nematicida contra cualquiera de los
siguientes: nematodos de agallas de semillas (Afrina wevelli), nematodos de Bentgrass (Anguina agrostis), nematodos
de agallas de brotes (Anguina spp.), nematodos de agallas de semillas (Anguina spp., A. amsinckiae, A. balsamophila;
A. tritici), nematodos de agallas de la hoja de festuca (A. graminis), nematodos de la espiga enrollada (o agallas de
trigo) (Anguina tritici), nematodos de brotes y hojas (o foliares) (Aphelenchoides spp., A. subtenuis), nematodos de
hoja de begonia (o0 helecho, o engarce de primavera, o foliar de fresa, o0 nematodos de fresa, o enano de verano) (A.
fragariae), nematodos del helecho (A. olesistus), nematodos del arroz (A. oryzae), nematodos de grosella (A. ribes),
nematodos de grosella negra (o crisantemo) (A. ritzemabosi), nematodos foliares o de hojas de crisantemo (A.
ritzemabosi), nematodos de punta blanca de arroz (o enano de primavera o brote de fresa) (A. besseyi), nematodos
que se alimentan de hongos (setas) (Aphelenchoides composticola), Atalodera spp. (Atalodera lonicerae, Atalodera
ucri), nematodos de espina (Bakernema variabile), nematodos de aguijon (Belonolaimus spp., B. gracilis, B.
longicaudatus), nematodos de madera de pino (Bursaphalenchus spp., B. xylophilus, B. mucronatus), nematodos
sésiles (Cacopaurus spp., C. epacris, C.pestis), nematodos de quiste de amaranto (Cactodera amaranthi), nematodos
de quiste de abedul (C. betulae), nematodos de quiste de cactus (C.cacti), nematodos de quiste de Estonia (C.
estonica), nematodos de quiste de Thorne (C. thornei), nematodos de quiste de zarzas (C. weissi), nematodos de
anillo (Criconema spp.), nematodos de espina (Criconema spp., C. civellae, C. decalineatum, C.spinalineatum),
nematodos de anillo (Criconemella axeste, C. curvata, C. macrodora, C. parva), nematodos de anillo (Criconemoides
spp.), C. citri, C. simile), nematodos de espina (Crossonema fimbriatum), nematodos cistoides de eucalipto
(Cryphodera eucalypti), nematodos de yema, tallo y bulbo (Ditylenchus spp., D. angustus, D. dipsaci, D. destructor, D.
intermedius), Nematodos de engendro de champifién (D. myceliophagus), nematodos de punzoén ((Dolichodorus spp.,
D. heterocephalus, D. heterocephalous), nematodos de lanza (Dorylaimus spp.), nematodos de atrofia (Geocenamus
superbus), nematodos de quiste (Globodera spp.), nematodos de quiste de aquilea (G. achilleae), nematodos de quiste
de milenrama (G. achilleae), nematodos de quiste de manzana (G. mali), nematodos de quiste de patata blanca (G.
pallida), nematodos dorados (G. rostochiensis), nematodos de quiste de la planta de tabaco (G. tabacum), nematodos
de quiste de Osborne (G. tabacum solanacearum), nematodos de quiste de la equina (G. tabacum virginiae),
nematodos de aguja (Gracilacus spp., G. idalimus), nematodos en espiral (Helicotylenchus spp., H. africanus, H.
digonicus, H. dihystera, H. erythrinae, H. multicinctus, H. paragirus, H. pseudorobustus, H. solani, H. spicaudatus),
nematodos de vaina (Hemicriconemoides spp., H. biformis, H. californianus, H. chitwoodi, H. floridensis, H. wessoni),
nematodos de vaina (Hemicycliophora spp., H. arenaria, H. biosphaera, H. megalodiscus, H. parvana, H. poranga, H.
sheri, H. similis, H. striatula), nematodos de quiste (Heterodera spp.), nematodos de quiste de almendra (H. amygdali),
nematodos de quiste de avena (o cereal) (H. avenae), nematodos de quiste de Cajanus (o guisante) (H. cajani),
nematodos de quiste de hierba Bermuda (o en forma de corazén o de San Valentin) (H. cardiolata), nematodos de
quiste de zanahoria (H. carotae), nematodos de quiste de col o gusano de la raiz de Brassica (H.cruciferae), nematodos
de quiste de cebollin (o junco) (H. cyperi), nematodos de quiste japoneses (H. elachista), nematodos de quiste de higo
(o ficus, o caucho) (H. fici), nematodos de quiste de Galeopsis (H. galeopsidis), nematodos de quiste de soja (H.
glycines), nematodos de raiz de alfalfa (o quiste de guisante) (H. goettingiana), nematodos de quiste de trigo sarraceno
(H. graduni), nematodos de quiste de cebada (H. hordecalis), nematodos de quiste de lupulo (H. humuli), nematodos
de quiste del cereal mediterraneo (o trigo) (H. latipons), nematodos de quiste de Lespedeza (H. lespedezae),
nematodos de quiste de Kansas (H. longicolla), nematodos de quiste de avena o gusano de la raiz de cereales (H.
major), nematodos de quiste de hierba (H. mani), nematodos de quiste de alfalfa (H. medicaginis), nematodos de
quiste de Cyperus (o madre) (Heterodera mothi), nematodos de quiste de arroz (H. oryzae), Nematodos de Amu-Darya
(o quiste de espina de camello) (H. oxiana), nematodos de quiste de muelle (H. rosii), nematodos de quiste de Rumex
(H. rumicis), nematodos de quiste de la remolacha azucarera (H. schachtii), nematodos de quiste de sauce (H.
salixophila), nematodos de quiste de Knawel (H. scleranthii), nematodos de quiste de cicerbita (H. sonchophila),
nematodos de quiste tadzhikistanos (H. tadshikistanica), nematodos de quiste turcomanos (H. turcomanica),
nematodos de quiste de trébol (H. trifolii), nematodos de quiste de ortiga (H. urticae), nematodos de quiste Ustinov (H.
ustinovi), nematodos de quiste de caupi (H. vigni), nematodos de quiste de maiz (H. zeae), nematodos de raiz de arroz
(Hirschmanniella spp., H. belli, H. caudacrena, H. gracilis, H.oryzae), nematodos de lanza (Hoplolaimus spp.),
nematodos de Columbia (H. columbus), nematodos de lanza de Cobb (H. galeatus), nematodos de lanza con cabeza
de corona (H. tylenchiformis), pseudonematodos del nudo de la raiz (Hypsoperine graminis), nematodos de aguja
(Longidorus spp., L. africanus, L. sylphus), nematodos de anillo (Macroposthonia (=Mesocriconema) xenoplax),
nematodos cistoides (Meloidodera spp.), nematodos cistoides de pino (M. floridensis), nematodos Ccistoides
tadzhikistanos (M. tadshikistanica), nematodos de cuerpo cistoide (Meloidoderita spp.), nematodos de atrofia (Merlinius
spp., M. brevidens, M. conicus, M. grandis, M. microdorus), nematodos de nudo de la raiz (Meloidogyne spp., M.
acronea, M. arenaria, M.artiellia, M. brevicauda, M. camelliae, M. carolinensis, M. chitwoodi, M. exigua, M. graminicola,
M. hapla, M. hispanica, M. incognita, M. incognita acrita, M. indica, M. inornata, M. javanica, M. kikuyuensis, M.
konaensis, M. mali, M. microtyla, M. naasi, M. ovalis, M. platani, M. querciana, M. sasseri, M. tadshikistanica, M.
thamesi), nematodos de la centaurea (Mesoanguina picridis), nematodos del abeto Douglas (Nacobbodera chitwoodi),
falsos nematodos del nudo de la raiz (Nacobbus aberrans, N. batatiformis, N. dorsalis), nematodos de pasta agria
(Panagrellus redivivus), nematodos de cerveza (P. silusiae), nematodos de aguja (Paralongidorus microlaimus),
nematodos en espiral (Pararotylenchus spp.), nematodos de raiz gruesa (Paratrichodorus allius, P. minor, P. porosus,
P. renifer), nematodos de aguja (Paratylenchus spp., P. baldaccii, P. bukowinensis, P. curvitatus, P. dianthus, P.
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elachistus, P. hamatus, P. holdemani, P. italiensis, P. lepidus, P. nanus, P. neoamplycephalus, P. similis), nematodos
de lesion (o pradera) (Pratylenchus spp., P. alleni, P. brachyurus, P. coffeae, P. convallariae, P. crenatus, P.flakkensis,
P. goodeyi, P. hexincisus, P. leiocephalus, P. minyus, P. musicola, P. neglectus, P.penetrans, P. pratensis, P. scribneri,
P. thornei, P. vulnus, P. zeae), nematodos de agalla de tallo (Pterotylenchus cecidogenus), nematodos de quiste de
hierba (Punctodera punctate), nematodos de atrofia (Quinisulcius acutus, Q. capitatus), nematodos excavadores
(Radopholus spp.), nematodos de raiz de platano (R. similis), nematodos de raiz de arroz (R. oryzae), nematodos de
anillo rojo (o coco o palma de coco) (Rhadinaphelenchus cocophilus), nematodos reniformes (Rotylenchulus spp., R.
reniformis, R. parvus), nematodos en espiral (Rotylenchus spp., R. buxophilus, R. christiei, R. robustus), nematodos
de lanza de Thorne (R. uniformis), Sarisodera hydrophylla, nematodos en espiral (Scutellonema spp., S. blaberum, S.
brachyurum, S. bradys, S. clathricaudatum, S. christiei, S. conicephalum), nematodos de raiz-agalla de la hierba
(Subanguina radicicola), nematodos cistoides redondos (Thecavermiculatus andinus), nematodos de raiz gruesa
(Trichodorus spp., T. christiei, T. kurumeensis, T. pachydermis, T. primitivus), anguilas de vinagre (0 nematodos)
(Turbatrix aceti), nematodos de atrofia (o de estilete ) (Tylenchorhynchus spp., T. agri, T. annulatus, T. aspericutis, T.
claytoni, T.ebriensis, T. elegans, T. golden, T.graciliformis, T. martini, T. mashhoodi, T. microconus, T. nudus, T.
oleraceae, T. penniseti, T. punensis), nematodos de citricos (Tylenchulus semipenetrans), nematodos daga
(Xiphinema spp., X. americanum, X. bakeri, X brasiliense, X. brevicolle, X. chambersi, X. coxi, X. diversicaudatum, X.
index, X. insigne, X nigeriense, X. radicicola, X. setariae, X. vulgarae, X. vuittenezi).

Las composiciones expuestas anteriormente pueden formularse de cualquier manera. Los ejemplos de formulacién no
limitantes incluyen, pero sin limitacidn, concentrados emulsionables (EC, por sus siglas en inglés), polvos humectables
(WP, por sus siglas en inglés), liquidos solubles (SL, por sus siglas en inglés), aerosoles, soluciones concentradas de
volumen ultra-bajo (ULV, por sus siglas en inglés), polvos solubles (SP, por sus siglas en inglés), microencapsulacion,
granulos dispersos en agua, fluidos (FL), microemulsiones (ME), nanoemulsiones (NE), etc. En cualquier formulacion
descrita en el presente documento, el porcentaje del principio activo esta dentro de un intervalo de 0,01 % a 99,99 %.

Las composiciones pueden estar en forma de un liquido, gel o sdlido. Puede prepararse una composiciéon soélida
mediante la suspension de un vehiculo sélido en una solucién de principio(s) activo(s) y el secado de la suspension
en condiciones suaves, tal como evaporacion a temperatura ambiente o evaporacién al vacio a 65 °C o menos.

Una composiciéon puede comprender principio(s) activo(s) encapsulado(s) en gel. Dichos materiales encapsulados en
gel pueden prepararse mediante la mezcla de un agente formador de gel (por ejemplo, gelatina, celulosa o lignina)
con un cultivo o suspension de B. megaterium vivo o inactivado, o un filirado libre de células o fraccion celular de un
cultivo o suspension de B. megaterium, o un cultivo, célula o fraccion celular liofilizada o pulverizada o en una solucién
de compuestos plaguicidas usados en el método de la invencién; y la induccién de la formacion de gel del agente.

La composicién puede comprender adicionalmente un tensioactivo para usarlo con el fin de emulsificacion, dispersion,
humectantes, propagacion, integracion, control de la disgregacion, estabilizacién de principios activos y mejora de la
fluidez o inhibicién del 6xido. En una realizacién particular, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico no fitotéxico que
preferentemente pertenece a la Lista 4B de la EPA. En otra realizacién particular, el tensioactivo no iénico es
monolaurato de polioxietileno (20). La concentracién de tensioactivos puede variar entre 0,1-35 % de la formulacion
total, el intervalo preferente es 5-25 %. La eleccion de agentes dispersantes y emulgentes, tales como dispersantes y
agentes emulgentes no idnicos, aniénicos, anféteros y cationicos, y la cantidad empleada estan determinadas por la
naturaleza de la composicién y la capacidad del agente para facilitar la dispersién de las composiciones de la presente
invencion.

La composicion establecida anteriormente puede combinarse con otro microorganismo y/o plaguicida (por ejemplo,
nematicida, fungicida, insecticida). EI microorganismo puede incluir, pero sin limitacién, un agente procedente de
Bacillus sp. (por ejemplo, Bacillus firmus, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis), Paecilomyces sp. (P. lilacinus), Pasteuria sp. (P. penetrans), Pseudomonas sp.,
Brevabacillus sp., Lecanicillium sp., Ampelomyces sp., Pseudozyma sp., Streptomyces sp (S. bikiniensis, S.
costaricanus, S. avermitilis), Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp., avermectina, Myrothecium sp.,
Paecilomyces spp., Sphingobacterium sp., Arthrobotrys sp., Chlorospirnium, Neobulgaria, Daldinia, Aspergillus,
Chaetomium, Lysobacter spp, Lachnum papyraceum, Verticillium suchlasporium, Arthrobotrys oligospora, Verticillium
chlamydosporium, Hirsutella rhossiliensis, Pochonia chlamydosporia, Pleurotus ostreatus, Omphalotus olearius,
Lampteromyces japonicas, Brevudimonas sp., Muscodorsp.

Alternativamente, el agente puede ser un aceite natural o un producto oleoso que tiene actividad nematicida, fungicida
y/o insecticida (por ejemplo, aceite parafinico, aceite del arbol del té, aceite de hierba de limén, aceite de clavo, aceite
de canela, aceite de citrico que incluye, pero sin limitacion, naranja amarga, naranja, limén; aceite de romero, piretro,
pimienta inglesa, bergamota, eucalipto comun, camomila, citronela, jazmin comun, enebro comun, lavanda comun,
mirra comun, menta de campo, fresia, santolina gris, hierba de hisopo, albahaca santa, arbol de incienso, jazmin,
lavanda, caléndula, menta, menta, caléndula cultivada, hierbabuena, arbol de ylang-ylang, saponinas). Asimismo, el
plaguicida puede ser un agente antifungico de un solo sitio que puede incluir, pero sin limitaciéon, bencimidazol, un
inhibidor de la desmetilacion (DMI, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, imidazol, piperazina, pirimidina, triazol),
morfolina, hidroxipirimidina, anilinopirimidina, fosforotiolato, inhibidor fuera de quinona, quinolina, dicarboximida,
carboximida, fenilamida, anilinopirimidina, fenilpirrol, hidrocarburo aromatico, acido cinamico, hidroxianilida, antibiético,
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polioxina, acilamina, ftalimida, bencenoide (xililalanina), un inhibidor de la desmetilacion seleccionado entre el grupo
que consiste en imidazol, piperazina, pirimidina y triazol (por ejemplo, bitertanol, miclobutanilo, penconazol,
propiconazol, triadimefon, bromuconazol, ciproconazol, diniconazol, fenbuconazol, hexaconazol, tebuconazol,
tetraconazol), miclobutanilo y un inhibidor externo de quinona (por ejemplo, estrobilurina). La estrobilurina puede
incluir, pero sin limitacién, azoxiestrobina, kresoxima-metoilo o trofloxiestrobina. En otra realizacién particular mas, el
agente antifungico es una quinona, por ejemplo, quinoxifeno (4-fluorofenil éter de 5,7-dicloro-4-quinolilo). El agente
antifungico también puede proceder de un extracto de Reynoutria.

El fungicida también puede ser un fungicida quimico no inorganico de multiples sitios seleccionado del grupo que
consiste en cloronitrilo, quinoxalina, sulfamida, fosfonato, fosfito, ditiocarbamato, cloralquiltios, fenilpiridinamina, ciano-
acetamida oxima.

Como se ha indicado anteriormente, la composicién puede comprender ademas un nematicida. Este nematicida puede
incluir, pero sin limitacién, productos quimicos tales como organofosforados, carbamatos y fumigantes, y productos
microbianos tales como avermectina, Myrothecium sp. Biome (Bacillus firmus), Pasteuria spp., Paecilomyces, y
productos organicos tales como saponinas y aceites vegetales.

Las composiciones pueden aplicarse usando métodos conocidos en la técnica. Especificamente, estas composiciones
pueden aplicarse a y alrededor de plantas o partes de plantas. Debe entenderse que plantas significa en el presente
contexto todas las plantas y poblaciones de plantas tales como plantas silvestres o plantas de cultivo deseadas y no
deseadas (incluidas las plantas de cultivo de origen natural). Las plantas de cultivo pueden ser plantas que se pueden
obtener mediante métodos convencionales de mejoramiento y optimizacion de plantas o mediante métodos de
ingenieria genética y biotecnologia, o combinaciones de estos métodos, incluidas plantas transgénicas y las
variedades de cultivo de plantas protegibles o no protegibles por los derechos de los productores. Debe entenderse
que partes de las plantas significa todas las partes y érganos de las plantas que se encuentran encima y debajo del
suelo, tales como el brote, hoja, la flor y la raiz, los ejemplos que se pueden mencionar son hojas, espiculas, tallos,
vastagos, flores, cuerpos fructiferos, frutas, semillas, raices, tubérculos y rizomas. Las partes de plantas también
incluyen material cosechado y material de propagacion vegetativo y generativo, por ejemplo, esquejes, tubérculos,
rizomas, ramificaciones y semillas.

El tratamiento de las plantas y partes de plantas con las composiciones expuestas anteriormente puede realizarse
directamente o permitiendo que las composiciones actien sobre su entorno, habitat o espacio de almacenamiento
mediante, por ejemplo, inmersién, pulverizacion, evaporacion, nebulizando, dispersion, pintando, inyeccion. En el caso
de que la composicion se aplique a una semilla, la composicidon puede aplicarse a la semilla como una o mas capas
antes de plantar la semilla, o puede aplicarse como una suspension o polvo al plantar, usando una o mas capas
usando métodos conocidos en la técnica. La semilla en una realizacion particular puede ser una semilla genéticamente
modificada.

Las plantas que pueden tratarse incluyen, pero sin limitacién: (A) Cultivos alimenticios comestibles principales, que
incluyen, pero sin limitacion, (1) Cereales (por ejemplo, arroz africano, cebada, trigo duro, trigo escafia cultivada, trigo
almidonero, mijo africano, mijo comun, pasto blanco, mijo de corral indio, mijo de corral japonés, maiz, nance, avena,
mijo perla, mijo comun, arroz, centeno, sorgo, Sorghum spp., centeno, trigo espelta); (2) Frutas (por ejemplo, aguai,
acerola, achachairt, mangostan africano, grosella alpina, ambarella, grosella espinosa americana, caqui americano,
manzana, albaricoque, araza, palma palmira asiatica, pera asiatica, atemoya, pasas del desierto australianas,
aguacate, espino rojo, babaco, membrillo de Bengala, platano, grosella espinosa de Barbados, bergamota, nuez de
areca, bignay, arandano, grosella china, binjai, biriba, naranja amarga, aronia negra, mora negra, zapote negro, mora,
madreselva de bayas azules, borojé, arbol del pan, uva birmana, botén mangostan, cacao, calamondina, canistel,
meldn cantalupo, uchuva, anacardo, calabaza melona, jaca de la India, charichuelo, chirimoya, cereza, cereza de Rio
Grande, ciruelo de jardin, espino chino, pera blanca china, aronia, toronja, cocona, coco, cocoplum, café, café Arabica,
café Robusta, pitahaya de Costa Rica, grosella, manzana de azucar, datil, datil-ciruela, rosa canina, fruta del dragén,
durian, sauco, manzana del elefante, berenjena etiope, latonero, manzana salvaje europea, guayabo, higo, gac,
genipapo, granadilla gigante, grosella espinosa, gumi, uva, pomelo, fruta del paraiso, ciruela claudia, guayaba, kiwifo,
Jobo, meldon kiwano, mango, higo indio, ciruela india, jaboticaba, jackberry, panapén, caqui japonés, frambuesa
japonesa, ciruela de huesito, jujuba, lima kafir, caranda, manzana kei, manzana kepel, lima kei, ketembilla, kiwi, korlan,
vid de Kubal, kiwini, kwai muk, lanzén, arandano rojo grande, limén, café de Liberia, longuian, nispero japonés, lichi,
manzana malaya, mamey zapote, mamey amarillo, mango, mangostan, gandaria, marang, nispero europeo, melén,
cacabeles, fruta milagrosa, yaca monkey, palma de moriche, papayuela, guanabano de loma, morera, naranjilla,
ciruela de natal, arandano azul, oliva, grosellla estrellada, kumquat, papaya, paraguaya, fruta de la pasion, chirimoyo
de la Florida, melocoton, pijuayo, pera, pepino, pifia, pitomba de Bahia, pitomba talisia esculenta, platano macho,
ciruela, granada, pomelo, pulasan, aronia morada, membrillo, rambutan, ramontchi, frambuesa, aronia roja, grosella
roja, mora roja, guayabo peruano rojo, ruibarbo, pomarrosa, hibiscus, pera africana, salak, frambuesa grande amairilla,
santol, sapodilla, satsuma, uva de playa, soncoya, guindo, guanabano, lima espafiola, tamarindo espafiol, caimito,
fruta de la estrella, fresa, guayabo peruano, madrofio, manzana de azucar, cereza de cayena, rosa mosqueta,
granadilla dulce, lima dulce, tamarillo, tamarindo, mandarina, tomatillo, tucuma, Vaccinium spp., mabolo, wampee,
sandia, manzana de agua, manzana de Java, grosella blanca, mora blanca, zapote blanco, caimito blanco, baya de
goji (Lyceum barbarum, L.chinense), surinam, pitaya amarilla, fresa amarilla, guayaba, (3) Vegetales (por ejemplo,
achee, margarita azul, patata de aire, Amaranthus spp., mani americano, berenjena africana, pepino armenio, apio
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criollo, oreja de elefante, arrurruz, alcachofa, calabaza china, esparrago, aguacate, soja roja, mani de bambara,
bambu, platano, grosella espinosa de Barbados, remolacha, raiz de remolacha, melén amargo, lenteja bastarda,
vernonia, mostaza negra, rabano negro, salsifi negro, apio blanqueado, arbol del pan, haba, brécol, coles de Bruselas,
hierba estrella, calabaza botdn de oro, calabaza moscada, repollo, caigua, calabaza de peregrino, comino de prado,
algarroba, zanahoria, calabaza melona, mandioca, catjang, coliflor, apio con raiz de nabo, apio, lechuga china, acelga,
chayote, garbanzo, achicoria, chilacayote, chile (Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, C.
pubescens), repollo chino, castafia de agua china, fiame chino, cebollinos, chufa, cultivos de col, judia comun,
verdolaga comun, canonigo, frijol, berro, pepino, calabaza pipian, moringa aleifera, eddoe, berenjena, fiame de
Telinga, ajo elefante, endivia, bananero de Etiopia, berenjena etiope, hinojo de Florencia, calabaza costillada, gac,
rucula, ajo, frijol molido, esparrago de los pobres, almorta, mani, goma guar, frijol de Kulthy, rabano picante, frijol de
Egipto, planta de hielo, higo indio, espinaca de Malabar, calabaza hiedra, pataca, nabo mejicano, yute, col comun,
colinabo, konjac, kurrat, puerro, lenteja, lechuga, alubia de Lima, lotus, luffa, maca, maiz, remolacha de campo, papa
amarga, bambu de invierno, frijol mate, soja verde, repollo chino, nim, oca, ocra, bambu gigante, oliva, cebolla, chirivia,
guisante, guandu, platano macho, calabaza puntiaguda, patata, calabazas redondas, calabazas, quinoa, rdbano,
colza, amaranto rojo, ruibarbo, drinji de la India, frijol arroz, raiz de perejil, judia escarlada, colinabo, falsa palmera,
salsifi, cebolla de primavera, col marina, ascalonia, calabaza de serpiente, guisante de nieve, lengua de vaca, semillas
de soja, hierba de los dientes, espinaca, acelga comun, batata, taro, altramuz, calabaza espinosa, frijol tépari, tinda,
tomate, guisante tuberoso, nabo, perifollo bulboso, frijol negro, castafia de agua, castafia de agua, cancon, berro de
agua, cebolleta, ocra africana, pepino silvestre, berza perruna, fiame de agua, frijol alada, verdolaga de Cuba, yacén,
flame, frijol esparrago, calabacines); (4) Cultivos alimenticios (por ejemplo, aguai, acerola, achachairi, achee,
mangostan africano, arroz africano, margarita azul, patata de aire, grosella alpina, Amaranthus app., manzana de oro,
grosella espinosa americana, mani americano, caqui americano, berenjena africana, manzana, albaricoque, araza,
pepino armenio, apio criollo, oreja de elefante, arrurruz, alcachofa, calabaza china, palma palmira asiatica, pera
asidtica, esparrago, atemoya, pasas del desierto australianas, aguacate, espino rojo, soja roja, babaco, membrillo de
Bengala, mani de bambara, bambu, platano, grosella espinosa de Barbados, cebada, remolacha, remolacha roja,
bergamota, nuez de areca, bignay, arandano, grosella china, binjai, biriba, melén amargo, naranja amarga, lenteja
bastarda, vernonia, aronia negra, grosella negra, mora negra, mostaza negra, rabano negro, salsifi negro, zapote
negro, mora, apio blanqueado, madreselva de bayas azules, borojo, arbol del pan, haba, brécol, coles de Bruselas,
hierba estrella, trigo sarraceno, uva birmana, calabaza botén de oro, calabaza moscada, botén mangostan, repollo,
cacao, caigua, calabaza de peregrino, calamondina, canistel, melén cantalupo, uchuva, comino de prado, algarroba,
zanahoria, anacardo, mandioca, catjang, coliflor, apio con raiz de nabo, apio, lechuga china, jaca de la India, acelga,
charichuelo, chayote, chirimoya, cereza, cereza de Rio Grande, ciruelo de jardin, garbanzo, achicoria, chilacayote,
chile (Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens), repollo chino, espino chino, castafia
de agua china, pera blanca china, hiame chino, cebollinos, aronia, chufa, toronja, cocona, coco, cocoplum, café, café
(tipo Arabica y Robusta), cultivos de col, judia comun, verdolaga comun, canénigo, pitahaya de Costa Rica, frijol, berro,
pepino, grosella, calabaza pipian, manzana de azucar, datil, datil-ciruela, rosa canina, fruta del dragdn, moringa
aleifera, durian, trigo duro, eddoe, berenjena, trigo escafa cultivada, sauco, manzana del elefante, iame de Telinga,
ajo elefante, trigo almidonero, endivia, bananero de Etiopia, berenjena etiope, latonero, manzana salvaje europea,
guayabo, higo, mijo africano, hinojo de Florencia, calabaza costillada, mijo comun, gac, rucula, ajo, genipapo, frijol
molido, granadilla gigante, esparrago de los pobres, grosella espinosa, gumi, uva, pomelo, almorta, fruta del paraiso,
ciruela claudia, cacahuete, cereza de Brasil, goma guar, guayaba, pasto blanco, kiwifio, Jobo, melén kiwano, frijol de
Kulthy, mango, rabano picante, frijol de Egipto, planta de hielo, mijo de corral indio, higo indio, ciruela india, espinaca
de Malabar, calabaza hiedra, jaboticaba, ébano africano, panapén, jambul, mijo de corral japonés, caqui japonés,
frambuesa japonesa, pataca, ciruela de huesito, jujuba, yute, lima kafir, col comun, caranda, manzana kei, manzana
kepel, lima kei, ketembilla, kiwi, colinabo, konjac, korlan, vid de Kubal, kurrat, kiwini, kwai muk, lanzén, arandano rojo
grande, puerro, limén, lenteja, lechuga, café de Liberia, alubia de Lima, longuian, nispero japonés, lotus, luffa, lichi,
maca, maiz, manzana malaya, mamey zapote, mamey amarillo, remolacha de campo, mango, mangostan, gandaria,
marang, papa amarga, nispero europeo, melén, cacabeles, fruta milagrosa, fruta monk, yaca monkey, palma de
moriche, bambu de invierno, frijol mate, papayuela, guanabano de loma, morera, soja verde, champifiones, nance,
repollo chino, naranijilla, ciruela de natal, nim, arandano azul, avena, oca, palma oleaginosa, ocra, bambu gigante,
oliva, cebolla, naranja, grosellla estrellada, kumquat, papaya, paraguaya, chirivia, fruta de la pasion, chirimoyo de la
Florida, guisante, melocoton, pijuayo, pera, mijo perla, pepino, guandu, pifa, Pitomba (Eugenia luschnathiana, Talisia
esculenta), platano macho, ciruela, calabaza puntiaguda, granada, pomelo, patata, mijo comun, pulasan, calabazas
redondas y calabazas, aronia morada, membirillo, quinoa, rabano, rambutan, ramontchi, colza, frambuesa, amaranto
rojo, aronia roja, grosella roja, mora roja, guayabo peruano rojo, ruibarbo, drinji de la India, arroz, frijol arroz, raiz de
perejil, pomarrosa, hibiscus, judia escarlada, colinabo, centeno, pera africana, falsa palmera, salak, frambuesa grande
amarilla, salsifi, santol, sapodilla, satsuma, cebolla de primavera, col marina, uva de playa, ascalonia, calabaza de
serpiente, guisante de nieve, soncoya, sorgo, Sorghum spp., lengua de vaca, cereza acida, guanabano, semillas de
soja, lima espafiola, tamarindo espafiol, trigo espelta, hierba de los dientes, espinaca, acelga comun, caimito, fruta de
la estrella, fresa, guayabo peruano, madrofio, manzana de azucar, remolacha azucarera, cafia de azucar, cereza de
cayena, rosa mosqueta, granadilla dulce, lima dulce, batata, tamarillo, tamarindo, mandarina, taro, altramuz, calabaza
espinosa, tef, frijol tépari, tinda, tomatillo, tomate, guisante tuberoso, tucuma, nabo, perifollo bulboso, frijol negro,
Vaccinium spp., mabolo, wampee, castafia de agua (Trapa bicornis, T. natans), cancon, berro de agua, sandia,
manzana de agua, manzana de Java, cebolleta, ocra africana, pepino silvestre, trigo, grosella blanca, berza perruna,
mora blanca, zapote blanco, caimito blanco, fiame de agua, frijol alada, verdolaga de Cuba, baya de goji (Lycium
barbarum, L. chinense), yacon, fiame, arrayan chino, frijol esparrago, surinam, pitaya amarilla, guayavo peruano
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amarillo, calabacin; (B) Otros cultivos comestibles, que incluyen, pero sin limitacion, (1) Hierbas (por ejemplo, artemisa
amarga, alexander, albahaca, laurel, nuez de areca, camomila, perifollo, chile (Capsicum annuum, C. baccatum, C.
chinense, C. frutescens, C. pubescens), chiles, cebollinos, mirra, ruda, tomillo, cilantro, berro, culantro, perejil de hoja
rizada, eneldo, epazote, hinojo, perejil de hoja plana, ginseng, santolina gris, hierba de hisopo, albahaca santa, lupulu,
jazmin, lima kafir, lavanda, melisa, albahaca de limén, citronela, apio de monte, mejorana, menta, orégano, perejil,
menta, perilla, caléndula cultivada, rooibos, romero, salvia, espino cerval de hoja brillante, lengua de vaca,
hierbabuena, ajedrea de verano, estragon, albahaca tailandesa, valeriana, berro de agua, betel silvestre, ajedrea de
invierno, hierba mate); (2) Especias (por ejemplo, alcaravea de ajowan, pimienta inglesa, anis, laurel, cardamomo
negro, mostaza negra, pimienta negra, alcaparra, comino de prado, cardamomo, chile (Capsicum annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens), chiles, canela, clavo, enebro comun, cilantro, comino, hinojo,
fenogreco, ajo, jengibre, lima kafir, regaliz, nuez moscada, orégano, pandano, perejil, azafran, anis estrellado,
curcuma, vainilla, mostaza blanca); (2) Plantas medicinales (por ejemplo, artemisa amarga, alfalfa, aloe vera, anis,
alcachofa, albahaca, laurel, hoja de betel, nuez de areca, arandano, cardamomo negro, mostaza negra, pimienta
negra, eucalipto comun, borojo, manzanilla, alcaparra, cardamomo, semilla de ricino, chiles, Aiame chino, cebollinos,
nuez de cola, jazmin comun, lavanda comun, mirra comun, ruda, cilantro, comino, eneldo, rosa canina, epazote, hinojo,
fenogreco, gac, ajo, jengibre, santolina gris, goma arabiga, hierba de hisopo, albahaca santa, rabano picante, arbol de
incienso, lavanda, citronela, regaliz, apio de monte, marihuana, mejorana, fruta monk, nim, opio, orégano, menta,
caléndula cultivada, quinina, acacia roja, grosella roja, rooibos, cartamo, salvia, espino cerval de hoja brillante, lengua
de vaca, hierba de los dientes, anis estrellado, estragoén, té, circuma, valeriana, frijol terciopelo, berro de agua,
mostaza blanca, zapote blanco, betel silvestre, baya de goji (Lycium barbarum, L. chinense), hierba mate); (3)
Estimulantes (por ejemplo, hoja de betel, nuez de areca, cacao, chile (Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense,
C. frutescens, C. pubescens), chiles, café, café (Arabica, Robusta), nuez de cola, khat, café de Liberia, té, tabaco,
betel silvestre, hierba mate); (4) Frutos secos (por ejemplo, almendra, nuez de areca, nuez de Brasil, anacardo,
castafia, castafia de agua china, coco, nuez de cola, nuez de Castilla, cacahuete, avellana, bellota japonesa,
macadamia, nuez moscada, nuez del paraiso, nuez pecan, pistacho, bellota); (5) Semillas comestibles (por ejemplo,
pimienta negra, nuez de Brasil, chilacayote, nuez de cola, calabaza costillada, lotus, opio, quinoa, sésamo, girasol,
castafia de agua (Trapa bicornis, T. natans); (6) Aceites vegetales (por ejemplo, mostaza negra, camelina, semilla de
ricino, coco, algoddn, linaza, maiz, nim, semilla de niger, palma oleaginosa, oliva, opio, colza, cartamo, sésamo,
semillas de soja, girasol, arbol de tung, nabo); (7) Cultivos de azucar (por ejemplo, palma palmira asiatica, palma
datilera de plata, sorgo, remolacha azucarera, cafia de azucar); (8) Pseudocereales (por ejemplo, Amaranthus spp.,
trigo sarraceno, quinoa amaranto rojo); (9) Afrodisiacos (por ejemplo, borojo, apio, durian, ricula, ginseng, maca,
acacia roja, frijol terciopelo); (C) Categorias no alimentarias, que incluyen, pero sin limitacion, (1) cultivos forrajeros y
de forraje (por ejemplo, margarita azul, alfalfa, remolacha, haba, camelina, catjang, almorta, goma guar, frijol de Kulthy,
mijo de corral indio, mijo de corral japonés, trébol japonés, altramuz, maiz, remolacha de campo, morera, semilla de
niger, colza, frijol arroz, centeno); (2) Cultivos de fibra (por ejemplo, coco, algodén, agave, cafiamo, henequen de
Cuba, yute, kapok, kenaf, linaza, cafiamo de Manila, lino de Nueva Zelanda, ramio, hibiscus, sisal, mora blanca); (3)
Cultivos energéticos (por ejemplo, eucalipto comun, camelina, mandioca, maiz, colza, sorgo, semillas de soja, pasto
del Sudan, remolacha azucarera, cafia de azucar, trigo); (4) Producciéon de alcohol, (por ejemplo, cebada, ciruela,
patata, cafia de azucar, trigo, sorgo); (5) Cultivos de tinte (por ejemplo, raiz de chaya, alhefia, indigo, palo amarillo,
cartamo, azafran, curcuma); (6) Aceites esenciales (por ejemplo, pimienta inglesa, bergamota, naranja amarga,
eucalipto comun, camomila, citronela, clavo, jazmin comun, enebro comun, lavanda comun, mirra comun, menta de
campo, fresia, santolina gris, hierba de hisopo, albahaca santa, arbol de incienso, jazmin, lavanda, limén, caléndula,
menta, naranja, menta, caléndula cultivada, hierbabuena, arbol ylang-ylang); (6) Abonos verdes (por ejemplo, alfalfa,
trébol, lacy Phacelia, cafiamo marron, trébol, frijol terciopelo, arveja); (7) Prevencion de la erosion (por ejemplo, bambu,
cocoplum; (8) Mejora del suelo (por ejemplo, altramuz y arveja); (9) Cultivos de cobertura (por ejemplo, alfalfa, lacy
Phacelia, rabano); (10) Plaguicidas botanicos (por ejemplo, nabo mejicano, caléndula, nim, piretro); (11) Flores
cortadas (por ejemplo, clavel, crisantemo, narciso, dalia, fresia, gerbera, caléndula, rosa, girasol, tulipan); (12) Plantas
ornamentales (por ejemplo, mangostan africano, aloe vera, grosella alpina, aster, aronia negra, arbol del pan,
calamondina, clavel, calabaza melona, semilla de ricino, ciruelo de jardin, aronia, crisantemo, cocoplum, lavanda
comun, crocus, narciso, dalia, fresia, gerbera, jacinto, bellota japonesa, jazmin, lacy Phacelia, lotus, altramuz,
caléndula, lino de Nueva Zelanda, opio, aronia morada, ramio, aronia roja, rosa, girasol, tulipan, mora blanca); (D)
Arboles que incluyen, pero sin limitacion, abelia, almendro, manzano, albaricoquero, tuya negra americana, tuya,
fresno, alamo temblon, azalea, ciprés clavo, beautybush, haya, abedul, tupelo negro, mora, arandano, boj, falso
castafio, arbusto de las mariposas, nogal blanco americano, camelio, catalpa, cedro, cerezo, castafio, arbol del café,
manzano silvestre, manzano silvestre, arbol de Jupiter, ciprés, cornejo, abeto de Douglas, ébano, arce negundo, olmo,
abeto, forsitia, ginkgo, jabonero de china, almez americano, espino, avellano, cicuta, carya, acebo, acacia de tres
espinas, castafo de Indias, hortensias, enebro, lilo, tilo, magnolio, arce, filadelfo, fresno de las montanas, roble, olivo,
melocotonero, peral, pecano, pino, pistacho, platano de sombra, ciruelo, alamo, abeto, frambuesa, ciclamor del
Canada, cedro rojo, secuoya, rododendro, rosa de Sardn, sasafras, secoya, guillomo, arbol del humo, jaboncillo, arbol
de madera agria, abeto, madroiio, calicanto, sicomoro, tulipero, arbol caminante, nogal, veigela, sauce, acebo nativo,
avellano de bruja, zelkova; (E) Césped que incluye, pero sin limitacion, pasto azul de Kentucky, festuca alta, grama,
hierba zoysia, hierba de centeno perenne, festuca fina (por ejemplo; rastrera roja, festuca masticable, dura u ovina).

Las composiciones también pueden aplicarse al suelo usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,

Chitwood, "Nematicides", disponible en naldc.nal.usda.gov/download/43874/PDF. Dichos métodos incluyen, pero sin
limitacion, fumigacion, riego por goteo o quimigacion, incorporacion de suelo, empapado de suelo, tratamiento y
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vendaje de semillas, inmersion de raiz desnuda.
Usos plaguicidas

Las composiciones, cultivos, sobrenadantes, metabolitos y compuestos plaguicidas expuestos anteriormente pueden
usarse como plaguicidas. En particular, las composiciones, cultivos, sobrenadantes, metabolitos y compuestos
plaguicidas como se expone anteriormente pueden usarse como insecticidas y nematicidas, solos o en combinacion
con una o mas sustancias plaguicidas establecidas anteriormente.

Especificamente, los nematodos que pueden controlarse usando el método expuesto anteriormente incluyen, pero sin
limitacion, nematodos de vida libre, nematodos parasitos como nudos de raiz, quiste, y nematodos de lesién, incluidos,
pero sin limitacion, nematodos de agallas de semillas (Afrina wevelli), nematodos de Bentgrass (Anguina agrostis),
nematodos de agallas de brotes (Anguina spp.), nematodos de agallas de semillas (Anguina spp., A. amsinckiae, A.
balsamophila; A. tritici), nematodos de agallas de la hoja de festuca (A. graminis), nematodos de la espiga enrollada
(o agallas de trigo) (Anguina tritici), nematodos de yemas y hojas (o foliares) (Aphelenchoides spp., A. subtenuis),
nematodos de hoja de begonia (o helecho, o engarce de primavera, o foliar de fresa, o nematodos de fresa, o enano
de verano) (A. fragariae), nematodos del helecho (A. olesistus), nematodos del arroz (A. oryzae), nematodos de
grosella (A. ribes), nematodos de grosella negra (o crisantemo) (A. ritzemabosi), nematodos foliares o de hojas de
crisantemo (A. ritzemabosi), nematodos de punta blanca de arroz (o enano de primavera o brote de fresa) (A. besseyi),
nematodos que se alimentan de hongos (setas) (Aphelenchoides composticola), Atalodera spp. (Atalodera lonicerae,
Atalodera ucri), nematodos de espina (Bakernema variable), nematodos de aguijon (Belonolaimus spp., B. gracilis, B.
longicaudatus), nematodos de madera de pino (Bursaphalenchus spp., B. xylophilus, B. mucronatus), nematodos
sésiles (Cacopaurus spp., C. epacris, C.pestis), nematodos de quiste de amaranto (Cactodera amaranthi), nematodos
de quiste de abedul (C. betulae), nematodos de quiste de cactus (C.cacti), nematodos de quiste de Estonia (C.
estonica), nematodos de quiste de Thorne (C. thornei), nematodos de quiste de zarzas (C. weissi), nematodos de
anillo (Criconema spp.), nematodos de espina (Criconema spp., C. civellae, C. decalineatum, C.spinalineatum),
nematodos de anillo (Criconemella axeste, C. curvata, C. macrodora, C.parva), nematodos de anillo (Criconemoides
spp.), C. citrii C. simile), nematodos de espina (Crossonema fimbriatum), nematodos cistoides de eucalipto
(Cryphodera eucalypti), nematodos de yema, tallo y bulbo (Ditylenchus spp., D. angustus, D. dipsaci, D. destructor, D.
intermedius), Nematodos de engendro de champifidén (D. myceliophagus), nematodos de punzoén ((Dolichodorus spp.,
D. heterocephalus, D. heterocephalous), nematodos de lanza (Dorylaimus spp.), nematodos de atrofia (Geocenamus
superbus), nematodos de quiste (Globodera spp.), nematodos de quiste de aquilea (G. achilleae), nematodos de quiste
de milenrama (G. achilleae), nematodos de quiste de manzana (G. mali), nematodos de quiste de patata blanca (G.
pallida), nematodos dorados (G. rostochiensis), nematodos de quiste de la planta de tabaco (G. tabacum), nematodos
de quiste de Osborne (G. fabacum solanacearum), nematodos de quiste de la equina (G. tabacum virginiae),
nematodos de aguja (Gracilacus spp., G. idalimus), nematodos en espiral (Helicotylenchus spp., H. africanus, H.
digonicus, H. dihystera, H. erythrinae, H. multicinctus, H. paragirus, H. pseudorobustus, H. solani, H. spicaudatus),
nematodos de vaina (Hemicriconemoides spp., H. biformis, H. californianus, H. chitwoodi, H. floridensis, H. wessoni),
nematodos de vaina (Hemicycliophora spp., H. arenaria, H. biosphaera, H. megalodiscus, H. parvana, H. poranga, H.
sheri, H. similis, H. striatula), nematodos de quiste (Heterodera spp.), nematodos de quiste de almendra (H. amygdali),
nematodos de quiste de avena (o cereal) (H. avenae), nematodos de quiste de Cajanus (o guisante) (H. cajani),
nematodos de quiste de hierba Bermuda (o en forma de corazén o de San Valentin) (H. cardiolata), nematodos de
quiste de zanahoria (H. carotae), nematodos de quiste de col o gusano de la raiz de Brassica (H.cruciferae), nematodos
de quiste de cebollin (o junco) (H. cyperi), nematodos de quiste japoneses (H. elachista), nematodos de quiste de higo
(o ficus, o caucho) (H. fici), nematodos de quiste de Galeopsis (H. galeopsidis), nematodos de quiste de soja (H.
glycines), nematodos de raiz de alfalfa (o quiste de guisante) (H. goettingiana), nematodos de quiste de trigo sarraceno
(H. graduni), nematodos de quiste de cebada (H. hordecalis), nematodos de quiste de lupulo (H. humuli), nematodos
de quiste del cereal mediterraneo (o trigo) (H. latipons), nematodos de quiste de Lespedeza (H. lespedezae),
nematodos de quiste de Kansas (H. longicolla), nematodos de quiste de avena o gusano de la raiz de cereales (H.
major), nematodos de quiste de hierba (H. mani), nematodos de quiste de alfalfa (H. medicaginis), nematodos de
quiste de Cyperus (o madre) (Heterodera mothi), nematodos de quiste de arroz (H. oryzae), Nematodos de Amu-Darya
(o quiste de espina de camello) (H. oxiana), nematodos de quiste de muelle (H. rosii), nematodos de quiste de Rumex
(H. rumicis), nematodos de quiste de la remolacha azucarera (H. schachtii), nematodos de quiste de sauce (H.
salixophila), nematodos de quiste de Knawel (H. scleranthii), nematodos de quiste de cicerbita (H. sonchophila),
nematodos de quiste tadzhikistanos (H. tadshikistanica), nematodos de quiste turcomanos (H. turcomanica),
nematodos de quiste de trébol (H. trifolij), nematodos de quiste de ortiga (H. urticae), nematodos de quiste Ustinov (H.
ustinovi), nematodos de quiste de caupi (H. vigni), nematodos de quiste de maiz (H. zeae), nematodos de raiz de arroz
(Hirschmanniella spp., H. belli, H. caudacrena, H. gracilis, Horyzae), nematodos de lanza (Hoplolaimus spp.),
nematodos de Columbia (H. columbus), nematodos de lanza de Cobb (H. galeatus), nematodos de lanza con cabeza
de corona (H. tylenchiformis), pseudonematodos del nudo de la raiz (Hypsoperine graminis), nematodos de aguja
(Longidorus spp., L. africanus, L. sylphus), nematodos de anillo (Macroposthonia (=Mesocriconema) xenoplax),
nematodos cistoides (Meloidodera spp.), nematodos cistoides de pino (M. floridensis), nematodos cistoides
tadzhikistanos (M. tadshikistanica), nematodos de cuerpo cistoide (Meloidoderita spp.), nematodos de atrofia (Merlinius
spp., M. brevidens, M. conicus, M. grandis, M. microdorus), nematodos de nudo de la raiz (Meloidogyne spp., M.
acronea, M. arenaria, M.artiellia, M. brevicauda, M. camelliae, M. carolinensis, M. chitwoodi, M. exigua, M. graminicola,
M. hapla, M. hispanica, M. incognita, M. incognita acrita, M. indica, M. inornata, M. javanica, M. kikuyuensis, M.
konaensis, M. mali, M. microtyla, M. naasi, M. ovalis, M. platani, M. querciana, M. sasseri, M. tadshikistanica, M.
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thamesi), nematodos de la centaurea (Mesoanguina picridis), nematodos del abeto Douglas (Nacobbodera chitwoodi),
falsos nematodos del nudo de la raiz (Nacobbus aberrans, N. batatiformis, N. dorsalis), nematodos de pasta agria
(Panagrellus redivivus), nematodos de cerveza (P. silusiae), nematodos de aguja (Paralongidorus microlaimus),
nematodos en espiral (Pararotylenchus spp.), nematodos de raiz gruesa (Paratrichodorus allius, P. minor, P. porosus,
P. renifer), nematodos de aguja (Paratylenchus spp., P. baldaccii, P. bukowinensis, P. curvitatus, P. dianthus, P.
elachistus, P. hamatus, P. holdemani, P. italiensis, P. lepidus, P. nanus, P. neoamplycephalus, P. similis), nematodos
de lesion (o pradera) (Pratylenchus spp., P. alleni, P. brachyurus, P. coffeae, P. convallariae, P. crenatus, P.flakkensis,
P. goodeyi, P. hexincisus, P. leiocephalus, P. minyus, P. musicola, P. neglectus, P.penetrans, P. pratensis, P. scribneri,
P. thornei, P. vulnus, P. zeae), nematodos de agalla de tallo (Pterotylenchus cecidogenus), nematodos de quiste de
hierba (Punctodera punctate), nematodos de atrofia (Quinisulcius acutus, Q. capitatus), nematodos excavadores
(Radopholus spp.), nematodos de raiz de platano (R. similis), nematodos de raiz de arroz (R. oryzae), nematodos de
anillo rojo (o coco o palma de coco) (Rhadinaphelenchus cocophilus), nematodos reniformes (Rotylenchulus spp., R.
reniformis, R. parvus), nematodos en espiral (Rotylenchus spp., R. buxophilus, R. christiei, R. robustus), nematodos
de lanza de Thorne (R. uniformis), Sarisodera hydrophylla, nematodos en espiral (Scutellonema spp., S. blaberum, S.
brachyurum, S. bradys, S. clathricaudatum, S. christiei, S. conicephalum), nematodos de raiz-agalla de la hierba
(Subanguina radicicola), nematodos cistoides redondos (Thecavermiculatus andinus), nematodos de raiz gruesa
(Trichodorus spp., T. christiei, T. kurumeensis, T. pachydermis, T. primitivus), anguilas de vinagre (0 nematodos)
(Turbatrix aceti), nematodos de atrofia (o de estilete ) (Tylenchorhynchus spp., T. agri, T. annulatus, T. aspericutis, T.
claytoni, T.ebriensis, T. elegans, T. golden, T.graciliformis, T. martini, T. mashhoodi, T. microconus, T. nudus, T.
oleraceae, T. penniseti, T. punensis), nematodos de citricos (Tylenchulus semipenetrans), nematodos daga
(Xiphinema spp., X. americanum, X. bakeri, X.brasiliense, X. brevicolle, X chambersi, X. coxi, X. diversicaudatum, X.
index, X. insigne, X. nigeriense, X. radicicola, X. setariae, X. vulgarae, X. vuittenezi).

Se proporciona la aplicacion de una cantidad eficaz de control plaguicida de un sobrenadante, filtrado o extracto que
contiene un metabolito plagicidamente activo, o un compuesto aislado producido por B. megaterium o la aplicacion de
combinaciones de lo anterior. La cepa o sobrenadante o filtrado o extracto, metabolito y/o compuesto se aplican, solos
0 en combinacién con otra sustancia plaguicida, en una cantidad eficaz de control de plaga o plaguicida. Una cantidad
eficaz se define como la cantidad de células de microorganismos, sobrenadante, filtrado o extracto, metabolito y/o
compuesto solos 0 en combinacién con otra sustancia plaguicida que es suficiente para modular la infestacion de
plagas. La tasa eficaz puede verse afectada por las especies de plagas presentes, etapa de crecimiento de plagas,
densidad de poblacion de plagas y factores ambientales tales como temperatura, velocidad del viento, lluvia, hora del
dia y estacionalidad. La cantidad que estara dentro de un intervalo eficaz en un caso particular puede determinarse
mediante pruebas de laboratorio o de campo.

Promocioén del crecimiento vegetal

La composicién divulgada en el presente documento, en particular, Bacillus megaterium y/o un sobrenadante, filtrado,
extracto, compuesto, metabolito o fraccion celular obtenida de un cultivo de B. megaterium, se puede usar para
modular o, mas particularmente, promover el crecimiento de plantas, por ejemplo, cultivos tales como frutas (por
ejemplo, fresa), vegetales (por ejemplo, tomate, calabaza, pimiento y berenjena), o cultivos de granos (por ejemplo,
soja, trigo, arroz, maiz), arbol, flor, plantas ornamentales, arbustos (por ejemplo, algodén, rosas), planta de bulbo (por
ejemplo, cebolla, ajo) o vid (por ejemplo, vid de uva). Las composiciones también se pueden usar para modular la
germinacion de una semilla(s) en una planta(s).

Las composiciones divulgadas en el presente documento, o producto formulado, se pueden usar solas o en
combinacién con uno o mas de otros componentes como se describe a continuacion, tales como agentes promotores
del crecimiento y/o agentes antifitopatdgenos en una mezcla de tanque o en un programa (aplicacion secuencial
llamada rotacion) con un orden predeterminado e intervalo de aplicacién durante la temporada de crecimiento. Cuando
se usa en combinacion con los productos mencionados anteriormente, a una concentracion inferior a la recomendada
en la etiqueta del producto, la eficacia combinada de los dos 0 mas productos (uno de los cuales es la composicién
divulgada en el presente documento) es, en determinadas realizaciones, mayor que la suma del efecto de cada
componente individual. Por lo tanto, el efecto se ve reforzado por la sinergia entre estos dos (0 mas) productos, y se
reduce el riesgo de desarrollar resistencia a los plaguicidas entre las cepas patdgenas de las plantas.

La composicién se puede aplicar mediante inmersién de raiz en el trasplante, especificamente tratando una fruta o
verdura con la composicion sumergiendo raices de la fruta o verdura en una suspension de dicha composicion
(aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,5 % y mas particularmente aproximadamente 0,5 % a aproximadamente
1,0 % en volumen) antes de trasplantar la fruta o verdura en el suelo.

Alternativamente, la composicion se puede aplicar mediante goteo u otro sistema de riego. Especificamente, la
composicion se puede inyectar en un sistema de riego por goteo. En una realizacién particular, la composicion se
aplica a una concentracion de 1x108 UFC/ml en un volumen de aproximadamente 11 a aproximadamente 4 cuartos
por 4.046,86 m?(1 acre).

En otra realizacién mas, la composicién se puede afadir como una aplicacién en surco. Especificamente, la
composicion se puede afiadir como un aerosol en el surco en la siembra usando boquillas calibradas para administrar
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una produccidn total de 1,8708x10%-5,6124x10-¢ m3/m? (2-6 galones/acre). Las boquillas se colocan en el abridor de
surcos en la sembradora para que la aplicacién de plaguicidas y la caida de semillas en el surco sean simultaneas.

Las mezclas de las composiciones divulgadas con, por ejemplo, un adyuvante sélido o liquido se preparan de manera
conocida. Por ejemplo, las mezclas se pueden preparar mezclando y/o moliendo homogéneamente los principios
activos con expansores tales como disolventes, vehiculos sdlidos y, cuando sea adecuado, compuestos tensioactivos
(tensioactivos). Las composiciones también pueden contener ingredientes adicionales tales como estabilizadores,
reguladores de la viscosidad, aglutinantes, adyuvantes, asi como fertilizantes u otros principios activos para obtener
efectos especiales.

Combinaciones con agentes promotores del crecimiento vegetal

Las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden usar en combinacidon con otros agentes
promotores del crecimiento, tales como fertilizantes sintéticos u organicos (por ejemplo, fosfato de di-amonio, en forma
granular o liquida), tés de compost, extractos de algas marinas, hormonas de crecimiento vegetal tales como IAA
(acido indol aceético) utilizado en un tratamiento hormonal de enraizamiento para trasplantes, ya sea solo o en
combinacién con reguladores del crecimiento de plantas tales como IBA (&cido indol butirico) y NAA (acido naftaleno
acético) y microbios promotores del crecimiento, tales como, por ejemplo, Bacillus spp., Pseudomonads, Rhizobia, y
Trichoderma.

Tratamientos de semillas

Los tratamientos de semillas incluyen la aplicaciéon de una composicién plaguicida, opcionalmente en combinacién con
otros agentes bioactivos, antagonistas o simbiéticos a la superficie de una semilla antes de la siembra. Las toxinas,
proteinas y/o compuestos plaguicidas divulgados en el presente documento se pueden aplicar a las semillas como
polvos secos, polvos en suspension o pulverizarse sobre las semillas antes de plantar.

Las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden formular para tratamientos de semillas en
cualquiera de los siguientes modos: polvo seco, polvo en suspension de agua, solucién liquida, concentrado o
emulsion fluida, emulsion, microcapsulas, gel o granulos dispersables en agua.

En el caso de un polvo seco, el principio activo se formula de manera similar a un polvo humectable, pero con la
adicion de un agente adhesivo, tal como aceite mineral, en lugar de un agente humectante. Por ejemplo, un kg de
polvo de talco purificado (esterilizado durante 12 h), 15 g de carbonato de calcio y 10 g de carboximetilcelulosa se
mezclan en condiciones asépticas siguiendo el método descrito por Nandakumar et al (2001). Los principios activos
se mezclan en una proporcion de 1:2,5 (suspension a mezcla seca) y el producto se seca a la sombra para reducir el
contenido de humedad al 20-35 %.

Las composiciones divulgadas en el presente documento también se pueden usar en combinaciéon con agentes de
recubrimiento de semillas. Dichos agentes de recubrimiento de semillas incluyen, pero sin limitacion, etilenglicol,
polietilenglicol, quitosano, carboximetil quitosano, turba, resinas y ceras o fungicidas o bactericidas quimicos con un
solo sitio, multisitio o modo de accién desconocido.

En realizaciones adicionales, las composiciones divulgadas se pueden aplicar a semillas mediante imbibicion de
semillas o como un inéculo en polvo.

Agentes antifitopatégenos

Las composiciones divulgadas en el presente documento también se pueden usar en combinacion con otros agentes
antifitopatégenos, tales como extractos de plantas, bioplaguicidas, protectores de cultivos inorganicos (tal como cobre),
tensioactivos (como ramnolipidos; Gandhi et al., 2007) o aceites naturales tales como aceite parafinico y aceite de
arbol de té que posee propiedades plaguicidas o fungicidas o bactericidas quimicos con un solo sitio, multisitio o modo
de accion desconocido. Tal como se define en el presente documento, un "agente antifitopatdégeno” es un agente que
modula el crecimiento de un patégeno vegetal, particularmente un patégeno que causa enfermedades transmitidas
por el suelo en una planta, o alternativamente previene la infeccion de una planta mediante un patégeno vegetal. Un
patégeno vegetal incluye, pero sin limitacién, un hongo, bacteria, actinomiceto o virus.

Como se ha indicado anteriormente, el agente antifitopatdgeno puede ser un agente antifungico de un solo sitio que
puede incluir, pero sin limitacion, bencimidazol, un inhibidor de la desmetilacion (DMI) (por ejemplo, imidazol,
piperazina, pirimidina, triazol), morfolina, hidroxipirimidina, anilinopirimidina, fosforotiolato, inhibidor fuera de quinona,
quinolina, dicarboximida, carboximida, fenilamida, anilinopirimidina, fenilpirrol, hidrocarburo aromatico, acido cinamico,
hidroxianilida, antibiético, polioxina, acilamina, ftalimida, bencenoide (xililalanina). En una realizacién mas particular,
el agente antifungico es un inhibidor de la desmetilacién seleccionado entre el grupo que consiste en imidazol,
piperazina, pirimidina y triazol (por ejemplo, bitertanol, miclobutanilo, penconazol, propiconazol, triadimefon,
bromuconazol, ciproconazol, diniconazol, fenbuconazol, hexaconazol, tebuconazol, tetraconazol). En una realizacion
mas particular, el agente antifungico es myclobutanil. En otra realizacion particular mas, el agente antifungico es un
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inhibidor externo de quinona (por ejemplo, estrobilurina). La estrobilurina puede incluir, pero sin limitacion,
azoxiestrobina, kresoxima-metil o trofloxiestrobina. En otra realizacion particular mas, el agente antifingico es una
quinona, por ejemplo, quinoxifeno (4-fluorofenil éter de 5,7-dicloro-4-quinolilo).

En otra realizacion mas, el fungicida es un fungicida quimico no inorganico de multiples sitios seleccionado del grupo
gue consiste en cloronitrilo, quinoxalina, sulfamida, fosfonato, fosfito, ditiocarbamato, cloralquiltios, fenilpiridina-amina
y ciano-acetamida oxima.

En otra realizacion mas, el agente antifitopatégeno puede ser estreptomicina, tetraciclina, oxitetraciclina, cobre o
kasugamicina.

Ejemplos

La composicion y los métodos expuestos anteriormente se ilustraran adicionalmente en los siguientes Ejemplos no
limitantes. Los ejemplos son ilustrativos de varias realizaciones solamente y no limitan la invencién reivindicada con
respecto a los materiales, afecciones, relaciones en peso, parametros de proceso y similares citados en el presente
documento.

Ejemplo 1: Aislamiento e identificacion de los microbios

La cepa H491 de Bacillus megaterium se aislé del suelo recogido en Kwadaso, Ghana, Africa. Las cepas M018 'y J142
de Bacillus megaterium se recuperaron de suelos recolectados en California. Las bacterias se recuperaron de la
muestra mediante métodos tradicionales de dilucidon en placa, como lo describen Lorch et al., 1995. Brevemente, la
muestra se resuspendié en agua desionizada estéril. Se prepararon diluciones en serie de la muestra resuspendida
en agua estéril. Algunas de estas diluciones se extendieron sobre placas de agar (por ejemplo, agar de dextrosa de
patata) y se incubaron en la oscuridad y a temperatura ambiente. Después de varios dias de incubacion, las colonias
se recuperaron de la superficie de la placa de agar.

Los aislamientos crecieron como colonias densas, planas, de color crema. Las bacterias aisladas son grampositivas.

Ejemplo 2: Identificacion de la cepa H491, cepa J142 y cepa M018 de Bacillus megaterium mediante
secuenciacion de genes recA y ARNr

Los aislados (H491, J142 y M018) se identificaron como un Bacillus megaterium a través de una amplificacion de ARNr
16s y una secuenciacion adicional del gen recA utilizando cebadores bacterianos universales (Cerritos et al., 2008).

El crecimiento de una placa de dextrosa de patata de 24 horas se raspé con un asa estéril y se resuspendié en tampon
de extraccion de ADN. El ADN se extrajo usando el kit de extracciéon de ADN microbiano Ultra Clean MoBio. Se
comprobo la calidad/cantidad del extracto de ADN mediante electroforesis de una alicuota de 5 pl en un gel de agarosa
al 1 %.

Secuencias de ARNr

Las reacciones de PCR para la amplificacion del gen del ARNr 16S se establecieron combinando 2 ml del extracto de
ADN limpio con 25 ml de GoTaq Green Mastermix, 1,5 ml de cebador directo (cebador 27F; 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' (SEQ ID NO:10)), 1,5 ml de cebador inverso (cebador 1525R; 5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC -3' (SEQ ID NO:11)). El volumen de reaccioén se realizé hasta 50 ml usando agua estéril
libre de nucleasas. La reaccion de PCR se realizé en una maquina termocicladora en las siguientes condiciones: 10
minutos a 95 °C (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 55 °C y 2 minutos a 72
°C, seguido de 5 minutos a 72 °C (extension final) y una temperatura de mantenimiento final de 10 °C.

El tamafio, la calidad y la cantidad del producto de PCR se evaluaron mediante electroforesis de una alicuota de 5 pl
en un gel de agarosa al 1 % y comparacioén de la banda del producto con una escala de masa.

El exceso de cebadores, nucleétidos, enzima y plantilla se eliminaron del producto de PCR usando el kit de limpieza
MoBio PCR. El producto de PCR limpio se someti®é a secuenciaciéon directa usando los cebadores descritos
anteriormente.

Las secuencias directa (27F, SEQ ID NO: 1) e inversa (1525R, SEQ ID NO: 2) se alinearon usando el programa
informatico BioEdit, y se cred una secuencia consenso de 1451 pb (véase la SEQ ID NO: 3, infra). La secuencia
consenso del gen del ARNr 16S de la cepa H491 se compar6 con las secuencias 16S bacterianas representativas
disponibles usando BLAST. Para la cepa H491, la coincidencia mas cercana fue con Bacillus megaterium (nUmero de
registro de GenBank CP001983.1), con un 99 % de similitud.

Secuencia 27F (SEQ ID NO: 1):
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NNNNNNNNNGNNNGCTATAATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTT
CTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCA
TGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAA
AAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACNGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCNCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTNNGATAGAGCGTTCCCCTTNNGGGACAGA
GTGACAGGTGGNGCATGGGTTGTCGTCAGCTCNTGTCGTGAGATNNTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCNTTGATCTANNNCAGCATTCANNNGGNANTCTN
NNNGACTGCNGNTGANNACCGNAGAAAGNTGGGGATGACNN

Secuencia 1525R (SEQ ID NO: 2):
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NNNNNNNNNNNNNNNCGACTTCaCCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTA
GCTCCTTACGGTTACTCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGAC
GGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTG
AGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCAT
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAAT
GCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGG
GGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGT
TAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTC
TACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTC
CCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCANACTTA
ANAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTNCNGATAACGCTTGNCACC
TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTANNTAGCCGNGGNTTTCTGGTTAGGTA
CNGTCNNGGTACAAGCANNTACTCTNNACTNNNNTTNCNTAACANANANTTTA
CGACCCGAANNCNTCNTCACTCANGCGCNTNGCTCNNNCAGANTNTNNNNN

Secuencia consenso (SEQ ID NO: 3):

ATAATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGG
AAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAG
ATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGC
TTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
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GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTT
TTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACNGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGA
GGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACC
CGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGA
TTGGGGTG

Para la cepa M018, se encontré que la coincidencia mas cercana era la cepa PSB55 de Bacillus megaterium (nUmero
de registro de GenBank HQ242768), con una coincidencia del 99 %. La identificacion se realizdé como se describe para
la cepa H491 anterior.

Secuencia M018 FD1 (SEQ ID NO: 4)

GCTATACTGCAAGTCGAGCGAACTGATAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGG
GAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAA
GATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTG
CTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
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CGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTT
TTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCC
GCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAC
AACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCAT
GGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAACGAGAAGGTGGGGATGACGTCGAATCATCATGCCCCTTAKGACCTGG
GGCTWCACAMCGKTGCYWACAAKGGAATTGGTTAC

Secuencia M018 RD1 (SEQ ID NO: 5):
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TGTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTAGCTCCTTACGG
TTACTCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACYAGCGA
TTCCTGCTTCATGTAGGCKAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTT
ATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACMACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCT
ATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAG
CACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTT
ACAGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTT
CACCGCTACACGTGGAAATCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTC
CAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGC
CTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCAGATAACGCTCGCCACCTACGTATTAC
CGCGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGTACCGTCAGTACAG

CAGTACTCTGTACTTGTTCTTCCTAACAACAGAGTTTACGACCCGAAAGCCTTC
ATCATTC

Secuencia consenso M018 (SEQ ID NO: 6)
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GCTATACTGCAAGTCGAGCGAACTGATAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGG
GAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAA
GATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTG
CTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCRAGCGTTATCYGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAWTTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTT
TTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
CGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
CAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTKGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAG
GTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTMGC
CTACATGAAGCAGGAATCGCTRGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC
GAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGAT
TGGGGTGAAGTCGTAACA

Para la cepa J142, la coincidencia mas cercana fue para la cepa ZFJ-14 de Bacillus megaterium. La identificacion se
realizé como se describe para la cepa H491 anterior.
5
Secuencia J142 FD1 (SEQ ID NO: 7):
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TGCTATAATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTC
GGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGGGATGATTGA
AAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCMACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACRAGAGTAA
CTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGUTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGT
TTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT
GACACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGTGTGCAT
GGTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCACCTGA
TCTAGTGCAGCATTAGTGGCACTCTAGTGACTGCGTGACACGAGGAGGTGGGAT
GACGTCATCATCATGCCCCTATGACTGGGCTACCACGTGCTACATGGATGTCAA
GGCTGCAGACCGAAGTCAGCAATCATAAACATTCTCAGTCGAATGTAAGTCA

Secuencia J142 RD1 (SEQ ID NO: 8):

CTTGTTCGACTTCCCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTAGCTCCTTACGG
TTACTCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTA
TGGGATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCAC
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GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTA
AGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTAT
CTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCAC
TAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACA
GACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCAC
CGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAA
TGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCT
GCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCGAGGT
ACAAGCAGTTACTCTCGTACTTGTCTTCCCTAACACAGAGTTTTACGACCCGAA
GCTCATCACTCAGCGCGTGCTCGTCGACTTCGTCATTGCGAGATCCCTACTGCTG
CTTCCGTAGGAGTCTGGACCTGTCTCAGTCAGGTGTGACGGATCACCCTCTTCA
GTCGCCTATGTGCCACTCTCGTGGGTCCCG

Secuencia consenso J142 (SEQ ID NO: 9)
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TGCTATAATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTC
GGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGGGATGATTGA
AAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCMACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAA
CTGCTTGTACCTYGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACC
GCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTAGCCGCCTAAGGTGGGACAGA
TGATTGGGGGAAGTCGAACAAG

secuencias recA

Las reacciones de PCR para la amplificacion del gen recA se establecieron combinando 2 pl del extracto de ADN
limpio con 25 pl de GoTaq Green Mastermix, 1,5 yl de cebador directo (recAf, 5-GATCGTCARGCAGSCYTWGAT -3',
SEQ ID NO:12), y 1,5 pl de cebador inverso (recAr, 5'-TTWCCRACCATAACSCCRAC -3', SEQ ID NO:13). El volumen
de reaccion se llevé hasta 50 pl usando agua estéril libre de nucleasas. La reaccion de PCR se realizé en una maquina
termocicladora en las siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de 30 segundos
a 95 °C, 30 segundos a 45 °C y 1 minuto a 72 °C, seguido de 5 minutos a 72 °C (extension final) y una temperatura
de mantenimiento final de 4 °C.

El tamafio, la calidad y la cantidad del producto de PCR se evaluaron ejecutando una alicuota de 5 pl en un gel de
agarosa al 1 % y comparando la banda del producto con una escala de masa.
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El exceso de cebadores, nucleétidos, enzima y plantilla se eliminaron del producto de PCR usando el kit de limpieza
MoBio PCR. El producto de PCR limpio se sometid6 a secuenciacion directa usando los cebadores descritos
anteriormente.

Las secuencias directa e inversa se alinearon usando el programa informatico BioEdit, y se cred una secuencia
consenso de 505 pb.

La secuencia de consenso del gen recA de cada cepa (H491, J142 y M018) se compard con secuencias bacterianas
representativas usando BLAST. La coincidencia de especies mas cercana fue al genoma completo de Bacillus
megaterium (nimero de registro CP001982.1) con un 99 % de similitud.

Secuencia directa H491 recA (SEQ ID NO: 14):

TGAAAGCATTTGGTAAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGAA
AAAAGAATTTCTACAATTCCAAGTGGTTCATTGGCGTTAGATATAGCCTTAGGT
GTAGGTGGATATCCACGTGGACGTGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTCA
GGTAAAACAACAGTTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCGG
ACAGGCTGCATTTATCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAAA
ATTAGGTGTGAATATTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAACA
AGCTTTAGAAATCGCTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCGT
TGTTGACTCAGTAGCAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATGG
GAGACTCTCACGTGGGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAAC
TATCTGGAGCTATCAATAAGTCTAAAACAATCGCTATCTTTATTAACCAAATTC
GTGAAAAAGTCGGCGTTnGGGTCGGAAAA

Secuencia inversa H491 recA (SEQ ID NO: 15):

GWAGCGATTGTTTTAGACTTATTGATAGCTCCAGATAGTTTACGCAATGC
TTGAGACATTAAACKAGCTTGTAGACCCACGTGAGAGTCTCCCATTTCTCCTTC
AATTTCCGCTTTTGGCACTAATGCTGCTACTGAGTCAACAACGATAATATCTACT
GCACCGCTTCGAACTAAAGCTTCAGCGATTTCTAAAGCTTGTTCTCCCGTATCA
GGCTGAGATAATAATAGCTCATCAATATTCACACCTAATTTTTGAGCATATACA
GGATCTAACGCGTGCTCCGCATCGATAAATGCAGCCTGTCCGCCCTGCTGTTGA
ACTTCTGCAATCGCATGAAGAGCAACTGTTGTTTTACCTGAGCTTTCTGGACCAT
ATACTTCAACTACACGTCCACGTGGATATCCACCTACACCTAAGGCTATATCTA
ACGCCAATGAACCACTTGGAATTGTAGAAATTCTTTTTTCCGTTTGTTCACCTAA
TTTCATAATTGAACCTTTACCAAATTGCTTTTCAATTTGTTTTAAAGCCATATCW
AAGCCTGCWWWGACGATC

Secuencia consenso H491 (SEQ ID NO:16):
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AAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGAAAAAAGAATTTCTAC
AATTCCAAGTGGTTCATTGGCGTTAGATATAGCCTTAGGTGTAGGTGGATATCC
ACGTGGACGTGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTCAGGTAAAACAACAG
TTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCGGACAGGCTGCATTTA

TCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAAAATTAGGTGTGAATA
TTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAACAAGCTTTAGAAATCG
CTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCGTTGTTGACTCAGTAG
CAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATGGGAGACTCTCACGTG
GGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAACTATCTGGAGCTATC
AATAAGTCTAAAACAATCGCT

MO018: secuenciacion génica recA

Secuencia directa M018 recA (SEQ ID NO: 17):

TTGAAGCATTTGGTAAAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGA
AAAAAGAATTTCTACAATTCCAAGTGGTTCATTAGCGTTAGATATAGCTTTAGG
TGTAGGTGGATATCCACGTGGACGCGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTC
AGGTAAAACAACAGTTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCG
GACAGGCTGCATTTATCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAA
AATTAGGTGTGAATATTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAAC
AAGCTTTAGAAATCGCTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCG
TTGTTGACTCAGTAGCAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATG
GGAGACTCTCACGTGGGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAA
CTATCTGGAGCTATCAACAAGTCTAAAACAATCGCTATCTTTATTAACCAAATT
CGTGAAAAAGTCGGCGTTnGGGTTCGGAAAA

Secuencia inversa M018 recA (SEQ ID NO: 18):
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GGTATAAAGATAGGCGATTGTTTTAGACTTGTTGATAGCTCCAGATAGTT
TACGCAATGCTTGAGACATTAAAcgAGCTTGTAGACCCACGTGAGAGTCTCCCA
TTTCTCCTTCAATTTCCGCTTTTGGCACTAATGCTGCTACTGAGTCAACAACGAT
AATATCTACTGCACCGCTTCGAACTAAAGCTTCAGCGATTTCTAAAGCTTGTTCT
CCCGTATCAGGCTGAGATAATAATAGCTCATCAATATTCACACCTAATTTTTGA
GCATATACAGGATCTAACGCGTGCTCCGCATCGATAAATGCAGCCTGTCCGCCC
TGCTGTTGAACTTCTGCAATCGCATGAAGAGCAACTGTTGTTTTACCTGAGCTTT
CTGGACCATATACTTCAACTACGCGTCCACGTGGATATCCACCTACACCTAAAG
CTATATCTAACGCTAATGAACCACTTGGAATTGTAGAAATTCTTTTTTCCGTTTG
TTCACCTAATTTCATAATTGAACCTTTACCAAATTGCTTTTCAATTTGTTTTAAA
GCCATATCWAAGCCTAAWWRGACGATCYA

Secuencia consenso (SEQ ID NO: 19):

AAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGAAAAAAGAATTTCTAC
AATTCCAAGTGGTTCATTAGCGTTAGATATAGCTTTAGGTGTAGGTGGATATCC
ACGTGGACGCGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTCAGGTAAAACAACAG
TTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCGGACAGGCTGCATTTA
TCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAAAATTAGGTGTGAATA
TTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAACAAGCTTTAGAAATCG
CTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCGTTGTTGACTCAGTAG
CAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATGGGAGACTCTCACGTG
GGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAACTATCTGGAGCTATC
AACAAGTCTAAAACAATCG

J142: secuenciacion génica recA

Secuencia directa J142 recA (SEQ ID NO: 20):
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GAAAGCATTTGGTAAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGAAA
AAAGAATTTCTACAATTCCAAGTGGTTCATTAGCGTTAGATATAGCCTTAGGTG
TAGGTGGATATCCACGTGGACGTGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTCAG
GTAAAACAACAGTTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCGGA
CAGGCTGCATTTATCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAAAA
TTAGGTGTGAATATTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAACAA
GCTTTAGAAATCGCTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCGTT
GTTGACTCAGTAGCAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATGGG
AGACTCTCACGTGGGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAACT
ATCTGGAGCTATCAATAAGTCTAAAACAATCGCTATCTTTATTAACCAAATTCG
TGAAAAAGTCGGCGTTnGGGTCGGAAAA

Secuencia inversa J142 recA (SEQ ID NO: 21):

AGCGATTGTTTTAGACTTATTGATAGCTCCAGATAGTTTACGCAATGCTT
GAGACATTAAACGAGCTTGTAGACCCACGTGAGAGTCTCCCATTTCTCCTTCAA
TTTCCGCTTTTGGCACTAATGCTGCTACTGAGTCAACAACGATAATATCTACTGC
ACCGCTTCGAACTAAAGCTTCAGCGATTTCTAAAGCTTGTTCTCCCGTATCAGG
CTGAGATAATAATAGCTCATCAATATTCACACCTAATTTTTGAGCATATACAGG
ATCTAACGCGTGCTCCGCATCGATAAATGCAGCCTGTCCGCCCTGCTGTTGAAC
TTCTGCAATCGCATGAAGAGCAACTGTTGTTTTACCTGAGCTTTCTGGACCATAT
ACTTCAACTACACGTCCACGTGGATATCCACCTACACCTAAGGCTATATCTAAC

GCTAATGAACCACTTGGAATTGTAGAAATTCTTTTTTCCGTTTGTTCACCTAATT
TCATAATTGAACCTTTACCAAATTGCTTTTCAATTTGTTTTAAAGCCATATCAAA
GCCTGCTRAACRATCAA

Secuencia consenso (SEQ ID NO: 22):
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AAGGTTCAATTATGAAATTAGGTGAACAAACGGAAAAAAGAATTTCTAC
AATTCCAAGTGGTTCATTAGCGTTAGATATAGCCTTAGGTGTAGGTGGATATCC
ACGTGGACGTGTAGTTGAAGTATATGGTCCAGAAAGCTCAGGTAAAACAACAG
TTGCTCTTCATGCGATTGCAGAAGTTCAACAGCAGGGCGGACAGGCTGCATTTA
TCGATGCGGAGCACGCGTTAGATCCTGTATATGCTCAAAAATTAGGTGTGAATA
TTGATGAGCTATTATTATCTCAGCCTGATACGGGAGAACAAGCTTTAGAAATCG
CTGAAGCTTTAGTTCGAAGCGGTGCAGTAGATATTATCGTTGTTGACTCAGTAG
CAGCATTAGTGCCAAAAGCGGAAATTGAAGGAGAAATGGGAGACTCTCACGTG
GGTCTACAAGCTCGTTTAATGTCTCAAGCATTGCGTAAACTATCTGGAGCTATC
AATAAGTCTAAAACAATCGCT

Todos los aislados fueron 99-100 % coincidentes con Bacillus megaterium DSM319, asi como con otras cepas de
Bacillus megaterium. Estos resultados confirman la identidad de los tres aislados como Bacillus megaterium.

Ejemplo 3: Caracterizacion bioquimica de B. megaterium H491

Se determiné que la cepa H491 de Bacillus megaterium era grampositiva, ureasa positiva, catalasa positiva, oxidasa
negativa y lipasa positiva. Se realizd una caracterizacién bioquimica exhaustiva del aislado utilizando micromatrices
fenotipicas de Biolog. La micromatriz fenotipica completa de Biolog consta de veinte placas de 96 pocillos, conteniendo
cada pocillo una fuente diferente de carbono, nitrégeno, fésforo u otra fuente de nutrientes. Algunas de las placas
también contienen diferentes antibidticos, metales, etc., para evaluar la susceptibilidad del aislado. Las lecturas de
absorbancia de los pocillos en cada placa se compararon con un pocillo de control negativo. Las lecturas de
absorbancia por encima del umbral de control negativo indicaron el crecimiento del aislado bajo las condiciones en un
pocillo particular, mientras que la lectura en o por debajo del control negativo indicd que el aislado no pudo prosperar
bajo las condiciones especificas de ese pocillo. La prueba se realizé para H491 a 25 °C, con placas duplicadas para
cada prueba de fenotipo.

La cepa H491 de B. megaterium fue capaz de utilizar los siguientes hidratos de carbono, acidos organicos y péptidos
como fuentes de carbono: L-Arabinosa, N-acetil D-glucosamina, D-galactosa, acido L-aspartico, L-prolina, D-trehalosa,
galactitol, glicerol, acido D-glucurénico, acido D-gluconico, D-xilosa, acido L-lactico, D-manitol, acido L-glutamico, D-
Glucosa-6-Fosfato, acido D-galacténico-g-lactona, acido D,L-malico, D-ribosa, D-fructosa, a-D-Glucosa, maltosa, D-
Melibiosa, timidina, L-asparagina, acido D-aspartico, acido a-cetoglutarico, sacarosa, L-glutamina, maltotriosa, acido
citrico, acido fumarico, Acido bromosuccinico, L-alanina, Ala-Gly, metilpiruvato, acido L-malico, L-Lixosa, acido
pirdvico, dextrina, glucégeno, D-arabinosa, arbutina, 2-desoxi-D-ribosa, 3-O-b-D-Galactopiranosil-D-Arabinosa,
gentiobiosia, palatinosa, D-rafinosa, salicina, estaquiosa, D-tagatosa, turanosa, acido g-amino-N-butirico, D-
glucosamina, acido b-hidroxibutirico, Acido 5-ceto-D-glucodnico, acido quinico, acido D-tartarico, acido L-tartarico, L-
ornitina, acido L-piroglutamico y dihidroxiacetona.

Los siguientes sustratos no se utilizaron como fuentes de carbono, como lo demuestran las lecturas de absorbancia
por debajo del umbral de control negativo: acido D-sacarico, D-serina, D-sorbitol, L-fucosa, D,L-a-glicerol fosfato, L-
ramnosa, acido D-glucosaminico, 1,2-propanodiol, acido a-cetobutirico, a-D-lactosa, D-Glucosa-1-Fosfato, acido a-
hidroxiglutérico-g-lactona, acido a-hidroxibutirico, Adonitol, 2'-desoxiadenosina, adenosina, D-treonina, acido
propiénico, acido mucico, acido glicélico, acido tricarbalilico, L-treonina, N-acetil-D-Manosamina, acido D-malico, Gly-
Pro, acido L-galactonico-g-lactona, Sulfato de condroitina C, a-ciclodextrina, inulina, laminarina, manano, N-acetil-D-
galactosamina, Acido N-acetil-neuraminico, b-D-alosa, amigdalina, D-arabitol, L-arabitol, i-eritritol, D-fucosa, L-
glucosa, D-lactitol, b-metil-D-galactésido, 3-metilglucosa, acido b-metil-D-glucurénico, a-metil-D-mandsido,
Sedoheptulosan, L-sorbosa, xilitol, N-acetil-D-glucosaminitol, acido d-aminovalerico, acido caprico, acido caproico,
acido citraconico, acido citramalico, acido 2-hidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido a-cetovalerico, acido
itaconico, éter metilico del acido D-lactico, acido maldnico, acido melibidnico, acido oxalico, D-ribono-1,4-lactona, acido
sebacico, acido sorbico, acido succinamico, acetamida, L-alaninamida, acido N-acetil-L-glutamico, Glicina, L-
Homoserina, hidroxi-L-prolina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-fenilalanina, L-valina, D,L-Carnitina, sec-butilamina,
D, L-octopamina, 2,3-butanodiol, 2,3-butanodiona y 3-hidroxi-2-butanona.

La H491 fue capaz de utilizar los siguientes aminoacidos como fuentes de nitrdgeno: L-glutamina, acido L-

piroglutamico, acido L-glutamico, L-asparagina, L-ornitina, D-asparagina, L-prolina, acido L-aspartico, D-alanina, L-
arginina, L-alanina, L-serina, acido D-aspartico, L-triptofano, y L-tirosina. También fue capaz de utilizar urea,
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Putrescina, Agmatina, N-acetil D-glucosamina, citidina, guanosina, inosina, xantina, acido Urico, alantoina, acido g-
amino-N-butirico y acido a-amino-N-valérico como fuentes de nitrdgeno organico adicionales. H491 también podria
utilizar amoniaco, nitrito y nitrato como fuentes inorganicas de nitrégeno.

H491 fue capaz de utilizar una variedad de sustratos como fuentes de fésforo, incluyendo fosfato, tiofosfato,
ditiofosfato, D-glucosamina-6-fosfato, cisteamina-S-fosfato, Uridina 2',3'-monofosfato ciclico y timidina 5'-Monofosfato.

El metabolismo de H491 se inhibié por debajo de pH 5, pero se restablecié a pH 4,5 en presencia de L-arginina, L-
metionina y 5-hidroxi-lisina. Se observo crecimiento entre pH 5y pH 10. La cepa no toleré NaCl por encima del 5 %, y
solo se detectd un ligero crecimiento con NaCl al 4 %. El Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica indica que
los aislados de Bacillus megaterium pueden usar el citrato como unica fuente de carbono; la mayoria puede crecer
con NaCl al 7 %, pero ninguno con NaCl al 10 %; y la mayoria de las cepas no reducen el nitrato. En cambio, H491
no tolerd NaCl por encima del 5 % y fue capaz de utilizar tanto nitrato como nitrito como fuentes de nitrégeno.

Ejemplo 4: Produccion de B. megaterium H491, M018 y J142 mediante fermentacion

Se produjo un sobrenadante con actividad nematicida a través de la fermentacién sumergida de la cepa H491 en
condiciones aerdbicas en medio liquido V8. Otros medios adecuados incluyen caldo de soja triptico, o cualquier medio
nutriente que contenga fuentes apropiadas de carbono y nitrégeno.

Se inicié una placa de semillas mediante siembra en estrias en una placa de agar de dextrosa de patata fresca con
una pequefia cantidad de cepa H491, usando un asa estéril. La placa se incubé a 25 °C durante 2-3 dias o hasta que
se evidencio suficiente biomasa en la superficie de la placa.

Un matraz de semillas de medio V8 de 50 ml se inoculé con un asa de material recogido de la superficie de la placa
de agar. La semilla se incubé en un agitador a 200 rpm durante 2 dias.

Se inoculé asépticamente un matraz de vidrio Fernbach no deflectado de 2,8 | que contenia 500 ml de medio V8 con
un 2 % de semilla. La fermentacion se dejo proceder a 25 °C durante 5 dias con agitacion constante a 150-200 rpm.

El sobrenadante se obtuvo mediante separacion de las células del caldo de fermentacion gastado mediante
centrifugacion u otros medios de separacion. La actividad del sobrenadante se verific6 mediante medio del bioensayo
descrito a continuacion.

Ejemplo 5: Caracterizacién adicional de B. megaterium H491, J142 y M018

Resistencia a antibidticos

La susceptibilidad a los antibidticos de las cepas H491, J142 y M018 de Bacillus megaterium se probé utilizando discos

antibiéticos en medio Muller-Hinton como se describe en la hoja de datos técnicos n.° 535 de PML Microbiological. Los
resultados obtenidos después de 48 horas de incubacion a 25 °C se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Susceptibilidad de Bacillus megaterium H491, J142 y M018 a varios antibiéticos. El grado de
susceptibilidad se indica con +++ (alto), ++ (bastante), + (ligero), y la resistencia se indica mediante (-).
Concentracion (mg) H491 J142 MO018
Tetraciclina 30 4 F++ T+
Kanamicina 30 +++ +++ +++
Eritromicina 15 4+ 4+ T+
Estreptomicina 10 4+ 4+ +
Penicilina 10 4+ - T+
Ampicilina 10 +++ +++ ++
Oxitetraciclina 30 +44+ 4 +4++
Cloranfenicol 30 4 F++ T+
Ciprofloxacino 5 4+ F+ e+
Gentamicina 10 +++ +++ +++
Piperacilina 100 4 + T+
Cefuroxima 30 +++ +++ +++
Imipenem 10 +4+ +++ +4+4+
Sulfametoxazol-Trimetoprima 23,75/25 +++ 4+ 4+

Sensibilidad quimica

Los datos de sensibilidad quimica se obtuvieron de la micromatriz fenotipica de Biolog. Se descubrié que H491 es
susceptible a los siguientes compuestos: clortetraciclina, lincomicina, Amoxicilina, Cloxacilina, Minociclina,
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capreomicina, demeclociclina, Nafcilina, Cefazolina, Enoxacina, acido nalidixico, cloranfenicol, Eritromicina,
Neomicina, Cefalotina, Kanamicina, Penicilina G, Tetraciclina, Carbenicilina, Oxacilina, Penimepiciclina,
Paromomicina, Vancomicina, Sisomicina, Novobiocina, 2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina, Sulfadiazina, Cloruro de
bencetonio, Tobramicina, Sulfatiazol, Acido 5-fluoroorético, Sulfametoxazol, L-aspartico-b-hidroxamato, Espiramicina,
Rifampicina, Bromuro de dodeciltrimetilamonio, Azlocilina, 2,2'-dipiridilo, Monohidrato de 6-mercaptopurina,
doxiciclina, Cromato potasico, Cefuroxima, 5-fluorouracilo, rolitetraciclina, Cloruro de cesio, Acetato de talio (1), Cloruro
de cobalto (Il), Trifluoperazina, Tilosina, Acriflavina, Furaltadona, Cloruro de sanguinarina, Acido fusarico, Acido borico,
1-hidroxipiridina-2-tiona (piritiona), Cianato de sodio, Cloruro de cadmio, Acido yodoaceético, Dicromato de sodio,
Cefoxitina, Metaborato de sodio, cloranfenicol, Metavanadato de sodio, Cloruro de queleritrina, Carbenicilina, Nitrito
de sodio, Etilenglicol-bis(b-aminoetiléter)-N,N,N',N'-acido tetraacético, Prometazina, Ortovanadato sédico, Clorhidrato
de guanidina, D-Cicloserina, EDTA, 5,7-dicloro-8-hidroxiquinaldina, 5,7-dicloro-8-hidroxiquinolina, Acido fusidico, sal
de sodio, Monohidrato de 1,10-fenantrolina, Fleomicina, Bromuro de domifeno, Alexidina, 5-nitro-2-furaldehido
semicarbazona (nitrofurazona), Violégeno de metilo, Oleandomicina, sal de fosfato, Puromicina, Carbonil-cianuro m-
clorofenilhidrazona (CCCP), Azida sddica, Menadiona, bisulfito sddico, 2-Nitroimidazol, Hidroxiurea, 5-cloro-7-yodo-8-
hidroxiquinolina, Sulfanilamida, Trimetoprima, Diclofluanida, Sulfato de protamina, Clorodinitrobenceno, Diamida,
Cinoxacina, Estreptomicina, Rifamicina SV, Telurito de potasio, Selenito de sodio, Hidroxamato de glicina, 4-cloro-3,5-
dimetilfenol, D-serina, Tiosalicilato, Salicitato, sodio, Sulfacloropiridazina, Oxicarboxina, 3-amino-1,2,4-triazol,
Clorpromazina, Niaproof, Compuesto 48/80, Tungstato de sodio, Cloruro de litio, Clorambucilo, Cefamandol nafato,
Cefsulodin, Cafeina, Ketoprofeno, Tianfenicol, Trifluorotimidina, Poli-L-lisina, Pentaclorofenol, Arsenito sddico,
Lidocaina, Peryodato de sodio, Cloruro de antimonio (lll), Clorhidrato de semicarbazida, Tinidazol, 5-fluoro-5'-
desoxiuridina, 2-fenilfenol, Plumbagin, Josamicina, Acido galico, Cloruro de metiltrioctilamonio, 2,4-dintrofenol,
Diacetato de clorhexidina, Acido trans-cinamico, Disulfuro de tetraetiltiuram, FCCP, acido D,L-tioctico, Feneticilina,
Caprilato sédico, Lauril sulfobetaina (N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato), Cloruro de hexamina
cobalto (Ill), Polimixina B, Amitriptilina, Apramicina, Orfenadrina, D, L-propanolol, Violeta de tetrazolio, Tioridazina,
Atropina, Ornidazol, Proflavina, 18-corona-6 éter, Cristal violeta, Dodina (n-dodecilguanidina), Hexaclorofeno, 4-
hidroxicumarina, oxitetraciclina, Pridinol, Captan, Acido 3,5-dinitrobenzoico, 8-hidroxiquinolina, Patulina, Tolofluanida
y Troleandomicina.

Se observo resistencia en los pocillos que contienen los siguientes compuestos con actividad antibacteriana conocida
(a una concentraciéon maxima de 4 ug): amikacina, lomefloxacino, bleomicina, colistina, gentamicina, ofloxacino,
polimixina B, sulfametazona, espectinomicina, ampicilina y acido oxolinico.

Ejemplo 6: Composicion de acidos grasos

Después de la incubacion durante 24 horas a 28 °C, se recogi6 un asa de células bien desarrolladas y se prepararon,
separaron e identificaron ésteres metilicos de acidos grasos usando el Sistema de Identificacion Microbiana (MIDI)
Sherlock como se describe (véase Vandamme et al. 1992). Los acidos grasos predominantes presentes en las cepas
de Bacillus megaterium se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Composicion del éster metilico del acido graso (FAME) (%) de las diferentes cepas de Bacillus
megaterium con actividad nematicida.

FAME M018 J142 H491
14:0i 4,77 6,05 6,36
14:0 1,33 1,65 1,52
15:0i 41,89 32,97 32,03

15:0ai 36,7 42,93 44,41

16:01w 7cOH 1,32 1,39 1,03

16:0i 0,97 1,41 2,11

16:1w 11c 3,56 4,03 3,16

16:0 2,06 2,96 3,47

17:1iw 10c 1,38 0,56 1,95

Sumaen 4 1,08 0,71 3,97

17:0i 2,22 1,89 1,95

17:0ai 2,73 3,43 3,97

indice de similitud con B. megaterium 0,949 0,948 0,991

Los indices de similitud de los perfiles FAME con la base de datos estaban todos dentro del umbral de confianza de
la especie (0,948-0,991). Se construyé un dendograma mediante técnicas de analisis de grupos para producir
emparejamientos de pares no ponderados basados en composiciones de acidos grasos. Los resultados indican que
H491 (listado como MBI-303) es mas similar a J142, y que M018 es mas diferente de las otras dos cepas.

Ejemplo 7: Identificacion MALDI-TOF de los aislados H491, M018 y J142

Se enviaron muestras para perfiles e identificacion de espectrometria MALDI-TOF (Desorcidon asistida por
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matriz/lonizacion-Tiempo de vuelo) a MIDI Labs, Inc (Newark, DE) para crear un perfil a partir de las proteinas
ribosémicas de los aislados. El perfil se comparé con una base de datos patentada y los aislados se identificaron
segun sus puntuaciones MALDITOF.

Las puntuaciones MALDI-TOF superiores a 2,000 proporcionan confianza de identificacién al nivel de especie,
puntuaciones de 1,700-1,999 al nivel de género, y puntuaciones inferiores a 1,700 indican que no hay coincidencia en
la base de datos. Tanto H491 como M018 arrojaron puntuaciones MALDITOF superiores a 2,000 (2,163 y 2,291
respectivamente), mientras que J142 tuvo una puntuaciones de 1,972. Estos resultados indican que el perfil de
proteina ribosémica de J142 puede ser Unico dentro de la especie Bacillus megaterium.

Ejemplo 8: Eficacia de los aislados de Bacillus megaterium contra Nematodos de nudo de raiz (Meloidogyne
incognita) - Ensayos en agar

A: Ensayo de agar agua n.° 1

Para determinar y comparar los efectos de diferentes cepas de Bacillus megaterium sobre nematodos de nudo de raiz
(Meloidogyne incognita VW), se realizd un ensayo en agar agua. Se transfirieron plantulas de pepino 'White Wonder'
de siete dias en agar agua en placas de Petri de 60 mm de diametro a razén de una siembra/placa. Los pepinos se
trataron luego con 300 ml de sobrenadante de fermentacion H491 de B. megaterium 'y 700 de M. incégnita/placa, con
seis repeticiones de cada tratamiento. Después de la incubacién durante 11 dias, se registré el numero de agallas en
las raices de pepino. Los resultados, que se muestran en la Tabla 3, indican que todas las cepas redujeron
significativamente el nimero de agallas en las raices de pepino en comparacion con el control de agua.

Tabla 3. Efectos del sobrenadante de fermentacion de aislados de Bacillus megaterium
sobre la formacién de agallas de nudos en las raices de pepino

Tratamiento Numero de agallas % de reduccion de agallas
H491 3314 66,7 £ 13,7

J142 3,7+1.2 63,3 £ 12,1

M018 58+1,5 41,7+ 14,7

Avid (1 %) 1+£0,5 95+5,5

Medio blanco 7+1,2 33,3+12,1

Agua 10+£2,6 0+2,6

B: Ensayo de plantulas de agar n.° 2: Efecto de B. megaterium H491 sobre la infestacion de M. incognita en
pepino

Para evaluar el efecto del sobrenadante superior de B. megaterium H491 en juveniles (J2s) de nematodos de nudo de
raiz (Meloidogyne incognita VW6), se realizo la siguiente prueba en placas de Petri de 60 mm de diametro:

Semillas de pepino cv. 'White Wonder' se germinaron en papel de seda humedo en placas de Petri a temperatura
ambiente. Una semana después, las plantulas germinadas se transfirieron a agar agua en placas de Petri a razon de
una plantula/placa. Se afadié una alicuota de 300 ml de sobrenadante de fermentacion B. megaterium H491 en cada
placa, después de lo cual se afadieron 300 de M. incognita J2 en 150 ml de agua desionizada. Las placas de Petri se
cubrieron luego y se incubaron a 25 °C durante 7 dias. Se utilizaron agua, medio blanco y Avid (0,1 %) como controles
negativo, negativo y positivo, respectivamente. El efecto de cada sustancia sobre la supervivencia de nematodos se
evalu6 después de 7 dias contando el nUmero de agallas en las raices de pepino, y se expresé como un porcentaje
del control de agua. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Los resultados, presentados en la Figura 9, muestran que el sobrenadante de B. megaterium H491 redujo
significativamente el numero de agallas en las raices de pepino en comparacion con el control de agua en ambos
ensayos, lo que indicé que H491 fue eficaz contra M. incognita y se puede usar para el manejo de este nematodo en
pepino.

Ejemplo 9: Ensayos in vitro con M. incognitay M. hapla
A: Bioensayo nematicida in vitro contra M. incognitay M. hapla

Con el fin de garantizar un control consistente y adecuado de los nematodos en todas las fermentaciones de B.
megaterium H491 esterilizadas por filtro, se midié la motilidad de los nematodos juveniles de nudo de raiz (J2) en un
bioensayo in vitro de placa de cultivo celular de 96 pocillos. Este procedimiento se basa en una clasificacion visual de
la motilidad de los nematodos en cada pocillo tratado con H491 donde cada tratamiento se prueba en repeticiones de
pocillos de cuatro: se dispensaron 100 ml de cada soluciéon de muestra microbiana en su pocillo correspondiente
seguido de 30 ml de una dilucion 1:100 de solucidon de material conservante de plantas (PPM, por sus siglas en inglés)
que suprime momentaneamente el crecimiento microbiano y permite la visibilidad en cada pocillo. Finalmente, se
afnadieron 50 ml de solucion de nematodos, que contiene aproximadamente 15 J2. La placa se cubri6 y se incubd
durante 24 horas a 25 °C, luego el efecto de cada muestra se calificd y registré visualmente. La actividad nematicida
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se confirmé en 19 fermentaciones a pequefa escala diferentes, con actividad nematicida que generalmente ronda el
60 %, como se resume en la Figura 5.

B: Recuperacion de nematodos (M. hapla) después de la exposicion al sobrenadante H491

Para evaluar el efecto del sobrenadante H491 sobre la motilidad y la recuperacion posterior de juveniles de nematodos
de nudo de raiz (Meloidogyne hapla), se realizé la siguiente prueba en placas de cultivo celular de plastico de 96
pocillos. Se afiadi6 una alicuota de 50 ml de cada solucién de prueba a los pocillos apropiados, después de lo cual,
se anadieron 50 J2 dispensados en 30 ml de agua desionizada a cada pocillo. La placa se cerrd con una tapa y se
incubd a 25 °C durante 72 horas. El agua y el nematicida Avid® (1 %) se usaron como controles negativo y positivo,
respectivamente. El efecto de cada sustancia sobre la motilidad de los nematodos se determiné después de 24, 48 y
72 horas mediante la adicién de una gota de NaOH 1 N en cada pocillo, y la proporcién de nematodos moviles en cada
tratamiento se registré6 como un porcentaje del numero inicial. Para evaluar la recuperacién de la motilidad en cada
tratamiento, se eliminé un volumen de 70 ml de cada pocillo, y la solucién restante en cada pocillo se diluyé mediante
la adicion de una solucién de 100 ml de agua desionizada. Las placas se incubaron nuevamente durante 24 horas
como se describié anteriormente, después de lo cual se realizé la segunda evaluacion de motilidad. Hubo tres
repeticiones para cada tratamiento y el estudio se realizé dos veces.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Después de 48 horas, los pocillos que contenian nematodos expuestos a
la mayor cantidad de solucién de tratamiento estaban demasiado turbios para leer sin lavar los tratamientos. Por lo
tanto, el porcentaje de nematodos maéviles no se registré directamente después de 48 o 72 horas. Se encontré que el
porcentaje de nematodos moviles expuestos al sobrenadante H491 disminuye con el aumento del tiempo de
incubacién. La tasa mas baja (17,5 %) se observé 72 horas después de la incubacién. Estos resultados indican que el
sobrenadante H491 puede inmovilizar juveniles de nematodos de nudos de raiz, y este efecto puede durar al menos
72 horas.

Tabla 4. Porcentaje de tasa de recuperaciéon de Meloidogyne hapla después de 24, 48 y 72 horas de
incubacion con sobrenadante H491
Tratamiento”

Candidato 24 24-24 48-24 72-24
Agua 95 £ 3,2 97,527 95+4,5 90+4,5
Medios 78,3 +2,6 82,5+2,7 82,527 80+4,5
Avid (1 %) 10+4,5 13,3+2,6 11,7+2,6 10+4,5
H491 38+27 35+45 25+55 17527

Los datos mostrados son valores medios obtenidos de dos estudios.

*"24" indica que la observacion se realizé directamente 24 horas después de la incubacion de nematodos con
los candidatos; "24-24" indica observacion después de la incubacién con candidatos durante 24 horas y luego 24
horas en agua; "48-24" indica que la observacion se realizd después de la incubacién con candidatos durante 48
horas y luego 24 horas en agua; 72-24 indica que la observacion se realiz6 después de la incubacion con
candidatos durante 72 horas y luego 24 horas en agua

Ejemplo 10: Ensayo de dosis-respuesta in vitro contra nematodos de vida libre

Para evaluar la eficacia y la estabilidad del caldo celular completo de B. megaterium H491, se analizé el sobrenadante
para determinar el efecto sobre la motilidad J2 a diferentes diluciones: 1X = sin diluir; 0,75X= 75 ml de sobrenadante
H491: 25 ml de agua; 0,50X= 50 ml de sobrenadante H491: 50 pl de agua; 0,25X= 25 ml de sobrenadante H491: 75 ml
de agua. La motilidad de los nematodos de nudo de raiz juveniles (J2) se midié en un bioensayo in vitro de dosis-
respuesta de placa de cultivo celular de plastico de 96 pocillos. Este procedimiento se basa en una clasificacion visual
de la motilidad de los nematodos en cada pocillo tratado con H491 donde cada tratamiento se prueba en repeticiones
de pocillos de cuatro: se dispensaron 100 ml de cada dilucion de muestra microbiana en su pocillo correspondiente
seguido de 30 ml de una dilucién 1:100 de solucion de material conservante de plantas (PPM) que suprime
temporalmente el crecimiento microbiano. Finalmente, se afiadieron 50 ml de solucién de nematodos, que contenia
aproximadamente 15 nematodos de M. hapla J2, y la placa se cubrié y se incubé a 25 °C durante 24 horas. El efecto
de cada muestra de dilucion se califico y registré visualmente. Los resultados, que se muestran en la Figura 6, indican
que el efecto sobre la motilidad varié de aproximadamente un 15 % no mévil a una dilucion cuadruple (0,25X), a un
100 % no movil con sobrenadante de fuerza completa (1x).

Ejemplo 11: Ensayos en invernadero

A: Ensayo en maceta en invernadero: pepino con Meloidogyne incognita

Para demostrar la actividad nematicida del sobrenadante H491 contra los nematodos de nudo de raiz (Meloidogyne
incognita), un estudio en invernadero en pepino (Cucumis sativus) cv. White Wonder se realizé utilizando un

sobrenadante como producto de prueba. Se planté una planta de pepino por maceta en arena esterilizada en autoclave
y se cultivé en un invernadero bajo la luz natural del dia. Las plantas de dos semanas de edad se trataron con una
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alicuota de 40 ml del producto de prueba, después de lo cual se inocularon 2000 de M. incognita J2 recién nacidos en
cada maceta. Una semana después, se aplico una segunda porcion de 40 ml del producto de prueba a la misma
velocidad que antes. Se utilizaron agua, medio blanco y Avid (0,1 %) como controles negativo, negativo y positivo,
respectivamente. Hubo cinco réplicas para cada producto de prueba, y el experimento se organizé en un disefio de
bloques completos aleatorio. Las plantas se cultivaron en un invernadero durante cuatro semanas mas, después de
lo cual cada planta se cosechd y se evalud el peso de los brotes y raices. Se registré el nimero de nematodos en
cada maceta y el nimero de m® (galones) de raiz en cada planta.

Los datos presentados en la Tabla 5 a continuacion muestran que, aunque los pesos frescos de brotes y raices de
pepino de las plantas tratadas con el sobrenadante H491 no fueron estadisticamente diferentes de los controles no
tratados, las macetas tratadas con el sobrenadante H491 contienen significativamente menos nematodos que las
macetas de control no tratadas. Ademas, el nimero de agallas de raiz en las plantas de pepino tratadas con
sobrenadante H491 fue significativamente menor que en las plantas tratadas con control de agua o medio blanco.
Estos resultados indican que el sobrenadante H491 es eficaz para restringir la formaciéon de agallas mediante M.
incognita en pepino.

Tabla 5. Efectos del sobrenadante H491 en la infestacion con Meloidogyne incognita en pepino en un ensayo
de invernadero en maceta.

Tratamiento  Peso de los brotes (g) Peso de las raices (g) Numero de agallas Numero de nematodos

Avid 152+44 52+21 0x0d 316 + 193
Medios 243117 41+£25 19,6 + 3,6 354 + 195
Agua 21,126 63+1,2 29,0+8,2 510 + 256
H491 229+5,6 56+0,7 10,8+28 332 £ 161

Los datos mostrados son medias de dos estudios.

B: Ensayo en maceta en invernadero: Efecto del sobrenadante H491 sobre la infestacién por Meloidogyne
hapla de plantas de pepino y tomate

Se realizaron estudios de invernadero en pepino (Cucumis sativus) cv. White Wonder y tomate (Solanum lycopersicum)
cv. Roma para demostrar la actividad nematicida del sobrenadante H491 en nematodos de nudo de raiz (M. hapla).
Se planté una planta de pepino o tomate por maceta en arena esterilizada en autoclave y se cultivd en un invernadero
bajo la luz natural del dia. Las macetas que contenian plantas de pepino de dos semanas o de tomate de tres semanas
de edad se trataron con una alicuota de 40 ml del producto de prueba por maceta, después de lo cual se inocularon
2000 juveniles de M.hapla nuevos en cada maceta. Una semana después, se aplicd un segundo tratamiento del
producto de prueba a las macetas a la misma velocidad que antes. Se utilizaron agua, medio y Avid (0,1 %) como
controles negativo, negativo y positivo, respectivamente. Hubo cinco réplicas para cada producto de prueba, y el
experimento se organizé en un disefio de bloques completos aleatorio. Las plantas se cultivaron en un invernadero
durante cuatro semanas mas para el pepino y seis semanas mas para el tomate, después de lo cual cada planta se
cosechd y se evalud el peso de los brotes y raices frescas y la altura de los brotes. El vigor de la planta y el indice de
agallamiento de la raiz fueron clasificados en una escala de 0-10. Para el vigor de la planta, O representa muerto y 10
representa el mas saludable; para el indice de agallas de la raiz, O representa ausencia de agallas y 10 representa el
100 % de las raices con agallas. También se registr6 el nimero de nematodos en cada maceta.

Los resultados del primer ensayo se presentan en las Tablas 6 y 7 para pepino y tomate, respectivamente. El
sobrenadante H491 redujo significativamente el indice de agallas de la raiz en el pepino y la cantidad de nematodos
en el pepino y el tomate en comparacién con el control de agua. En el segundo ensayo, el indice de agallas de la raiz
y el nimero de nematodos se redujeron mediante H491 en el pepino pero no en el tomate (Tablas 8 y 9). Los resultados
de ambos ensayos indican que el sobrenadante H491 reduce el numero de agallas en las plantas y disminuye el dafio
en las plantas por los nematodos de nudo de raiz.

Tabla 6. Efectos del sobrenadante H491 sobre Meloidogyne hapla en
pepino en un ensayo de ensayo de maceta en invernadero.

Vigor de la

Tratamiento plantay Indice de agallas de la raiz* Poblacion de nematodos
H491 9+1 2+1 2233 + 924

Avid(1%) 0zx0 0x0 0x0

Medios 31 73 5233 £ 1097

Agua 1+1 8+1 5467 + 611

Los datos mostrados son medias de dos estudios
YVigor de la planta en una escala de 0-10: 0: muerta, 10: la mas sana
ZIndice de agallas de la raiz en una escala de 0 a 10: 0: sin agallas, 10: 100 % de raices con agallas
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Tabla 7. Efectos del sobrenadante H491 sobre Meloidogyne hapla en tomate en un ensayo de ensayo de
maceta en invernadero.

Tratamiento Altura de los brotes Peso de los Peso de las Indice de agallas de Numero de
(cm) brotes (g) raices (g) la raiz nematodos

H491 26 17 173 43+2 21 140

Avid(1%) 8+8 11 041 00 0

Medios 315 24 +4 483 2+2 267

Agua 28+6 144 42 %1 21 325

Los datos mostrados son medias de dos estudios

Tabla 8. Efectos del sobrenadante H491 sobre Meloidogyne hapla en pepino en un ensayo de ensayo
de maceta en invernadero dos.

. i . Peso de las Indice de agallas de la Numero de
Candidato nematicida Peso superior . .
raices raiz nematodos
Avid 16,1145 49+25 0,2+0,4 1180 £ 920
Medios 8,3+2,6 21+15 6,0+1,2 3260 + 1590
Agua 59+1,2 0,5+0,3 72+13 2580 + 934
H491 9,3+2,1 1,4+0,7 26+1,0 1500 + 412

Los datos mostrados son medias de dos estudios

Tabla 9. Efectos del sobrenadante H491 sobre Meloidogyne hapla en tomate en un ensayo de ensayo de
maceta en invernadero dos.

Candidato nematicida Peso superior Peso de las raices Indice de agallas de la raiz Numero de nematodos

Avid 16,9+4,8 6,221 00 332 + 385
Medios 21559 8,3+1,3 22+28 342 + 355
Agua 14,111 5717 41+£3,2 334 + 241
H491 11,3+4,6 4,4+23 28+3,8 332 + 491

Los datos mostrados son medias de dos estudios

Ejemplo 12: Inmovilizacién de nematodos en suelo infestado

En este ejemplo, se determino el efecto del sobrenadante de B. megaterium H491 sobre la motilidad y la viabilidad de
los nematodos en el suelo infestado. Estos ensayos se realizaron con suelos de campo infestados predominantemente
con nematodos de aguijon o lanza. Cada ensayo consistid en 4 tratamientos: sobrenadante H491, medio de
crecimiento en blanco, un control positivo (es decir, Avid® al 0,1 %) y un control negativo (es decir, agua). Los ensayos
se realizaron como un disefio de bloques completos aleatorio con 8 repeticiones. Se recogieron doce litros de tierra
que contenia los nematodos deseados, se separaron de la hierba y las raices y se homogeneizaron. Después de
mezclar el suelo, se extrajeron 5 muestras de suelo (100 cm?®) utilizando un método de centrifugacion y flotacion de
azucar y, para cada muestra, se conté el numero de nematodos de cada tipo para asegurar una distribucion uniforme
de los principales nematodos de interés (de aguijon o lanza) en todo el suelo. A continuacion, se midieron porciones
de 200 cm? de tierra que contenia nematodos y se colocaron en una maceta de plastico de 5,08 x 5,08 x 5,08 cm (2 x
2 x 2 pulgadas). Los tratamientos se aplicaron como un tratamiento de inmersién (40 ml/maceta). Luego se colocaron
las macetas en un banco de laboratorio y se dejaron durante 72 horas para exponer los nematodos a los tratamientos.

A continuacion, el suelo de cada maceta se lavé sobre un aparato Baermann modificado para la extraccion de
nematodos. El aparato Baermann permite que los nematodos vivos se muevan fuera del suelo, a través de un filtro y
hacia el agua, donde se pueden contar. Los nematodos muertos o inmdviles permanecen en el suelo. Después de
incubar en los Baermanns durante 96 horas, se recogieron y contaron los nematodos vivos. Los recuentos de
nematodos de cada tratamiento se compararon con SAS 9.2 usando la separacién media de LSD de Fisher a P < 0,05
para todos los nematodos observados.

Se determinaron los efectos del sobrenadante H491 en cuatro géneros de nematodos parasitos de plantas. Estos
cuatro géneros, observados en el suelo del campo utilizado para realizar el ensayo de banco de aguijon, fueron:
nematodo de aguijon, nematodo de lanza, Peltamigratus sp. y Scutellonema sp. El recuento de nematodos de aguijon
aumento en un 5 % en el suelo expuesto al medio de crecimiento, en comparacién con el suelo expuesto solo al agua.
En comparacién con el control negativo (suelo expuesto al agua), el suelo expuesto al sobrenadante H491 o a Avid
experimentd una disminucion del 14 % en el numero de nematodos de aguijon.

Los recuentos de Peltamigratus sp. disminuyeron en un 7 %, 32 % y 88 % después del tratamiento del suelo con
medio, sobrenadante H491 y Avid, respectivamente; en comparacién con el control negativo (agua). Los recuentos de
Scutellonema sp. no cambiaron en el suelo tratado con medio de crecimiento, en comparacion con el control negativo
(agua), y disminuyeron en un 17 % y un 75 % en el suelo tratado con H491 y Avid, respectivamente, en comparacion
con el control negativo (agua). Los recuentos de nematodos de lanza disminuyeron en un 9 %, 35 % y 69 % en el
suelo sometido a tratamientos con medio, sobrenadante H491 y Avid, respectivamente, en comparacion con el control
de agua.
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Ejemplo 13: Extraccion y aislamiento de compuestos a partir del sobrenadante de cultivo H491 de B.
megaterium

El siguiente procedimiento se us6 para la purificacion de compuestos a partir de cultivos de B. megaterium.
Brevemente, se extrajo un extracto bruto del caldo de cultivo H491 de B. megaterium con Amberlite, y el extracto bruto
se fraccioné mediante cromatografia liquida al vacio. Una fraccion VLC activa se fraccionoé adicionalmente mediante
HPLC, y se identificaron compuestos activos. El compuesto de acido 4-fenil butanoico nematicamente activo
(Compuesto 1) se obtuvo de la fraccion 3 de VLC, tal como se describe a continuacion.

Cromatografia liquida de extracto bruto

El caldo de cultivo obtenido de una fermentacion de 10 | de B. megaterium en caldo V-8 se extrajo con resina Amberlite
XAD-7 (Asolkar et al., 2006) mediante agitacion de la suspensidn celular con resina a 225 rpm durante dos horas a
temperatura ambiente. La resina y la masa celular se recogieron mediante filtracion a través de estopilla y se lavaron
con agua desionizada para retirar las sales. La resina, la masa celular y la estopilla se empaparon durante 2 horas en
acetona/metanol (50/50) después de lo cual la acetona/metanol se filtré y se secé al vacio, usando un evaporador
rotatorio, para dar un extracto bruto. El extracto bruto se fraccioné mediante cromatografia liquida de vacio de fase
inversa C18 (H20/CH3OH; gradiente 80:20 % a 0:100 %) en 6 fracciones (Figura 1). Estas fracciones se concentraron
hasta sequedad usando un evaporador rotatorio, y los residuos secos resultantes se seleccionaron para determinar la
actividad biolégica usando M. incognita'y M. hapla.

Ensayo de actividad biolégica de fracciones VLC de extracto de Bacillus megaterium

Las fracciones VLC 1-6 se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) y se probaron en un bioensayo in vitro de extracto
de placa de cultivo celular de 96 pocillos para identificar la fraccién/es que contienen el metabolito/s activo deseado.
Para evaluar la actividad bioldgica, se expusieron 15-20 nematodos J2 en 50 ml de agua a 100 ml de una fraccion
concentrada de 4 mg/ml durante 24 horas a 25 °C. Cada fraccion se probd por cuadruplicado. Los resultados se
registraron en base a una clasificacion visual de la inmotilidad de los nematodos juveniles (J2) en cada pocillo. Los
resultados se muestran en la Figura 7.

Fraccionamiento mediante HPLC de fase inversa de fracciones de VLC

Las fracciones activas se sometieron a HPLC de fase inversa en un sistema Spectra System P4000 (Thermo Scientific)
para proporcionar compuestos puros, que luego se seleccionaron en bioensayos como se describe anteriormente para
identificar compuestos activos. Para confirmar la identidad de los compuestos, se registraron datos espectroscépicos
adicionales tales como LC/MS y RMN.

La fraccion 3 (anterior) se aplicéd a una columna HPLC C-18 (Phenomenex, Luna 10u C18(2) 100 A, 250 x 30), y la
columna se desarrollé con un sistema de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (0-10 minutos, 80-70 % de
CH3CN acuoso; 10-45 min, 70-50 % de CH3CN acuoso; 45-55 min, 35-30 % de CH3CN acuoso; 55-60 min, 30-20 %
de CH3CN acuoso; 60-65 min, 20-0 % de CH3CN acuoso; 65-75 min, 100% de CH3CN; 75-80 min, 0-80 % de CH3CN
acuoso) a un caudal de 7 ml/min y deteccién UV de 210 nm. El compuesto activo acido 4-fenilbutanoico (1) tiene un
tiempo de retencion de 47,85 min.

Ensayo de actividad biolégica de fracciones de HPLC

Cada maximo de HPLC se probé en un bioensayo in vitro de extracto de placa de cultivo celular de plastico de 96
pocillos para identificar el maximo/s que contienen el metabolito/s activo deseado. Para estos ensayos, se expusieron
15-20 nematodos en una solucién de agua de 50 ml a 3 ml de un concentrado maximo de 20 mg/ml durante un periodo
de 24 horas a 25 °C. Una vez que se completo el periodo de incubacion, los resultados se registraron en base a una
clasificacion visual de la inmotilidad de los nematodos juveniles (J2) en cada pocillo tratado con maximos purificados
H491 H1-H38; cada tratamiento se probd en repeticiones de cuatro. Los resultados, que se muestran en la Figura 8,
indican que H491 produce numerosos compuestos con actividad plaguicida. La fraccién 29 fue seleccionada para
analisis y pruebas adicionales.

Analisis espectroscopico de masas de compuestos

La espectroscopia de masas de maximos activos, aislados mediante HPLC usando el procedimiento establecido
anteriormente, se realiz6 en un instrumento de electronebulizacion (ESI) Thermo Finnigan LCQ Deca XP Plus usando
los modos de ionizacion tanto positivo como negativo en un modo de escaneo completo (m/z 100-1500 Da) en un
espectrometro de masas LCQ DECA XPPus (Thermo Electron Corp., San Jose, CA). Instrumento de cromatografia
liquida de alto rendimiento térmico (HPLC) equipado con detector Finnigan Surveyor PDA plus, autosampler plus,
bomba MS y una columna Luna C18 5 y 100A de 4,6 mm x 100 mm (Phenomenex). El sistema disolvente consiste en
agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). La fase movil comienza con 10 % de disolvente B y se aumenta
linealmente hasta 100 % de disolvente B durante 20 minutos y luego se mantiene durante 4 minutos, y finalmente se
devuelve a 10 % de disolvente B durante 3 minutos y se mantiene durante 3 minutos. El caudal fue de 0,5 ml/min. El
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volumen de inyeccion es 10 pl y las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en una muestra automética.
Los compuestos se analizaron mediante LC-MS utilizando la LC y cromatografia de fase inversa. El analisis por
espectroscopia de masas de los presentes compuestos se realiza en las siguientes condiciones: El caudal del gas
nitrégeno se fijé a 30 y 15 arb para el caudal del gas de impulsién y del aux/de barrido, respectivamente. La ionizacion
mediante electropulverizacion se realizd con un voltaje de pulverizacion ajustado a 5000 V y un voltaje capilar a 35,0
V. La temperatura capilar se ajustd a 400 °C. Los datos se analizaron en el programa informatico Xcalibur. El acido 4-
fenilbutanoico (1) exhibié una masa molecular de 163,34 en modo de ionizacién negativa (véase la Figura 2).

Andlisis espectroscopico de RMN de compuestos

Los espectros de RMN se midieron en un espectrometro de campo en gradiente Bruker a 600 MHz. La referencia se
establece en el estandar interno tetrametilsilano (TMS, 0,00 ppm).

Para la elucidaciéon de la estructura, se analiz6 adicionalmente el acido 4-fenilbutanoico (1) purificado con peso
molecular 164 usando un instrumento de RMN de 600 MHz. Se detectaron valores 8 de RMN 'H a 7,28 (2H), 7,19
(2H), 7,17, 2,67, 2,31 y 1,92 (véase la Figura 3). Se detectaron valores de RMN '3C de 177,5, 142,9, 129,5, 129,5,
129,4, 129,4, 126,9, 36,1, 34,4 y 28 (véase la Figura 4). El compuesto activo se aislé6 como un sélido incoloro, con
bandas de absorcién UV a 220 y 283 nm. El espectro de masas de ionizacién mediante electropulverizacion negativa
reveld un maximo de iones moleculares a m/z 163,32 [M - H] y 327,14 [2M - H] lo que sugiere un peso molecular de
164, que es consistente con la formula molecular C1oH100z2 (con 5 grados de insaturacion). El espectro de RMN 'H
exhibié sefiales indicativas de la presencia de un anillo aromatico monosustituido (5 7,28, 2H, d, J= 7,7 Hz; 7,19, 2H,
d, J=7,7Hz; 7,17 1H, t, J = 7,7 Hz). Asimismo, el espectro de RMN "H revelo la presencia de tres grupos metileno, a
52,62,2H,t,J=7,92 Hz, 2,30, 2H, t, J= 7,65y 1,92, 2H, q, J = 7,65 Hz. El espectro de RMN '3C del Compuesto (1),
interpretado con la ayuda del experimento HSQC, indico la presencia de 10 atomos de carbono, incluido un carbonilo
(8¢ 177,5); seis carbonos sp?, uno de los cuales no es protonado (8¢ 142,9); cinco 4tomos de carbono protonados (3¢
129,5, 129,5, 129,4, 129,4, 126,9); y tres metilenos (&c 36,1, 34,4, 28,1). El analisis de la correlacion COSY y HSQC
reveld dos sistemas de rotacion, uno que implica tres grupos metileno de la estructura -CH2-CH2-CHz-, y el otro que
comprende un anillo de benceno monosustituido. A partir del analisis detallado de los experimentos COSY, HMQC y
HMBC, la estructura del compuesto se asigné como acido 4-fenilbutanoico. La estructura asignada se confirmo
mediante comparacién con una muestra sintética. Este compuesto ha sido aislado de la bacteria marina B. pumilus
S6-15, que inhibe la formacién de biopeliculas en especies grampositivas y gramnegativas (Nithya et al., 2011).

Ejemplo 14: Ensayo de cono en invernadero: efecto de Meloidogyne incognita en plantulas de tomate

Se realizaron estudios en invernadero en tomate (Solanum lycopersicum) cv. UC 82 para probar la actividad nematicida
del sobrenadante H491 en nematodos de nudo de raiz (M. incognita). Una plantula de tomate de 25 dias por recipiente
conico (Stuewe & Sons, Inc, Tangent, OR) se trasplantdé en mezcla de arena esterilizada en autoclave y de suelo (2:1)
y se cultivd en un invernadero bajo la luz natural del dia. 16 dias después del trasplante, cada plantula de tomate (3-4
hojas verdaderas) se empapé con una alicuota de 10 ml de caldo celular completo (WCB) de H491 y otros productos
de prueba vertiendo la alicuota directamente sobre la superficie del suelo. Después de eso, se inocularon 4000 huevos
de M. incognita suspendidos en 1 ml de agua en tres agujeros de 6 cm de profundidad alrededor de los tallos en cada
cono. Una semana después, se aplicé una segunda inmersion a los conos al mismo ritmo que la primera inmersion.
Se utilizaron agua, medio y Avid (625 ppm) como controles negativo y positivo, respectivamente. Hubo cuatro réplicas
y el experimento se organizé en un disefio de bloques completos aleatorio. Las plantas se cultivaron en un invernadero
durante 3 semanas antes de retirarlas. Luego se evalud la fitotoxicidad de cada planta, el peso de la parte superior
fresca (o brote), el peso de la raiz fresca, el nimero de agallas por raiz y el indice de agallas con base en una escala
de 0 a 10 (0 = sin agallas, 10 = 100 % de las raices con agallas). No se observé fitotoxicidad durante el periodo de
incubacién de la prueba. El analisis estadistico (ANOVA) se realizé6 mediante la prueba de Fisher, y las diferencias
estadisticas entre las medias de tratamiento se calcularon en P < 0,05.

Los resultados se presentan en la Tabla 10. El WCB H491 redujo significativamente el indice de agallas, la cantidad
de agallas por raiz y la cantidad de agallas por gramo de raiz en comparacién con el control de agua. Las plantas
tratadas con H491 tenian un peso de la parte superior fresca mas pesado que las tratadas con agua. No se observaron
diferencias significativas en el peso de la raiz fresca entre tratamientos.
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Tabla 10. Efectos del caldo celular completo (WCB) H491 sobre Meloidogyne incognita en tomate en un

ensayo* de cono de invernadero

Tratamiento FTW (g)Y FRW (g)Y indice de agallas? agallas/raiz agallas/g de raiz
H491 10,74 £ 0,344 6,1+0,592 2,3+0,96° 142,5+ 69,70 b 22,7 +9,28"
agua 7,35+6,03° 5,43+1,372 6,5+1,292 271,8 £53,602 54,1 +25,202
avid 8,43 : 136 | 533+1,33a 0+0,00° 1,0£2,00° 0,24 £ 0,48 °

al
valor p 0,038 0,606 0 0 0,003

* Los datos son medias + desviaciones estandar (DE) con 4 repeticiones. Los valores seguidos de la misma letra en
la misma columna no fueron significativamente diferentes, de acuerdo con la diferencia menos significativa de Fisher
en P <0,05.

¥ FTW: peso de la parte superior fresca; FRW: peso de la raiz fresca.

“Indice de agallas en una escala de 0 a 10: O: sin agallas; 10: 100 % de raices con agallas.

Ejemplo 15: Respuesta a la dosis para caldo celular completo H491 en mini tubo en bioensayo en planta

El caldo celular completo (WCB) H491 de Bacillus megaterium se probd en un bioensayo en planta a 3 diluciones
diferentes en agua (1X, 0,7X y 0,5X v/v) para determinar la potencia del WCB contra juveniles de Meloidogyne
incognita. Esta prueba es una prueba en miniatura de maceta en invernadero en la que se modificaron los tubos Falcon
estériles cortando la parte superior de 3,81 cm (1,5 pulgadas) y haciendo agujeros en la parte inferior para permitir el
drenaje. Los tubos se llenaron con una mezcla de arena y tierra (1:2) y se empaparon con alicuotas de 2 ml de caldo
celular completo H491 (50, 70 y 100 %), Avid (caudal de marcado) como control positivo y agua como control negativo.
Después de empapar, se plantaron semillas de pepino (cv. SMR58) y luego los tubos se inocularon con 800 huevos
de M. incognita. Los tubos se cubrieron con parafilm y se colocaron en una caja con toallas de papel himedas para
garantizar una alta humedad. Después de 4 dias, la mayor parte de la semilla habia germinado y se retird la cubierta
de parafilm. Después de una semana, se aplicé una segunda dosis (1 ml). La prueba se terminé después de dos
semanas y se evaluaron el peso de la parte superior fresca, el peso de la raiz fresca y el indice de agallas (escala: 1
sin raices saludables - 10 raices saludables).

Los resultados, que se muestran en la Figura 10, indican que el indice de agallas se redujo a todas las concentraciones
de caldo celular completo H491 analizadas.

Ejemplo 16: Ensayo de motilidad in vitro

El WCB H491 obtenido de cuatro lotes de fermentacion separados se probd en un ensayo de motilidad in vitro. En
este ensayo, los juveniles (J2) de M. incognita se expusieron a muestras de prueba en una placa de fondo plano de
96 pocillos. Después de 24 horas, los juveniles se transfirieron a placas de 6 pocillos que contenian 1,5 % de agar
agua, para permitir la posible recuperacién. La motilidad se midié mediante el recuento del nimero de juveniles (J2)
que se movieron fuera del area inicial después de otras 24 horas. Los resultados se muestran en la Figura 11. Los
datos indican que, para los cuatro lotes de WCB H491, se logré el 100 % de inmovilizacion después de una exposicion
de 24 horas.

Ejemplo 17: Capacidades de promocion del crecimiento de las plantas de B. megaterium H491

B. megaterium H491 se probd para marcadores de promocion del crecimiento de plantas en cinco ensayos de placa
diferentes, y los resultados representativos se muestran en la Tabla 11. La bacteria fue capaz de solubilizar fosfato y
produjo la enzima ACC desaminasa. También fue capaz de crecer en metanol como fuente de carbono. Estos
resultados sugirieron que B. megaterium H491 puede promover el crecimiento y conferir tolerancia al estrés a las
plantas.

Tabla 11
Sol. fosfato ACC desaminasa IAA* CAS* AMS*
H491 +++ +++ + - ++

*IAA: acido acético indol; CAS: Cromo azurol S; AMS: Sales minerales de amonio

Ejemplo 18: Actividad promotora del crecimiento en soja y sorgo

Para evaluar la capacidad de B. megaterium H491 para promover el crecimiento de las plantas, se realizaron dos
ensayos de vigor de plantulas en soja y sorgo. La cepa H491 se cultivd en una placa de agar y se transfirieron algunas
colonias a 50 ml de caldo Luria estéril (LB: 25 g/l) y se incubaron a 25 °C, 180 rpm durante 24 horas. Las células
bacterianas se cosecharon de los cultivos LB mediante centrifugacion a 3220 x g durante 20 minutos. El sobrenadante
se desecho y las células se lavaron en 20 ml de tampoén de MgSOu4 estéril y luego se centrifugaron por segunda vez a
3220 x g durante 20 minutos. Después de descartar el sobrenadante, las células se resuspendieron en un pequefio
volumen de tampdn estéril. La concentracién de células en la suspension se determiné midiendo la absorbancia a 600
nm en un espectrofotdmetro. Las semillas se trataron con la suspensioén celular mediante imbibicién. Se dispensé un
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inoculo celular (1 x 108 UFC/ml) sobre las semillas, en un tubo Falcon de 50 ml, a un caudal de 0,6 ml por gramo de
semilla (para semillas con 250-300 semillas/g). La semilla y el in6culo se incubaron durante la noche a 25 °C, y las
semillas tratadas se secaron luego en una campana estéril durante 30 minutos. El control negativo se preparo de la
misma manera, excepto que el indculo celular se reemplazé con tampoén estéril. La promocién del crecimiento se
evalué midiendo el peso fresco de las plantulas, como se muestra en la Tabla 12. Para la soja, el peso de las plantulas
se duplicé con el tratamiento H491. Para el sorgo, se observo un aumento del 64 % del peso fresco.

Tabla 12
Control Tratado con
(Tampén) H491
Soja 5,46 11,22
Sorgo 0,89 1,46

Ejemplo 19: Actividad promotora del crecimiento en maiz

Las semillas de maiz se plantaron y se empaparon en el momento de la siembra y una semana después de la siembra
con caldo celular completo (WCB) H491 de B. megaterium. Se plantaron y evaluaron un total de 10 plantas por maceta
y 9 macetas por tratamiento. Se registro el peso fresco total 2 semanas después de la siembra, y se realizé un andlisis
estadistico usando Minitab ANOVA Tukey's.

Los resultados se muestran en la Tabla 13. En las plantas de maiz tratadas con WCB H491, se observé un aumento
significativo en el peso fresco vegetativo, con un intervalo de confianza simultaneo del 95 % segun la evaluacion de
Tukey.

Tabla 13
Maiz Caldo celular completo
Control H491
MED| 21,48 30,07
DE 4,02 2,42

Ejemplo 20: Efecto del Compuesto 1 sobre la motilidad de nematodos

La fraccion de HPLC H29 (Ejemplo 13 y Figura 8) se determiné que era acido 4-fenilbutanoico. En este ejemplo, se
sintetizd acido 4-fenilbutanoico (Compuesto 1) y se probd la respuesta a la dosis en un ensayo de motilidad de
nematodos. Los juveniles (J2) de M. incognita se expusieron a diferentes concentraciones de acido 4-fenilbutadieno
en una placa de fondo plano de 96 pocillos durante 24 horas. Los juveniles se transfirieron luego a placas de 6 pocillos
que contenian agar agua al 1,5 % para permitir la recuperacion. Después de otras 24 horas, la motilidad se determind
contando el numero de juveniles (J2) que se habian mudado fuera del area inicial. Se utilizaron agua y DMSO como
controles negativos, y Avid como control positivo.

Los resultados se muestran en la Figura 12. Usando la inmotilidad al 75 % como umbral para la actividad nematicida,
las concentraciones de acido 4-fenilbutanoico de 0,017 mg/ml o mas proporcionaron una actividad nematicida
sustancial.

Ejemplo 22: Actividad nematicida de tres aislados de B. megaterium

Se cultivaron aislados de B. megaterium H491, M018 y J142. El caldo celular completo de cada uno de los tres cultivos
se probo en el ensayo de inmotilidad con agar agua descrito en el Ejemplo 21. Los resultados, que se muestran en la
Figura 13, indican que el caldo celular completo de las tres cepas es capaz de hacer que el 100 % de los juveniles
sean inmoviles.

DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO

El siguiente material biologico ha sido depositado conforme a los términos del Tratado de Budapest con la Coleccion
de Cultivos de Investigacion Agricola (NRRL, por sus siglas en inglés), 1815 N. University Street, Peoria, lllinois 61604
USA, y se le ha dado el siguiente nimero:

Deposito Numero de registroFecha de depésito
Bacillus megaterium cepa H491 NRRL B-50769 3 de agosto de 2012
Bacillus megaterium cepa MO18 NRRL B-50770 3 de agosto de 2012
Bacillus megaterium cepa J142 NRRL B-50771 3 de agosto de 2012

La cepa se ha depositado en condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estara disponible durante la tramitacion
de esta solicitud de patente a una determinada por el Comisionado de Patentes y Marcas Registradas para tener
derecho al mismo bajo 37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S.C. §122. El depdsito representa un cultivo sustancialmente puro de
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la cepa depositada. El depdsito esta disponibles segun lo exigen las leyes de patentes extranjeras en los paises donde
se presentan los homologos de la solicitud objeto o sus descendientes. Sin embargo, debe entenderse que la
disponibilidad de un depdsito no constituye una licencia para practicar la invencién objeto en la derogacién de los
derechos de patente concedidos por la acciéon gubernamental.
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ataatgcaag tcgagcgaac tgattagaag cttgcttcta tgacgttagc ggcggacggg 60
tgagtaacac gtgggcaacc tgcctgtaag actgggataa cttcgggaaa ccgaagctaa 120
taccggatag gatcttctece ttcatgggag atgattgaaa gatggtttcecg gcetatcactt 180
acagatgggc ccgcggtgca ttagctagtt ggtgaggtaa cggctcacca aggcaacgat 240
gcatagccga cctgagaggg tgatcggcca cactgggact gagacacggc ccagactcct 300
acgggaggca gcagtaggga atcttccgca atggacgaaa gtctgacgga gcaacgecge 360
gtgagtgatg aaggctttcecg ggtcgtaaaa ctetgttgtt agggaagaac aagtacaaga 420
gtaactgctt gtaccttgac ggtacctaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagea 480
gcegeggtaa tacgtaggtg gcaagegtta tceccggaatta ttgggegtaa agecgegegea 540
ggcggtttet taagtctgat gtgaaagcce acggcetcaac cgtggagggt cattggaaac 600
tggggaactt gagtgcagaa gagaaaagcg gaattccacg tgtageggtg aaatgcegtag 660
agatgtggag gaacaccagt ggcgaaggcg gectttttggt ctgtaactga cgctgaggceg 720
cgaaagcgtg gggagcaaac aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgag 780
tgctaagtgt tagagggttt ccgcccttta gtgetgecage taacgcatta agcactccege 840
ctggggagta cnggtcgcaa gactgaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagcg 900
gtggagcatg tggtttaatt cgaagcaacg cgaagaacct taccaggtct tgacatcctce 960
tgacaactct agagatagag cgttcccett cgggggacag agtgacaggt ggtgcatggt 1020
tgtecgtcage tegtgtegtg agatgttggg ttaagtcececg caacgagege aacccttgat 1080
cttagttgece agcattcagt tgggcactct aaggtgactg ccggtgacaa accggaggaa 1140
ggtggggatg acgtcaaatc atcatgcccc ttatgacctg ggctacacac gtgctacaat 1200
ggatggtaca aagggctgca agaccgcgag gtcaagccaa tcccataaaa ccattctcag 1260
ttcggattgt aggctgcaac tcgcecctacat gaagctggaa tcgctagtaa tcecgecggatca 1320
gcatgecegeg gtgaatacgt tccecgggect tgtacacace geccegtcaca ccacgagagt 1380
ttgtaacacc cgaagtcggt ggagtaaccg taaggagcta gccgcctaag gtgggacaga 1440
tgattggggt g 1451

<210>4

<211>1212

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 4
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gctatactge aagtcgagcg aactgataga agecttgcette tatgacgttg cggecggacgg 60
gtgagtaaca cgtgggcaac ctgcctgtaa gactgggata acttcgggaa accgaagcta 120
ataccggata ggatcttcte cttcatggga gatgattgaa agatggtttec ggctatcact 180
tacagatggg cccgcecggtge attagctagt tggtgaggta acggctcacc aaggccacga 240
tgcatagccg acctgagagg gtgatcggece acactgggac tgagacacgg cccagactcce 300
tacgggaggc agcagtaggg aatcttccge aatggacgaa agtctgacgg agcaacgecg 360
cgtgagtgat gaaggctttc gggtcgtaaa actctgttgt tagggaagaa caagtacaag 420
agtaactgct tgtaccttga cggtacctaa ccagaaagcc acggctaact acgtgecage 480
agccgeggta atacgtaggt ggcaagcegtt atccggaatt attgggegta aagecgegege 540
aggcggtttce ttaagtctga tgtgaaagcce cacggcectcaa ccgtggaggg tcattggaaa 600
ctggggaact tgagtgcaga agagaaaagc ggaattccac gtgtagcggt gaaatgcgta 660
gagatgtgga ggaacaccag tggcgaaggc ggctttttgg tctgtaactg acgctgagge 720
gcgaaagcgt ggggagcaaa caggattaga taccctggta gtccacgcecg taacgatgag 780
tgctaagtgt tagagggttt ccgcceccttta gtgectgcage taacgcatta agcactceccege 840
ctggggagta cggtcgcaag actgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg 900
tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcctcet 960
gacaactcta gagatagagc gttcccecttec gggggacaga gtgacaggtg gtgcatgggt 1020
tgtcgtcage tcgtgtcecgtg agatgttggg ttaagtcccg caacgagege aaccctttga 1080
tcttagttge cagcatttag tgggcactct aaggtgactg ccggtgacaa cgagaaggtg 1140
gggatgacgt cgaatcatca tgccccttak gacctgggge twcacamcgk tgcywacaak 1200
ggaattggtt ac 1212

<210> 5

<211> 1089

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 5
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tgttacgact tcaccccaat

ccaccgactt cgggtgttac

gaacgtattc accgcggcat

kagttgcagc ctacaatccg

cttgcagccee tttgtaccat

atgatttgac gtcatcccca

caactaaatg ctggcaacta

ctcacgacac gagctgacga

cgctctatet ctagagttgt

cgaattaaac cacatgctcce

tecttgegace gtactccecca

gaaaccctcet aacacttage

tgtttgctce ccacgettte

cactggtgtt cctccacatce

cttetgcact caagttcecccee

catcagactt aagaaaccgc

cacctacgta ttaccgceget

cagtacagca gtactctgta

tcatcatte

<210>6

<211> 1462

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 6
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catctgtecce
aaactctcegt
gctgatcege
aactgagaat
ccattgtage
ccttecteceg
agatcaaggg
cmaccatgca

cagaggatgt

accgettgtg
ggcggagtge
actcatcegtt
gcgectcage
tctacgceatt
agtttccaat
ctgcgegege
gctggcacgt

cttgttctte

accttaggecg
ggtgtgacgg
gattacyagc
ggttttatgg
acgtgtgtag
gtttgtcacc
ttgcgectegt
ccacctgtceca

caagacctgg

cgggcccecg
ttaatgegtt
tacggcgtgg
gtcagttaca
tcaccgctac
gaccctcecac
tttacgccca
agttagccgt

ctaacaacag

53

gctagctect
gcggtgtgta
gattcctget
gattggcttg
cccaggtcat
ggcagtcacc
tgcgggactt
ctectgtceece

taaggttett

tcaattcctt
agctgcagca
actaccaggg
gaccaaaaag
acgtggaaat
ggttgagcceg
ataattcaga
ggctttetgg

agtttacgac

tacggttact
caaggcccgg
tcatgtaggce
acctcgeggt
aaggggcatg
ttagagtgcce
aacccaacat

cgaaggggaa

cgecgttgett

tgagtttcag
ctaaagggcg
tatctaatcc
ccgecttege
ccgettttet
tgggctttca
taacgctege
ttagtaccgt

ccgaaagcect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1089
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gctatactgc aagtcgagcg aactgataga agcttgettce tatgacgttg cggcggacgg 60
gtgagtaaca cgtgggcaac ctgcctgtaa gactgggata acttcgggaa accgaagcta 120
ataccggata ggatcttctc cttcatggga gatgattgaa agatggtttc ggctatcact 180
tacagatggg cccgecggtge attagctagt tggtgaggta acggctcacc aaggccacga 240
tgcatagcecg acctgagagg gtgatcggcec acactgggac tgagacacgg cccagactcce 300
tacgggaggc agcagtaggg aatcttccgce aatggacgaa agtctgacgg agcaacgcecg 360
cgtgagtgat gaaggctttc gggtcgtaaa actctgttgt tagggaagaa caagtacaag 420
agtaactgct tgtaccttga cggtacctaa ccagaaagcc acggctaact acgtgccage 480
agccgeggta atacgtaggt ggcragegtt atcyggaatt attgggegta aagecgegege 540
aggcggtttce ttaagtctga tgtgaaagcc cacggctcaa ccgtggaggg tcattggaaa 600
ctggggaact tgagtgcaga agagaaaagc ggawttccac gtgtagcggt gaaatgcgta 660
gagatgtgga ggaacaccag tggcgaaggc ggctttttgg tctgtaactg acgctgagge 720
gcgaaagcgt ggggagcaaa caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatga 780
gtgctaagtg ttagagggtt tccgcccttt agtgectgcag ctaacgcatt aagcactceccg 840
cctggggagt acggtcgcaa gactgaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagcg 900
gtggagcatg tggtttaatt cgaagcaacg cgaagaacct taccaggtct tgacatcctce 960
tgacaactct agagatagag cgttcccctt cgggggacag agtgacaggt ggtgcatggt 1020
kgtcgtcage tcgtgtegtg agatgttggg ttaagtccecg caacgagege aacccttgat 1080
cttagttgcc agcatttagt tgggcactct aaggtgactg ccggtgacaa accggaggaa 1140
ggtggggatg acgtcaaatc atcatgcccc ttatgacctg ggctacacac gtgctacaat 1200
ggatggtaca aagggctgca agaccgcgag gtcaagccaa tcccataaaa ccattctcecag 1260
ttcggattgt aggctgcaac tmgecctacat gaagcaggaa tcgctrgtaa tcgcggatca 1320
gcatgcecgeg gtgaatacgt tcececgggect tgtacacacce gecccgtcaca ccacgagagt 1380
ttgtaacacc cgaagtcggt ggagtaaccg taaggagcta gccgcectaag gtgggacaga 1440
tgattggggt gaagtcgtaa ca 1462

<210>7

<211> 1229

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 7
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tgctataatg cagtcgagecg aactgattag aagcttgett ctatgacgtt ageggeggac 60
gggtgagtaa cacgtgggca acctgcctgt aagactggga taacttcggg aaaccgaagce 120
taataccgga taggatcttc tccttcatgg gggatgattg aaagatggtt tcggctatca 180
cttacagatg ggcccgeggt gcattagecta gttggtgagg taacggctca ccaaggcmac 240
gatgcatagc cgacctgaga gggtgatcgg ccacactggg actgagacac ggcccagact 300
cctacgggag gcagcagtag ggaatcttcc gcaatggacg aaagtctgac ggagcaacgce 360
cgcegtgagtg atgaaggett tcgggtcgta aaactctgtt gttagggaag aacaagtacr 420
agagtaactg cttgtacctt gacggtacct aaccagaaag ccacggctaa ctacgtgcca 480
gcagccgcegg taatacgtag gtggcaageg ttatccggaa ttattgggeg taaagcecgege 540
gcaggcggtt tcttaagtct gatgtgaaag cccacggetce aaccgtggag ggtcattgga 600
aactggggaa cttgagtgca gaagagaaaa gcggaattcc acgtgtageg gtgaaatgeg 660
tagagatgtg gaggaacacc agtggcgaag gcggcttttt ggtctgtaac tgacgctgag 720
gcgcgaaagc gtggggagca aacaggatta gataccctgg tagtccacge cgtaaacgat 780
gagtgctaag tgttagaggg tttccgccct ttagtgctge agctaacgca ttaagcactce 840
cgcctgggga gtacggtcge aagactgaaa ctcaaaggaa ttgacggggg cccgcacaag 900
cggtggagca tgtggtttaa ttcgaagcaa cgcgagaacc ttaccaggtc ttgacatcct 960
ctgacactct agagatagag cgttcccectt cgggggacag agtgacagtg tgcatggtgt 1020
cgtcagcetcg tgtcecgtgaga tgtgggtagt cccgcacgag cgcacctgat ctagtgcecage 1080
attagtggca ctctagtgac tgcgtgacac gaggaggtgg gatgacgtca tcatcatgcece 1140
cctatgactg ggctaccacg tgctacatgg atgtcaaggc tgcagaccga agtcagcaat 1200
cataaacatt ctcagtcgaa tgtaagtca 1229

<210> 8

<211> 1224

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 8
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cttgttecgac ttcccccaat catcetgtece accttaggeg getagetcecet tacggttact 60
ccaccgactt cgggtgttac aaactctegt ggtgtgacgg gecggtgtgta caaggcccgg 120
gaacgtattc accgcggcat gectgatccge gattactage gattccaget tcatgtagge 180
gagttgcagc ctacaatccg aactgagaat ggttttatgg gattggettg acctcgeggt 240
cttgcagcece tttgtaccat ccattgtage acgtgtgtag cccaggtcat aaggggcatg 300
atgatttgac gtcatcccca ccttectecg gtttgtcace ggcagtcace ttagagtgec 360
caactaaatg ctggcaacta agatcaaggg ttgcgctcgt tgcgggactt aacccaacat 420
ctcacgacac gagctgacga caaccatgca ccacctgtca ctcectgtececece cgaaggggaa 480
cgctctatet ctagagttgt cagaggatgt caagacctgg taaggttcett cgegttgett 540
cgaattaaac cacatgctcc accgecttgtg cgggccceccecg tcaattcecett tgagtttcag 600
tcttgecgace gtactcccca ggecggagtge ttaatgegtt agectgcagca ctaaagggeg 660
gaaaccctcet aacacttage actcatcegtt tacggegtgg actaccaggg tatctaatce 720
tgtttgectee ccacgettte gegectcage gtcagttaca gaccaaaaag ccgecttcege 780
cactggtgtt cctccacatc tctacgcatt tcaccgctac acgtggaatt ccgettttcet 840
cttectgcact caagttcccecc agtttccaat gaccctccac ggttgagecg tggggettte 900
acatcagact taagaaaccg cctgcgegeg ctttacgecc aataattccc ggataacget 960
tgccacctac gtattacecge ggetgectgge acgtagttag cegtggettt ctggttaggt 1020
accgtcgagg tacaagcagt tactctcegta cttgtettceccec ctaacacaga gttttacgac 1080
ccgaagctca tcactcageg cgtgectegtce gacttegtca ttgcecgagatce cctactgetg 1140
cttcecgtagg agtcectggacce tgtctcagtce aggtgtgacg gatcacccte ttcagtcegec 1200
tatgtgccac tctcgtgggt cccg 1224

<210>9

<211> 1466

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 9
tgctataatg cagtcgagcg aactgattag aagcttgett ctatgacgtt agecggeggac 60
gggtgagtaa cacgtgggca acctgcctgt aagactggga taacttcggg aaaccgaagce 120
taataccgga taggatcttc tccttcatgg gggatgattg aaagatggtt tcggctatca 180
cttacagatg ggcccgeggt gcattagcta gttggtgagg taacggctca ccaaggcmac 240
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10

15

20

gatgcatagce
cctacgggag
cgcgtgagtg
agagtaactg
gcagccgegg
cgcaggeggt
gaaactgggg
cgtagagatg
aggcgcgaaa
atgagtgcta
tcecgectggg
agcggtggag
cctctgacaa
tggttgtegt
tgatcttagt
ggaaggtggg
caatggatgg
tcagttcgga
atcagcatgce
gagtttgtaa

cagatgattg

cgacctgaga
gcagcagtag
atgaaggctt
cttgtaccty
taatacgtag
ttcttaagte
aacttgagtg
tggaggaaca
gcgtggggag
agtgttagag
gagtacggtce
catgtggttt
ctctagagat
cagctegtgt
tgccagcatt
gatgacgtca
tacaaagggc
ttgtaggctg
cgcggtgaat
cacccgaagt

ggggaagtcg
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gggtgatcgg
ggaatcttce
tcgggtegta
gacggtacct
gtggcaagcg
tgatgtgaaa
cagaagagaa
ccagtggcga
caaacaggat
ggtttccgee
gcaagactga
aattcgaagc
agagcgttcce
cgtgagatgt
tagttgggca
aatcatcatg
tgcaagaccg
caactcgcct
acgttccegg
cggtggagta

aacaag

ccacactggg
gcaatggacg
aaactctgtt
aaccagaaag
ttatccggga
gccccacgge
aagcggaatt
aggcggcettt
tagataccct
ctttagtgcect
aactcaaagg
aacgcgaaga
ccttcggggg
tgggttaagt
ctctaaggtg
ccccttatga
cgaggtcaag
acatgaagct
gccttgtaca

accgtaagga

actgagacac
aaagtctgac
gttagggaag
ccacggctaa
attattgggce
tcaaccgtgg
ccacgtgtag
ttggtctgta
ggtagtccac
gcagctaacg
aattgacggg
accttaccag
acagagtgac
cccgcaacga
actgcecggtg
cctgggcectac
ccaatcccat
ggaatcgcta
caccgceecegt

gctageccegece

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 27F - secuencia sintetizada hecha en laboratorio

<400> 10
agagtttgat cmtggctcag 20

<210> 11

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 1525R - Secuencia sintetizada hecha en laboratorio

<400> 11
aaggaggtgw tccarcc 17
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ggcccagact
ggagcaacgc
aacaagtacg
ctacgtgcca
gtaaagcgcg
agggtcattg
cggtgaaatg
actgacgcectg
gccgtaaacg
cattaagcac
ggcccgcaca
gtcttgacat
aggtggtgca
gcgcaaccct
acaaaccgga
acacgtgcta
aaaaccattc
gtaatcgcgg

cacaccacga

taaggtggga

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1466
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<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> recAf Secuencia sintetizada hecha en laboratorio

<400> 12
gatcgtcarg cagscytwga t 21

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> recAr - secuencia sintetizada hecha en laboratorio

<400> 13
ttwccracca taacsccrac 20

<210> 14

<211> 562

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<220>

<221> misc_feature
<222> (551)..(5651)
<223>nesa,c,got

35

<400> 14
tgaaagcatt tggtaaggtt caattatgaa attaggtgaa caaacggaaa aaagaatttc 60
tacaattcca agtggttcat tggcgttaga tatagecctta ggtgtaggtg gatatccacg 120
tggacgtgta gttgaagtat atggtccaga aagctcaggt aaaacaacag ttgctcttca 180
tgcgattgca gaagttcaac agcagggcgg acaggctgca tttatcgatg cggagcacge 240
gttagatcct gtatatgctc aaaaattagg tgtgaatatt gatgagctat tattatctca 300
gcctgatacg ggagaacaag ctttagaaat cgctgaagcet ttagttcgaa geggtgcecagt 360
agatattatc gttgttgact cagtagcagc attagtgcca aaagcggaaa ttgaaggaga 420
aatgggagac tctcacgtgg gtctacaagc tcgtttaatg tctcaagcat tgcgtaaact 480
atctggagct atcaataagt ctaaaacaat cgctatcttt attaaccaaa ttcgtgaaaa 540
agtcggcegtt ngggtcggaa aa 562

<210> 15

<211> 558

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 15

58



10

15

20

gwagcgattg
aaackagctt
actaatgctg
tcagcgattt
ttcacaccta
gcctgtecege
gagctttctg
gctatatcta
cctaatttca
aagcctgcww
<210> 16

<211> 500
<212> ADN

ttttagactt
gtagacccac
ctactgagtc
ctaaagcttg
atttttgage
cctgetgttg
gaccatatac
acgccaatga
taattgaacc

wgacgatc

<213> Bacillus megaterium

<400> 16

aaggttcaat
gttcattggce
aagtatatgg
ttcaacagca
atgctcaaaa
aacaagcttt
ttgactcagt
acgtgggtct

ataagtctaa

<210> 17
<211> 564
<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<220>

<221> misc_feature
<222> (552)..(552)
<223>nesa,c,got

<400> 17

tatgaaatta
gttagatata
tccagaaagce
gggcggacag
attaggtgtg
agaaatcgct

agcagcatta
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attgatagcect
gtgagagtct
aacaacgata
ttctececegta
atatacagga
aacttctgca
ttcaactaca
accacttgga

tttaccaaat

acaagctcgt ttaatgtctce

aacaatcgct

ggtgaacaaa
gccttaggtyg
tcaggtaaaa
gctgcattta
aatattgatg

gaagctttag

gtgccaaaag

ccagatagtt
cccatttcte
atatctactg
tcaggctgag
tctaacgegt
atcgcatgaa
cgtccacgtg
attgtagaaa

tgcttttcaa

cggaaaaaag
taggtggata
caacagttgce
tcgatgegga
agctattatt
ttcgaagcegg
cggaaattga

aagcattgcg

59

tacgcaatgce
cttcaatttc
caccgctteg
ataataatag
gctcecgeatce
gagcaactgt
gatatccacc
ttctttttte

tttgttttaa

aatttctaca
tccacgtgga
tcttcatgeg
gcacgcgtta
atctcagcecet
tgcagtagat
aggagaaatg

taaactatct

ttgagacatt
cgcttttgge
aactaaagct
ctcatcaata
gataaatgca
tgttttacct
tacacctaag
cgtttgttca

agccatatcw

attccaagtg
cgtgtagttg
attgcagaag
gatcctgtat
gatacgggag
attatcgttg
ggagactctc

ggagctatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

558

60
120
180
240
300
360
420
480

500
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ttgaagcatt tggtaaaggt tcaattatga aattaggtga acaaacggaa aaaagaattt 60
ctacaattcc aagtggttca ttagcgttag atatagcttt aggtgtaggt ggatatccac 120
gtggacgcgt agttgaagta tatggtccag aaagctcagg taaaacaaca gttgctcttce 180
atgcgattgc agaagttcaa cagcagggcg gacaggctgc atttatcgat gcggagcacg 240
cgttagatcc tgtatatgct caaaaattag gtgtgaatat tgatgagcta ttattatcte 300
agcctgatac gggagaacaa gctttagaaa tcgctgaagc tttagttcga agcggtgcag 360
tagatattat cgttgttgac tcagtagcag cattagtgcc aaaagcggaa attgaaggag 420
aaatgggaga ctctcacgtg ggtctacaag ctcgtttaat gtctcaagca ttgcgtaaac 480
tatctggagce tatcaacaag tctaaaacaa tcgctatctt tattaaccaa attcgtgaaa 540
aagtcggcgt tngggttcgg aaaa 564

<210> 18

<211> 570

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 18
ggtataaaga taggcgattg ttttagactt gttgatagct ccagatagtt tacgcaatgce 60
ttgagacatt aaacgagctt gtagacccac gtgagagtct cccatttcte cttcaattte 120
cgcettttgge actaatgetg ctactgagtce aacaacgata atatctactg caccgetteg 180
aactaaagct tcagcgattt ctaaagcttg ttctceccgta tcaggectgag ataataatag 240
ctcatcaata ttcacaccta atttttgagec atatacagga tctaacgcgt gectccgcecatc 300
gataaatgca gcctgtccge cctgetgttg aacttcectgca atcgcatgaa gagcaactgt 360
tgttttacet gagctttctg gaccatatac ttcaactacg cgtccacgtg gatatccacce 420
tacacctaaa gctatatcta acgctaatga accacttgga attgtagaaa ttcetttttte 480
cgtttgttca cctaatttca taattgaacc tttaccaaat tgcttttcaa tttgttttaa 540
agccatatcw aagcctaaww rgacgatcya 570

<210>19

<211> 498

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 19
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15

aaggttcaat tatgaaatta ggtgaacaaa cggaaaaaag aatttctaca attccaagtg 60
gttcattagce gttagatata gctttaggtg taggtggata tccacgtgga cgcgtagttg 120
aagtatatgg tccagaaagc tcaggtaaaa caacagttgc tcttcatgeg attgcagaag 180
ttcaacagca gggcggacag gctgcattta tcgatgecgga gcacgegtta gatcctgtat 240
atgctcaaaa attaggtgtg aatattgatg agctattatt atctcagcct gatacgggag 300
aacaagcttt agaaatcgct gaagctttag ttcgaagcgg tgcagtagat attatcgttg 360
ttgactcagt agcagcatta gtgccaaaag cggaaattga aggagaaatg ggagactctc 420
acgtgggtct acaagctcgt ttaatgtctc aagcattgeg taaactatct ggagcectatca 480
acaagtctaa aacaatcg 498

<210> 20

<211> 561

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<220>

<221> misc_feature

<222> (550)..(550)

<223>nesa,c,got

<400> 20
gaaagcattt ggtaaggttc aattatgaaa ttaggtgaac aaacggaaaa aagaatttct 60
acaattccaa gtggttcatt agcgttagat atagccttag gtgtaggtgg atatccacgt 120
ggacgtgtag ttgaagtata tggtccagaa agctcaggta aaacaacagt tgctcttcat 180
gcgattgcag aagttcaaca gcagggcgga caggctgcat ttatcgatge ggagcacgeg 240
ttagatcctg tatatgctca aaaattaggt gtgaatattg atgagctatt attatctcag 300
cctgatacgg gagaacaagc tttagaaatc gctgaagcett tagttcgaag cggtgcagta 360
gatattatcg ttgttgactc agtagcagca ttagtgccaa aagcggaaat tgaaggagaa 420
atgggagact ctcacgtggg tctacaagcet cgtttaatgt ctcaagcatt gcgtaaacta 480
tctggagcta tcaataagtc taaaacaatc gctatcttta ttaaccaaat tcgtgaaaaa 540
gtcggegttn gggtecggaaa a 561

<210> 21

<211> 557

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 21
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agcgattgtt
acgagcttgt
taatgctgcet
agcgatttcet
cacacctaat
ctgtcegece

gctttctgga

tatatctaac
taatttcata

gcectgetraa

ttagacttat
agacccacgt
actgagtcaa
aaagcttgtt
ttttgagcat
tgctgttgaa

ccatatactt

gctaatgaac
attgaacctt

cratcaa

ES 2773957 T3

tgatagctcc
gagagtctcc
caacgataat
ctcecegtate
atacaggatc
cttctgcaat

caactacacg

cacttggaat

taccaaattg

<210> 22

<211> 500

<212> ADN

<213> Bacillus megaterium

<400> 22

aaggttcaat
gttcattagce
aagtatatgg
ttcaacagca
atgctcaaaa
aacaagcttt
ttgactcagt
acgtgggtcet

ataagtctaa

tatgaaatta
gttagatata
tccagaaage
gggcggacag
attaggtgtg
agaaatcgct
agcagcatta
acaagctcegt

aacaatcgct

ggtgaacaaa
gccttaggtg
tcaggtaaaa
gctgcattta
aatattgatg
gaagctttag
gtgccaaaag

ttaatgtcte

agatagttta
catttctcct
atctactgca
aggctgagat
taacgcgtge
cgcatgaaga

tccacgtgga

tgtagaaatt

cttttcaatt

cggaaaaaag
taggtggata
caacagttgc
tcgatgcgga
agctattatt
ttcgaagegg
cggaaattga

aagcattgceg
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cgcaatgcett
tcaatttcceg
ccgcettecgaa
aataatagct
tcecgecatcega
gcaactgttg

tatccaccta

ctttttteecg

tgttttaaag

gagacattaa
cttttggecac
ctaaagcttce
catcaatatt
taaatgcagce
ttttacctga

cacctaaggce

tttgttcacce

ccatatcaaa

aatttctaca
tccacgtgga
tcttecatgeg
gcacgcgtta
atctcagcct
tgcagtagat
aggagaaatg

taaactatct

attccaagtg
cgtgtagttg
attgcagaag
gatcctgtat
gatacgggag
attatcgttg
ggagactctc

ggagctatca
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende

a) un sobrenadante, filtrado, extracto o caldo celular completo recogido del cultivo de Bacillus megaterium H491
(n.° de registro NRRL B-50769), en donde dicho sobrenadante, filtrado, extracto o caldo celular completo tiene
actividad de promocion de crecimiento de plantas o plaguicida; y

b) al menos uno de un vehiculo, diluyente, tensioactivo o adyuvante.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un plaguicida seleccionado del grupo
que consiste en un nematicida, un fungicida y un insecticida.

3. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha cepa de B. megaterium H491 (ndmero de registro
NRRL B-50769) produce acido 4-fenilbutanoico.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1,

en donde la composicion esta presente en una formulacion seleccionada del grupo que consiste en un concentrado
emulsionable, un polvo humectable, un liquido soluble, un aerosol, una solucién concentrada de volumen ultra-bajo,
un polvo soluble, una microencapsulacion, granulos dispersos en agua,

un fluido, una microemulsién y una nanoemulsion.

5. Un método para modular la infestacion de plagas en una planta, comprendiendo el método aplicar a la planta o
semillas de la misma o sustrato usado para cultivar dicha planta, una cantidad de la composicion de las
reivindicaciones 1-2 eficaz para modular dicha infestacién de plagas.

6. Un método para aislar un compuesto que comprende acido 4-fenilbutanoico, en donde el método comprende las
etapas de:

a) cultivar un Bacillus megaterium H491 (nimero de registro NRRL B-50769) durante un tiempo y a una
temperatura suficiente para producir dicho compuesto; y
b) aislar dicho compuesto producido en (a) a partir de dicho cultivo.

7. Una semilla que comprende la composicion de la reivindicacion 1.

8. Un método para modular (i) el crecimiento de una planta, o (ii) la germinacién de una semilla de dicha planta,
comprendiendo el método poner en contacto dicha planta o su semilla o su sustrato de crecimiento con

la composicion de la reivindicacién 1 o 2 en una cantidad de dicha composicion eficaz para modular dicho crecimiento
de dicha planta y/o germinacién de dicha semilla.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha planta comprende fresa, calabaza, pepino, tomate,
rosa, pimiento, berenjena, vid, algodén, cebolla, ajo, trigo, soja, maiz o arroz.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas trasplantar dicha planta en dicho sustrato
de crecimiento.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde antes de trasplantar dicha planta en dicho sustrato de
crecimiento, una o mas raices de dicha planta se tratan con dicha composicion.
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Figura 1
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Intensidad
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Figura 2
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Intensidad normalizada
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Figura 3
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Intensidad normalizada
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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 9

Agalla radicular de M. incognita como % de control en pepino

en un ensayo de agua-agar
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Figura 10

Respuesta a la dosis de H491 en bioensayo de mini tubo
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Figura 11
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Figura 12

% de respuesta a la dosis de inmotilidad para el compuesto
activo sintético H491; Acido 4-fenilbutanoico

% de inmotilidad

0,009 0,017 0,035 0,071 0,142 0,283 0415 0,568 0,843 1132 DMSO AVID AGUA
Concentracion/tratamiento activo (mg/ml) ;

% de inmotilidad promedio para 3 cepas diferentes
de Bacillus megaterium encontradas internamente
en un bioensayo en agua-agar de 6 pocillos

0 L — L e—— L

1491 MD18 1142 Avid Agua

% de inmovilidad promedio

Tratamiento

74



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

