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DESCRIPCION
Cepa de Bacillus sp. con actividad antifingica, antibacteriana y de promocién del crecimiento
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos N.° 61/683.174
presentada el 14 de agosto de 2012, y de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 13/835.677, presentada
el 15 de marzo de 2013.

Campo técnico

La presente divulgaciéon estd en el campo de los bioplaguicidas y el control de plagas; en particular plaguicidas
microbianos y las cepas microbianas que los producen.

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% derivan de productos naturales, solamente el 11% de los plaguicidas derivan
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 o en combinacion 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, G. D. y Dutton, R.et al. (2000). "Spinosad - a case
study: an example from a natural products discovery programme," Pest Management Science 56: 696-702; Arena, J.
P., Liu, K. K. et al. (1995), "The mechanism of action of avermectins in Caenorhabditis elegans - correlation between
activation of glutamate-sensitive chloride current, membrane binding and biological activity", Journal of Parasitology
81:286-294; Krieg, A., A. y Huger, M.et al. (1983), "Bacillus thuringiensis var. tenebrionis: Ein neuer, gegenuber Larven
von Coleopteren wirksamer Pathotyp", Z. Angew. Entomol._96: 500-508).

El desarrollo de un plaguicida microbiano comienza con el aislamiento de un microbio en un cultivo puro. Después se
procede a la evaluacién 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 econdmica mediante
fermentacion a escala industrial y se formula con aditivos biocompatibles y aprobados para aumentar la eficacia y
maximizar la facilidad de aplicacion.

Con el desarrollo de una resistencia creciente a los plaguicidas quimicos, se esta reduciendo el espectro de plaguicidas
disponibles. Ademas, los plaguicidas de origen no natural pueden tener efectos ambientales perjudiciales. En
consecuencia, existe la necesidad de nuevos plaguicidas de origen natural a los que los patdégenos de las plantas no
hayan desarrollado resistencia y que tengan efectos ambientales minimos.

El documento US 2010/0143316 A1 divulga una nueva cepa de Bacillus Amyloliquefaciens y su uso.

El documento US 2011/0274673 A1 divulga una cepa de Bacillus Amyloliquefaciens. El documento US 2011/0230345
A1 divulga una cepa de Bacillus Amyloliquefaciens.

El documento EP 2 138 044 A1 divulga un cultivo puro de la cepa AH2 de la especie Bacillus Velezensis y un producto
para el control biolégico de hongos fitopatdgenos.

El documento KR 2012 0071532 A divulga una composicion para controlar enfermedades de las plantas que
comprende 3-Pentanol como ingrediente eficaz.

El documento WO 2012/063824 A1 desvela una composicion agroquimica bioldgica.

El documento WO 2010/030554 A1 divulga semillas genéticamente modificadas combinadas con bacterias formadoras
de esporas y agentes de control de insectos opcionales.

El documento US 2008/0102062 A1 divulga un nuevo Bacillus Amyloliquefaciens KTGB0202 y un método de control
de hongos patégenos de plantas que lo utilizan.

El documento US 2004/052776 A1 divulga un método para inhibir hongos patégenos en plantas que usa Bacillus
Amyloliquefaciens.
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El documento WO 02/091824 A2 divulga una composicion herbicida que contiene acidos grasos.

El documento US 6.808.917 B1 divulga el control de patégenos de plantas con combinaciones de antagonistas
fungicos/bacterianos.

El documento WO 2011/135121 A2 divulga un método para cambiar el patrén de desarrollo, aumentar el crecimiento
y la acumulacion de almidén, cambiar la estructura del almidén y aumentar la resistencia al estrés hidrico en las
plantas.

El documento WO 00/51435 divulgan composiciones biolégicas y métodos para potenciar el crecimiento y la salud de
las plantas y producir plantas supresoras de enfermedades.

Sumario
La invencion se refiere a una composicion que comprende:

(a) un sobrenadante, filtrados, extractos o caldo de células completas recogido del cultivo de la cepa F727 de
Bacillus (N.° de registro NRRL B-50768), en donde el sobrenadante, los filtrados, los extractos o el caldo de células
completas tiene actividad plaguicida o de promocién de crecimiento; y

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

En el presente documento se divulga una cepa microbiana, aislado F727 de Bacillus sp., que tiene actividad plaguicida.
Esta cepa produce metabolitos bioactivos activos para controlar las plagas y promover el crecimiento de las plantas.
También se divulgan métodos para usar aislado 727 de Bacillus sp. y sus metabolitos para controlar las plagas y
promover el crecimiento de las plantas. En una realizacion particular, el Bacillus sp. puede tener al menos una de las
caracteristicas de identificacion de NRRL B-50768.

Asimismo, el Bacillus sp. puede tener una secuencia génica del ARNr 16S con al menos un 99 % de identidad y
particularmente un 99,5 % de identidad con la secuencia consenso establecida en la SEQ ID NO: 3 y que comprende
una secuencia directa que tiene al menos un 99 % de identidad y particularmente un 99,5 % de identidad con el
conjunto de secuencias establecidas en la SEQ ID NO: 1, y una secuencia inversa que tiene al menos un 99 % de
identidad y particularmente un 99,5 % de identidad con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 2.

Ademas se proporciona un cultivo o caldo de células completas sustancialmente puro que comprende dicha cepa, o
fraccion celular, extracto, sobrenadante y/o sustancias o compuestos derivados de dicha cepa o extracto de la misma.

Ademas se proporciona un método para modular la infestacion de plagas en una planta que comprende aplicar a una
planta, y/o semillas de la misma y/o sustrato usado para cultivar dicha planta una cantidad de dicho aislado F727 de
Bacillus sp. (y/o un cultivo, fraccion celular, extracto, sobrenadante y/o sustancias o compuestos derivados de dicha
cepa o extracto) que sea eficaz para modular dicha infestacion de plagas. En determinadas realizaciones, la plaga es
un hongo de plantas tal como, por ejemplo, Bremia, Botrytis, Sclerotinia, Sphaerotheca, Rhizoctonia, Colletotrichum,
Fusarium, Verticillium, Phytophthora o Bipolaris. En realizaciones adicionales, la plaga es una bacteria tal como, por
ejemplo, Erwinia, Pseudomonas,Xanthomonas, Acidovorax o Clavibacter.

También se proporcionan métodos para promover el crecimiento de plantas y/o la germinacion de las semillas, en
donde los métodos comprenden aplicar a la planta y/o semillas de la misma y/o al sustrato usado para cultivar dicha
planta una cantidad de dicho aislado F727 de Bacillus sp. (y/o un cultivo, fraccién celular, extracto, sobrenadante y/o
sustancias o compuestos derivados de dicha cepa o extracto) que sea eficaz para promover el crecimiento de las
plantas y/o la germinacion de las semillas.

En realizaciones particulares, dicho Bacillus produce un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
(a) compuesto "A" que

(i) se puede obtener de Bacillus sp., particularmente, del aislado 727 de Bacillus sp.;

(ii) tiene actividad plaguicida;

(iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1020-1060 y mas particularmente, 1044 segun se determina
por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés);

(iv) tiene valores RMN 'H de & 7,15, 6,72, 4,81, 4,70, 4,65, 4,40, 4,35, 4,25, 4,15, 3,85, 3,65, 3,50, 3,22, 2,85,
2,80, 2,65, 2,45, 2,35, 2,30, 2,20, 1,95, 1,55, 1,31, 1,20 y 0,85;

(d) tiene un tiempo de retencién de Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) de aproximadamente 6-12
minutos, mas especificamente de aproximadamente 8 minutos e incluso mas especificamente
aproximadamente 8,31 min en una columna HPLC C-18 de fase inversa (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 min; 90-
0 % de CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3sCN, 24-27 min; 0-90 % de CHsCN acuoso, 27-30 min; 90%
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de CH 3 CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV de 210 nm;

(vi) opcionalmente contiene 47 carbonos, 72 hidrégenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos; y

(vii) es opcionalmente un péptido y puede comprender glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad), serina (1
unidad), tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades);

(b) Compuesto " B " que

(i) tiene actividad plaguicida;

(iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1030-1080 y mas particularmente, 1058 segun se determina
por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés);

(iii) tiene un tiempo de retencién de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) de aproximadamente 6-14
minutos, mas especificamente aproximadamente 8 minutos e incluso mas especificamente aproximadamente
8,67 min 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 CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CHsCN, 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;

(iv) opcionalmente comprende 48 carbonos, 74 hidrogenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos; y

(v) es opcionalmente un péptido y puede comprender glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad), serina (1 unidad),
tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades); y

(c) Compuesto " C " que

(i) tiene actividad plaguicida;

(iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1050-1120 y mas particularmente, 1072 segun se determina
por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés);

(iii) tiene un tiempo de retencion de Cromatografia Liquida de Alta Presidon (HPLC) de aproximadamente 6-14
minutos, mas especificamente aproximadamente 9 minutos e incluso mas especificamente aproximadamente
9,19 min 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 CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CHsCN, 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;

(iv) opcionalmente contiene 49 carbonos, 76 hidrogenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos; y

(v) es opcionalmente un péptido y puede comprender glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad), serina (1 unidad),
tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades).

También se proporciona en el presente documento una cepa de Bacillus que tiene las siguientes caracteristicas:
(a) al menos uno de:

(1) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 99,5 % de identidad con una secuencia de ARNr 16S
establecida en la SEQ ID NO: 3;

(2) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 95 % de identidad con una secuencia de recA
establecida en la SEQ ID NO: 10; y

(3) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 90 % de identidad con una secuencia inversa de phoR
establecida en la SEQ ID NO: 13;

b) produce uno o mas compuestos que

(i) tienen actividad plaguicida;

(i) tienen un peso molecular de aproximadamente 1020-1120 determinado por Cromatografia
Liquida/Espectroscopia de Masas (LC/MS), y

(iii) tienen un tiempo de retencién de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) de aproximadamente 6-15
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 CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CHsCN, 24-27 min; 0-
90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min; 90% de CH3CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccién UV de 210
nm, y

iv) son opcionalmente péptidos;

(c) es resistente a Kanamicina, Cloranfenicol, Ampicilina, Penicilina, Cefuroxima, Piperacilina, Tetraciclina; y
(d) posee actividad fosfatasa alcalina, esterasa, fosfatasa acida y naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa.

También se proporciona una combinacién que comprende dicho aislado F727 de Bacillus sp., una fraccion celular,
extracto, sobrenadante y sustancias, metabolitos o compuestos sustancialmente puros derivados de dicha cepa o
extracto de la misma y al menos una de (a) una segunda sustancia que puede ser un plaguicida quimico o bioldgico y
(b) al menos uno de un transportador, diluyente, tensioactivo, adyuvante. La combinacion puede ser una composicion
y puede recubrir una semilla.
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Ademas se proporciona un método para modular la infestaciéon de plagas en una planta que comprende aplicar a una
planta, y/o semillas de la misma y/o sustrato usado para cultivar dicha planta una cantidad de dicha combinacién eficaz
para modular dicha infestacién de plagas. En determinadas realizaciones, la plaga es un hongo de plantas tal como,
por ejemplo, Bremia, Botrytis, Sclerotinia, Sphaerotheca, Rhizoctonia, Colletotrichum, Fusarium, Verticillium,
Phytophthora o Bipolaris. En realizaciones adicionales, la plaga es una bacteria tal como, por ejemplo, Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas, Acidovorax o Clavibacter.

También se proporciona el uso de una composicion, opcionalmente en combinacién con una o mas segundas
sustancias, para formular una composicion plaguicida, en donde la composicidn se selecciona del grupo que consiste
en uno o mas de:

(a) un cultivo sustancialmente puro de aislado F727 de Bacillus sp.,

(b) una fraccion celular de un cultivo de aislado F727 de Bacillus sp.,

(c) un sobrenadante obtenido a partir de un cultivo de aislado F727 de Bacillus sp.,
(d) un filtrado obtenido a partir de un cultivo de aislado F727 de Bacillus sp.,

(e) un extracto de cualquiera de (a), (b), (c) o (d),

(d) un metabolito producido por un cultivo de aislado F727 de Bacillus sp.,

(g) compuesto A,

(h) compuesto B y

(i) compuesto C; y

la segunda sustancia se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un plaguicida,

(b) un agente promotor del crecimiento de la planta,
(c) un transportador,

(d) un adyuvante,

(e) un tensioactivo,

(f) un fertilizante y

(9) un agente antifitopatégeno.

Breve descripcion de las figuras

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

La Figura 2 representa el cromatograma ESI-LCMS para el compuesto "A".

La Figura 3 representa los (+) ESIMS para el compuesto "A".

La Figura 4 representa el cromatograma ESI-LCMS para el compuesto "B".

La Figura 5 representa los (+) ESIMS para el compuesto "B".

La Figura 6 representa el cromatograma ESI-LCMS para el compuesto "C".

La Figura 7 representa los (+) ESIMS para el compuesto "C".

La Figura 8 representa la bioactividad de la fracciéon 3 de VLC (F727F3 en la Figura) y del Compuesto A
(F727F3H11 en la Figura), Compuesto B (F727F3H14 en la Figura) y Compuesto C (F727F3H17 en la Figura)
purificados por HPLC contra cuatro patdgenos fungicos: Botrytis cinerea (Botrytis en la Figura), Sclerotinia
homeocarpa (Sclerotina en la Figura), Rhizoctonia solani (Rhizoctonia en la Figura) y Bipolaris maydis (Bipolaris
en la Figura).

La Figura 9 muestra el efecto del sobrenadante de F727 sobre Botrytis cinerea en tomate. Las plantas se inocularon
con esporas de B. cinerea a las concentraciones indicadas en la Figura y se trataron con sobrenadante de una
fermentacion con Bacillus sp. F1U (segunda barra desde la izquierda) o Switch® (tercera barra desde la izquierda).
Los controles incluyeron plantas no inoculadas (barra mas a la izquierda) y plantas no tratadas con plaguicidas
inoculadas con dos concentraciones diferentes del hongo (barras cuarta y quinta de la izquierda).

La Figura 10 muestra el efecto del sobrenadante de F727 sobre Mildiu Velloso en lechuga. Las plantas se trataron
con el sobrenadante de aislado F727 de Bacillus sp. (F727); Ridomil, o no se trataron (UTC, por sus siglas en
inglés).

La Figura 11 compara el efecto del sobrenadante de F727 con Fenhexamida sobre Botrytis en tomate. Las plantas
que se habian infectado de manera experimental con B. cinerea se pulverizaron previamente una vez
(sobrenadante de F727) o dos veces (sobrenadante de F727 x 2) con sobrenadante de F727, con agua o con
Fenhexamida (Elevate®), y se analiz6 la gravedad de la enfermedad.

La Figura 12 compara el efecto del sobrenadante de F727 con Fenhexamida sobre Botrytis en pimientos. Las
plantas se pulverizaron con sobrenadante de fermentacion de aislado F727 de Bacillus sp. (F727), agua, (UTC) o
Fenhexamida (Elevate®). Las plantas pulverizadas se infectaron después de manera experimental con B. cinerea,
se cultivaron y se analizaron después de 13 dias para determinar la gravedad de la enfermedad.

La Figura 13 muestra medidas de control de enfermedad en pepinos infectados con oidio y tratados con diferentes
preparaciones de F727. Las células F727 se cultivaron en tres medios diferentes: SPY, SMP y TSB, como se indica
en la figura. Se obtuvieron caldos de células completas, células (suspendidas en MgSO4 10 mM) y sobrenadante
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para cada una de estas condiciones de crecimiento. Se us6 agua ("Agua DI" en la figura) como control negativo.
También se incluyeron en blanco para medio SMP, medio SPY, medio TSB y MgSO4 10 mM.

La Figura 14 muestra medidas de control de enfermedad en plantas de tomate infectadas con Botrytis cinerea y
tratadas con diferentes preparaciones de F727. Las células F727 se cultivaron en tres medios diferentes: SPY,
SMP y TSB, como se indica en la figura. Se obtuvieron caldos de células completas, células (suspendidas en
MgSO4 10 mM) y sobrenadante para cada una de estas condiciones de crecimiento. Se usé agua ("Agua DI" en la
figura) como control negativo. También se incluyeron en blanco para medio SMP, medio SPY, También se
incluyeron medio TSB y MgSO4 10 mM.

La Figura 15 muestra medidas de control de enfermedad en plantas de pepino infectadas con oidio. Antes de la
inoculacion con esporas de hongos, las plantas se pulverizaron con agua ("agua DI" en la figura, control negativo),
caldo de células completas (WCB por sus siglas en inglés) a partir de la fermentacion de aislado F727 (WCB MBI-
110) o uno de varios plaguicidas comerciales (Double Nickel® ( Certis, cepa D747 de Bacillus amyloliquefaciens)
Sonata® (Bacillus subtilus), Vacciplant®, Companion®, Serenade® (Bacillus pumilus) o Regalia® (Reynoutria
sachalinensis), o una combinacién de Regalia® (Reynoutria sachalinensis) y WCB de F727.

La Figura 16 muestra medidas de control de enfermedad en plantas de tomate infectadas con Phytophthora
infestans. Antes de la inoculacion con P. infestans, las plantas se pulverizaron con agua ("agua DI" en la figura,
control negativo), Regalia®, (Double Nickel® ( Certis, cepa D747 de Bacillus amyloliquefaciens) o caldo de células
completas a partir de fermentacion de aislado F727 (WCB MBI- 110).

La Figura 17 muestra los efectos de los sobrenadantes de la fermentacién de F727 y los controles, sobre el
crecimiento micelial de S. rofsii en un ensayo in vitro. Se muestran los efectos del agua (agua DI), sobrenadante
de F727 sin filtrar (F727 sin filtrar), sobrenadante F727 filtrado (filtrado F727) y Pristine®. Para cada material de
prueba y control, se evaluaron dos volumenes: en cada par de barras, la barra mas a la izquierda muestra los
resultados usando 25 pl, y la barra mas a la derecha muestra los resultados usando 50 pl.

La Figura 18 muestra el efecto de WCB de F727 sobre infeccion de Mildiu Velloso de lechuga. UTC: plantas de
lechuga de control no tratadas infectadas con aproximadamente 5x10* esporas de Mildiu Velloso; Inundacion con
F727: plantas de lechuga que se sometieron a una inundacion de suelo con WCB de F727 una hora antes de la
inoculacion con aproximadamente 5x10* esporas de Mildiu Velloso. La gravedad de la enfermedad se midié como
porcentaje de cobertura de hojas/cotiledones con tejido enfermo.

La Figura 19 muestra los resultados de ESIMS/MS para el Compuesto A.

La Figura 20 muestra un diagrama esquematico de la estructura del Compuesto A.

Descripcion detallada

Si bien las composiciones y métodos divulgados en el presente documento son susceptibles de diversas
modificaciones y formas alternativas, se describiran en detalle realizaciones ejemplares en el presente documento.
Deberia entenderse, sin embargo, que no hay intencién de limitar la invencién a las formas particulares divulgadas,
sino por el contrario, la intencién es cubrir todas las modificaciones cubiertas por las reivindicaciones.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte 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 establecido o intermedio en el intervalo establecido, esta incluido en el mismo.
También se incluyen intervalos mas pequefios. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios
también se incluyen en el mismo, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo indicado.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto habitual en la materia a la cual pertenece la
presente invencion.

Cabe destacar que, 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.

Tal como se define en el presente documento, "derivado 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, "derivado de" significa que puede aislarse u
obtenerse del propio organismo o del medio utilizado para cultivar o hacer crecer dicho organismo.

Tal como se define en el presente documento, las expresiones "cultivo de caldo completo” o "caldo de cultivo completo"
se refiere a un cultivo liquido que contiene tanto células como medios. Si las bacterias crecen en una placa, las células
pueden cosecharse en agua u otro liquido, para proporcionar cultivo de caldo completo.

El término "sobrenadante" se refiere al liquido restante cuando las células que se han hecho crecer en caldo o se han
cosechado en otro liquido de una placa de agar, se eliminan por centrifugacion, filtracion, sedimentacion, u otros
medios bien conocidos en la técnica.

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

Tal 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 bactericida o fungicida. Tal como se define en el presente documento, un
"compuesto aislado" esta esencialmente libre de otros compuestos o sustancias, p. €j., al menos aproximadamente
20 % puro, preferentemente al menos aproximadamente 40 % puro, mas preferentemente aproximadamente 60 %
puro, incluso mas preferentemente aproximadamente 80 % puro, lo mas preferentemente aproximadamente 90 %
puro, e incluso lo mas preferentemente aproximadamente 95 % puro, segin se determina por métodos analiticos,
incluidos, pero sin limitacion, métodos cromatograficos y electroforéticos. Los términos "metabolito” y "compuesto”
pueden usarse indistintamente.

Un "transportador" 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 aplicacidon a una planta u otro objeto que se vaya a tratar o para
facilitar 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 propagacion de la infestacion de plagas.

La expresion " 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 infeccion en una poblacién hospedadora o la
aparicion de una maleza no deseada en un sistema de crecimiento.

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

Identificacion y caracterizacion de F727 de Bacillus sp.

El aislado F727 de Bacillus sp., se identific6 como una nueva cepa de Bacillus utilizando un enfoque polifasico que
combina la determinacion de la secuencia del ARNr 16S, el analisis de acidos grasos, el analisis de proteinas MALDI-
TOF vy la caracterizacion utilizando varios ensayos bioquimicos. Véanse los Ejemplos 1-4, infra.

Se aislaron y caracterizaron metabolitos producidos por fermentacién de F727 de Bacillus sp. Véanse los Ejemplos 5,
25y 26 infra. Algunos de estos metabolitos demostraron actividad contra hongos y bacterias patégenas tanto in vitro
como in vivo. Véanse los Ejemplos 6-17, 20, 22, 23 y 27-29 infra. También se han observado efectos de promocion
del crecimiento de las plantas, de F727 de Bacillus sp. y sus metabolitos en varias plantas. Véanse los Ejemplos 18 y
19,y 21, 24 infra.

Por lo tanto, F727 de Bacillus sp. y/o sus metabolitos, pueden usarse como productos naturales para el control de
enfermedades fungicas y bacterianas en la agricultura; y para promover el crecimiento de las plantas.

Métodos de Produccion

Como se ha indicado anteriormente, se pueden obtener compuestos o metabolitos, se pueden obtener o pueden
derivar de un organismo que tiene una o mas caracteristicas identificativas de una cepa F727 de Bacillus. Los métodos
comprenden cultivar estos organismos y obtener los compuestos y/o composiciones de la presente invencion aislando
estos compuestos 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 pequefia o gran escala (incluidas, entre
otras, fermentaciones continuas, discontinuas, discontinuas alimentadas o de estado sélido) en fermentadores de
laboratorio o industriales realizados en medios adecuados y en condiciones que permitan el crecimiento celular. El
cultivo puede producirse en medio nutriente adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrégeno y sales
inorganicas, usando procedimientos conocidos en la técnica. Los medios adecuados estan disponibles en fuentes
comerciales, o pueden prepararse de acuerdo con las composiciones publicadas.

Tras el cultivo, puede usarse un sobrenadante, filirado y/o extracto de o derivado de dicha cepa de Bacillus (por
ejemplo, cepa F727 de Bacillus sp.) para formular una composicion plaguicida.

Como alternativa, tras el cultivo, se pueden extraer, enriquecer o purificar los compuestos y/o metabolitos del caldo de
cultivo.
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El extracto puede fraccionarse mediante cromatografia. Las fracciones cromatograficas pueden analizarse para la
actividad téxica contra, por ejemplo, hongos (por ejemplo, Botrytis, Sclerotinia, Rhizoctonia y Bipolaris) usando
métodos conocidos en la técnica. El fraccionamiento puede repetirse una o mas veces utilizando los mismos o
diferentes métodos cromatograficos.

Como se divulga en el presente documento, una composiciéon producida por la cepa F727 comprende uno o mas
compuestos que (i) tienen actividad plaguicida; (ii) tienen un peso molecular de aproximadamente 1020-1120
determinado por Cromatografia Liquida/Espectroscopia de Masas (LC/MS); (iii) tienen un tiempo de retencién de
Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) de aproximadamente 6-15 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 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; y (iv) se pueden obtener opcionalmente de una especie de Bacillus.
En una realizacion los compuestos pueden ser péptidos.

Como se divulga en el presente documento, el compuesto "A" (i) se puede obtener de una especie de Bacillus; (ii) es
toxico para una plaga; (iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1020-1060 y mas particularmente, 1044 segun
se determina por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés); (iv) tiene valores
RMN 'H de & 7,15, 6,72, 4,81, 4,70, 4,65, 4,40, 4,35, 4,25, 4,15, 3,85, 3,65, 3,50, 3,22, 2,85, 2,80, 2,65, 2,45, 2,35,
2,30, 2,20, 1,95, 1,55, 1,31, 1,20, 0,85; y (v) tiene un tiempo de retencion de Cromatografia Liquida de Alta Presién
(HPLC) de aproximadamente 6-12 minutos, mas especificamente aproximadamente 8 minutos e incluso mas
especificamente aproximadamente 8,31 min en una columna HPLC C-18 de fase inversa (Phenomenex, Luna 5 p
C18(2) 100 A, 100 x 4,60 mm) usando agua:acetonitrilo (CH3CN) con un sistema de disolventes en gradiente de (0-20
min; 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 3CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV de 210 nm. Ademas, El compuesto "A" revela sefiales
para 47 carbonos, 72 hidrogenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos segun se determina por analisis de RMN 'H, RMN '3C
y MS. El espectro de RMN "H muestra caracteristicas de un péptido tipico. El andlisis detallado del Compuesto "A" por
RMN 'H, RMN 3C, y MS/MS y el analisis de aminoacidos revelaron la presencia de glutamina (1 unidad), prolina (1
unidad), serina (1 unidad), tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades).

Como se divulga en el presente documento, un compuesto producido por la cepa F727 es un compuesto "B" que (i)
tiene actividad plaguicida; (iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1030-1080 y mas particularmente, 1058
segun se determina por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés); y (iii) tiene
un tiempo de retencion de Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) de aproximadamente 6-14 minutos, mas
especificamente aproximadamente 8 minutos e incluso mas especificamente aproximadamente 8,67 min 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 CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min;
90% de CH 3CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y detecciéon UV de 210 nm. Los datos de los espectros de RMN
"H y 3C, junto con los datos de MS, revelan sefiales para 48 carbonos, 74 hidrégenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos.
El espectro de RMN 'H muestra caracteristicas de un péptido tipico. El analisis detallado del Compuesto "B" por RMN
"H, RMN "3C, y MS/MS y el analisis de aminoacidos revelaron la presencia de glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad),
serina (1 unidad), tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades).

La invencién también divulga un compuesto producido por la cepa F727 que es un compuesto "C" que (i) tiene actividad
plaguicida; (iii) tiene un peso molecular de aproximadamente 1050-1120 y mas particularmente, 1072 segun se
determina por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS, por sus siglas en inglés); y (iii) tiene un tiempo
de retencion de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) de aproximadamente 6-14 minutos, mas
especificamente aproximadamente 9 minutos e incluso mas especificamente aproximadamente 9,19 min 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 CH3CN acuoso, 20-24 min; 100 % de CH3CN, 24-27 min; 0-90 % de CH3CN acuoso, 27-30 min;
90% de CH 3CN acuoso) a un caudal de 0,5 ml/min y deteccion UV de 210 nm. Los datos de los espectros de RMN
H y 13C, junto con los datos de MS, revelan sefiales para 49 carbonos, 76 hidrogenos, 12 nitrégenos y 15 oxigenos.
El espectro de RMN 'H muestra caracteristicas de un péptido tipico. El analisis detallado del Compuesto "C" por RMN
H, RMN '3C, y MS/MS y el analisis de aminoacidos revelaron la presencia de glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad),
serina (1 unidad), tirosina (1 unidad) y asparagina (3 unidades).

Composiciones

Las composiciones pueden comprender cultivos de caldo completos, caldos de células completas, cultivos liquidos o
suspensiones de o derivadas de una cepa de Bacillus, especificamente una cepa de Bacillus que tiene al menos una
de las caracteristicas identificativas del aislado F727 de Bacillus sp., asi como sobrenadantes, filtrados o extractos
obtenidos de dicho Bacillus sp. Las composiciones también pueden comprender uno o0 mas metabolitos 0 compuestos
aislados derivados del aislado F727 de Bacillus sp., que en particular tiene actividad bactericida, fungicida y/o de
promocion del crecimiento de las plantas.

Las composiciones expuestas anteriormente pueden formularse de cualquier manera. Formulaciones ejemplares
incluyen, pero sin limitacion,concentrados emulsionables (EC, por sus siglas en inglés), polvos humectables (WP, por
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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), microencapsulados, 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 la forma de o un liquido, gel o sélido. Puede prepararse una composicion soélida
suspendiendo un transportador soélido en una solucion de principios(s) activo(s) y secando la suspension en
condiciones suaves, tal como evaporacion a temperatura ambiente o evaporacion al vacio a 65 °C o menos.

Una composicién puede comprender principios(s) activo(s) encapsulado(s) en gel. Dichos materiales encapsulados
en gel pueden prepararse mezclando un agente formador de gel (por ejemplo, gelatina, celulosa o lignina) con un
cultivo o suspension de células de la cepa F727 de Bacillus sp. vivas o inactivadas, o con un filtrado libre de células o
fraccion celular de un cultivo o suspensién de la cepa F727 de Bacillus sp., o con un cultivo, célula o fraccién celular
de la cepa F727 de Bacillus sp. pulverizado o liofilizado; o con una solucién de compuestos plaguicidas usados en el
método de la invencion; e inducir la formacion de gel del agente.

La composicion puede comprender adicionalmente un tensioactivo para usarlo con el fin de emulsificacion, dispersion,
humectacion, propagacion, integracion, control de la disgregacion, estabilizaciéon 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 realizacion particular, el tensioactivo no idnico es
monolaurato de polioxietileno (20). La concentraciéon de tensioactivos puede variar entre 0,1-35 % de la formulacion
total, un intervalo preferido es 5-25 %. La eleccion de agentes dispersantes y emulsionantes, tales como agentes
dispersantes y emulsionantes no iénicos, anidnicos, anféteros y catiénicos, y la cantidad empleada, esta determinada
por la naturaleza de la composicion y la capacidad del agente para facilitar la dispersion de las composiciones.

Las composiciones expuestas anteriormente pueden combinarse con otro agente, microorganismo y/o plaguicida (por
ejemplo, nematicida, bactericida, fungicida, acaricida, insecticida). Los microorganismos incluyen, pero sin limitacion,
Bacillus sp. (p.ej., Bacillus firmus, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis), Paecilomyces sp. (P. lilacinus), Pasteuria sp. (P. penetrans), Chromobacterium
sp., Pseudomonas sp., Brevabacillus sp., Lecanicillium sp., Ampelomyces sp., Pseudozyma sp., Streptomyces sp (S.
bikiniensis, S. costaricanus, S. avermitilis), Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp., avermectin,
Myrothecium sp., Paecilomyces spp., Sphingobacterium sp., Arthrobotrys sp., Chlorosplrnium, 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., Muscodor sp.

El agente puede ser un aceite natural o un producto oleoso con actividad nematicida, fungicida, bactericida y/o
insecticida (p. €j., aceite parafinico, aceite del arbol del té, aceite de hierba de limén, aceite de clavo, aceite de canela,
aceite de citricos, aceite de romero, piretro, aceite de citricos (incluidos, pero sin limitacion, aceites de naranja amarga,
naranja y limon); aceite de romero, pimienta de Jamaica, bergamota, goma azul, camomila, citronela, jazmin comun,
enebro comun, lavanda comun, mirra comun, menta de campo, fresia, santolina gris, hisopo de hierba, albahaca santa,
arbol de incienso, jazmin, lavanda, caléndula, menta, hierbabuena, caléndula cultivada, menta verde, arbol yang.ylang,
saponinas).

Asimismo, el plaguicida puede ser un agente antifingico de un solo sitio que puede incluir, pero sin limitacion,
bencimidazol, un inhibidor de la desmetilacion (DMI, por sus siglas en inglés) (p. €j., imidazol, piperazina, pirimidina,
triazol), morfolina, hidroxipirimidina, anilinopirimidina, fosforotiolato, inhibidor externo de quinona, quinolina,
dicarboximida, carboximida, fenilamida, anilinopirimidina, fenilpirrol, hidrocarburo aromatico, &cido cinamico,
hidroxianilida, antibiético, polioxina, acilamina, ftalimida, bencenoide (xililalanina); un inhibidor de la desmetilacion
seleccionado entre el grupo que consiste en imidazol, piperazina, pirimidina y triazol (p. ej., bitertanol, miclobutanilo,
penconazol, propiconazol, triadimefén, bromuconazol, ciproconazol, diniconazol, fenbuconazol, hexaconazol,
tebuconazol, tetraconazol), miclobutanil y un inhibidor externo de quinona (p. €j., estrobilurina). La estrobilurina puede
incluir, pero sin limitacion, azoxiestrobina, kresoxima-metoilo o trofloxiestrobina. En otra realizacion particular mas, el
agente antifingico es una quinona, p. ej., quinoxifeno (4-fluorofenil éter de 5,7-dicloro-4-quinolilo). El agente
antifingico también puede derivar 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, fenilpiridina-amina y
ciano-acetamida oxima.

Como se ha indicado anteriormente, la composicion puede comprender ademas un nematicida. El nematicida puede
incluir, pero sin limitacién, productos quimicos como organofosfatos, carbamatos y fumigantes, y productos
microbianos tal 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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2774163 T3

se aplican 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 reproduccién y optimizacion de plantas, o mediante métodos biotecnolégicos y
de ingenieria genética, o combinaciones de estos métodos, incluidas plantas transgénicas y cultivares de plantas
protegibles o no protegibles por los derechos de los productores. Debe entenderse que partes de las plantas significa
todas las partes y 6rganos de las plantas que se encuentran encima y debajo del suelo, tales como brote, hoja, flor y
raiz, siendo los ejemplos que se pueden mencionar hojas, aciculas, pedunculos, tallos, flores, cuerpos fructiferos,
frutos, semillas, raices, tubérculos y rizomas. Las partes de plantas también incluyen material cosechado y material
de propagacion vegetativa y generativa, por ejemplo, esquejes, tubérculos, rizomas, brotes 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 el entorno, habitat o espacio de almacenamiento de
la planta, por ejemplo, inmersién, pulverizacién, evaporacion, nebulizacion, diseminacion, pintura o inyeccion.

Las composiciones divulgadas en el presente documento también pueden aplicarse al suelo usando métodos
conocidos en la técnica. Estos incluyen, pero sin limitacién, (a) riego por goteo o quimigacion; (b) incorporacion al
suelo; (c) inundacion del suelo; (d) tratamiento y desinfeccion de semillas; y (e€) inmersion de raiz desnuda.

Tratamientos de Semillas

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

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden formularse para tratamientos de semillas en
cualquiera de los siguientes modos: polvo seco, polvo en suspension con agua, solucién liquida, concentrado o
emulsion fluida, emulsién, 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, como aceite mineral, en lugar de un agente humectante. Por ejemplo, se mezclan un
kg de polvo de talco purificado (esterilizado durante 12 h), 15 g de carbonato de calcio y 10 g de carboximetilcelulosa
en condiciones asépticas siguiendo el método descrito por Nandakumar et al (Nandakumar, R., Babu, S., Viswanathan,
R., Sheeka, J., Raguchander, T., Samiyappan, R. (2001), "A new bio-formulation containing plant growth promoting
rhizobacterial mixture for the management of sheath blight and enhanced grain yield in rice" Bicontrol, 46:493-510).
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 %.

En realizaciones en las que las composiciones divulgadas en el presente documento se aplican a una semilla, se
puede aplicar una composicion como una o0 mas capas antes de plantar la semilla usando uno o mas agentes de
recubrimiento de semillas que incluyen, pero sin limitacion, etilenglicol, polietilenglicol, quitosano, carboximetil
quitosano, turba, resinas y ceras. Las composiciones también se pueden aplicar a semillas en combinacién con, por
ejemplo, fungicidas o bactericidas quimicos con un solo sitio, de multiples sitios 0 con modo de accién desconocido,
utilizando métodos conocidos en la técnica.

En realizaciones adicionales, las composiciones divulgadas se pueden aplicar a semillas mediante imbibicion de
semillas o como un in6culo en polvo.

Las semillas pueden ser semillas convencionales o semillas genéticamente modificadas ta como Liberty Link (Bayer
Crop-Science), semillas Roundup Ready (Monsanto) u otras semillas resistentes a herbicidas, y/o semillas modificadas
por ingenieria para ser resistentes a los insectos, o semillas que estan "pirimadas" con genes de resistencia a
herbicidas e insectos.

Promocion del Crecimiento de las Plantas

Las interacciones entre plantas y bacterias en la rizosfera son determinantes importantes de la fertilidad del suelo y la
salud de las plantas. Las bacterias de vida libre que son beneficiosas para el crecimiento de las plantas se conocen
como rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus siglas en inglés). En general, los
promotores del crecimiento de las plantas funcionan de una de tres maneras: sintetizando los reguladores del
crecimiento de las plantas, facilitando la absorcion de los nutrientes del suelo y/o previniendo las enfermedades de las
plantas. Por lo tanto, los efectos de las PGPR pueden ser tanto directos como indirectos. La promocién indirecta del
crecimiento de las plantas puede implicar un efecto antagénico contra los fitopatdgenos. Esto puede lograrse, por
ejemplo, mediante la producciéon de sideroforos, sintesis de antibiticos y la produccion de HCN y/o enzimas
degradadoras de la pared celular. Los efectos directos de la promocién del crecimiento de las plantas se logran
mediante la regulacion de las fitohormonas (que ayudan en el desarrollo de las plantas y las raices y la proteccion
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contra el estrés) y la solubilizacion de fosfatos minerales y otros nutrientes.

Las composiciones divulgadas en el presente documento, en particular, el aislado F727 de Bacillus sp. y/o un
sobrenadante, filtrado, extracto, compuesto, metabolito o fraccién celular obtenidos de un cultivo de F727 de Bacillus
sp., pueden usarse para modular o, mas particularmente, para promover el crecimiento de las plantas, p.ej. cultivos
tales como frutas (por ejemplo, fresa), verduras (por ejemplo, tomate, calabaza, pimientos y berenjenas), legumbres o
cultivos de granos (por ejemplo, soja, trigo, arroz, maiz), arbol, flor plantas ornamentales, arbustos (p. €j., algodén,
rosas), hierba (p. €j., césped inglés anual, césped Bermuda, hierba del bisonte, agrostis colonial, agrostis rastrera,
centavito, festuca dura, pasto azul de Kentucky, grama gruesa, césped inglés perenne, festuca roja, pasto azul aspero,
paspalum de la orilla del mar, hierba de San Agustin, festuca alta, grama zoysia, etc.), plantas de bulbo (por ejemplo,
cebolla, ajo) o vid (por ejemplo, vid de uva). Las composiciones también se pueden usar para modular la germinacién
de una(s) semilla(s) en una(s) planta(s).

Las composiciones divulgadas en el presente documento, o producto formulado, se pueden usar solos o en
combinacién con uno o mas componentes como se describe a continuacién, tales como agentes promotores del
crecimiento y/o agentes anti-fitopatégenos en una mezcla de tanque o en un programa (aplicacién secuencial llamada
rotacion) con orden predeterminado e intervalo de aplicacion durante la temporada de crecimiento. Cuando se usa en
combinacion con los productos anteriormente mencionados, a una concentracion inferior a la recomendada en la
etiqueta del producto, la eficacia combinada de los dos o 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 tanto, el efecto se potencia por la sinergia entre estos dos (o mas) productos, y se reduce el riesgo de
desarrollar resistencia a los plaguicidas entre las cepas patdgenas de las plantas.

La composicion se puede aplicar por 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 (de
aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,5 % y mas particularmente de aproximadamente 0,5 % a
aproximadamente 1,0 % en volumen) antes de trasplantar la fruta o verdura al suelo.

Como alternativa, la composicién se puede aplicar por goteo u otro sistema de riego. Especificamente, la composicion
puede inyectarse en un sistema de riego por goteo. En una realizacién particular, la composicion se aplica a una
concentracion de 1x108 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml en un volumen de aproximadamente 11 a
aproximadamente 4 cuartos por 4046,86 m? (1 acre).

En otra realizacion mas, la composicion se puede anadir como una aplicacion en surco. Especificamente, la
composicion se puede anadir como una pulverizacion en el surco en la siembra usando boquillas calibradas para
suministrar una produccion total de 0,007570822-0,02271246 m3(2-6 galones)/046,86 m? (1 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 descritas con, por ejemplo, un adyuvante sélido o liquido se preparan de manera
conocida. Por ejemplo, las mezclas pueden prepararse mezclando y/o moliendo homogéneamente los principios
activos con extendedores tales como disolventes, transportadores sélidos y, cuando sea adecuado, compuestos
tensioactivos (tensioactivos). Las composiciones también pueden contener ingredientes adicionales tales como
estabilizantes, 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 pueden usarse en combinacidon con otros agentes
promotores del crecimiento tales como fertilizantes sintéticos u organicos (por ejemplo, fosfato de diamonio, en forma
granular o liquida), tés de compost, extractos de algas marinas, hormonas de crecimiento vegetal tales como IAA
(acido indol acético) utilizado en un tratamiento con hormona de enraizamiento para trasplantes, ya sea solo o en
combinacién con reguladores del crecimiento vegetal, tal como IBA (acido indol butirico) y NAA (acido naftalén acético),
y microbios promotores del crecimiento, tal como, por ejemplo, PPFM (metilotrofos facultativos de color rosa
pigmentado), Bacillus spp., Pseudomonads, Rhizobia, y Trichoderma.

Agentes antifitopatégenos

La composicién divulgada en el presente documento también se pueden usar en combinacién con agentes
antifitopatdgenos, tales como extractos vegetales, bioplaguicidas, protectores de cultivos inorganicos (tal como cobre),
tensioactivos (como los rhamnolipidos; Gandhi et al., 2007) o aceites naturales como el aceite parafinico y el aceite
de arbol de té que poseen propiedades plaguicidas o fungicidas o bactericidas quimicos bien con un solo sitio, de
multiples sitios o con modo desconocido de accion. Tal como se define en el presente documento, un "agente
antifitopatégeno" 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 de manera alternativa, previene la infeccion de una
planta por un patogeno vegetal. Un patdgeno vegetal incluye, pero sin limitacion, un hongo, bacteria, actinomiceto o
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virus.

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

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

AuUn en otra realizacién, el agente antifitopatdgeno puede ser estreptomicina, tetraciclina, oxitetraciclina, cobre o
kasugamicina.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento y caracterizacion de aislado F727 de Bacillus sp. mediante secuencias de ARNr 16S,
recAy phoR

La cepa F727 de Bacillus sp. se aisld6 de una muestra de suelo recogida en Jonesville, CA, utilizando métodos
tradicionales de dilucién en placa. El aislado se identifico como un Bacillus sp. mediante amplificacion por PCR y
secuenciacion de los genes del ARNr 16S, recA y phoR utilizando cebadores bacterianos universales. Cerritos et al.
(2008) Int. J. Sys. Evol. Microbiol. 58:919-923; Guo et al. (2012) Can. J. Microbiol. 58: 1295-1305.

El brote a partir de una placa de dextrosa con patata de 24 horas se raspd con un asa estéril y se resuspendioé en
tampon de extraccion de ADN. EI ADN se extrajo usando el kit de extraccion de ADN microbiano MoBio Ultra Clean.
Se comprobdé la calidad/cantidad de 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 ul del extracto de
ADN limpio con 25 uyl de GoTaq Green Mastermix, 1,5 pl de cebador directo (cebador FD1, 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3' (SEQ ID NO: 4) y 15 uyl de cebador inverso (cebador RD1, 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3' (SEQ ID NO: 5)). El volumen de reaccién se ajusté a 50 pl con agua estéril libre de
nucleasas. La reaccion de amplificacion se realizé usando 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 tamano, calidad y cantidad del producto de amplificacion se evalué mediante electroforesis de una alicuota de 5 pl
en un gel de agarosa al 1 %, y mediante la comparacion de la banda del producto con una escala de masa.

El exceso de cebadores, nucledtidos, enzima y plantilla se eliminaron del producto de PCR usando el kit de limpieza
de PCR MoBio. El producto de PCR limpio se sometié a secuenciacion directa utilizando los cebadores descritos
anteriormente.

Las secuencias directa e inversa se alinearon utilizando el programa informatico BioEdit, y se cre6 una secuencia
consenso de 1459 pb.

Secuencia FD1 16S de F727:
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TATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG
GGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG
CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTT
CCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCNAGAACCTTACCANGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAG
ATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACNNNGGNGCATGGNNGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTAAGTCCCGCACNAGCGCAACCCNTTGATCTTANTTGCCAG

CATTCANTTGGNNNNNNNNNNNNNACTGCCNNNACNANCCGNNNAAGGNNNGGG
NATNACGTNNANNNATNCNNGCCCNNNNTGACNNNNNNCACNCCNNNNNNNNN
NANNGNNNNNNAANNANNGGGNCNNNNNGNNNNNNAAANNNCNNNCNCNNNN
GNGNN (SEQ ID NO:1)

Secuencia RD1 16S de F727:

13



ES 2774163 T3

TCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTG
TTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACC
GCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGAC
TGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGC
CCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGAT
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAA
CTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGA
CGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT
AAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCCACGCTTTCGCTCCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
CAGAGAGTCGCCTTCGCCCCACTGGTGTTCCTCCACATCCTCTACGCATTTCACCCGG
CTACAACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCCAGTTTCCAATGA
CCCCTCCCCGGTTGAGCCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAAGAAACCCGCCTGCGA
GCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGGCCACCTACGTATTACCGCGCTTGC
TTGGCACGTTAGTAGCCGTGGCTTTTCTGGTTAGTTAACCGTCAGTGCCGCCTATTCG
GAACGGTACTTGTTCTTCCCTACACAGAGCTTTACGATCGAAACTCATCACCTCCACG
CGCGTGCTCGTCAGAACTTTCGTCATGCGAAGATCCTACTGCTGCCTCCGTAGGGTTG
GCGTTTCTCTCAGTCCAGTGGCCATACGTCAGTAGCTACCCATCGTGCCTAGTGAGCG
TTACCTCACCCACCTAGGC (SEQ ID NO:2)

Secuencia Consenso 16S de F727:

TATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG
GGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG

14



10

ES 2774163 T3

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGGTTTCTTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGGCTCAACCGGGGAGGGGTCATTGGAAACTGGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCACGTTGTAGCCGGGTGAAATGCGTAGAGGATGTGGAGGAACA
CCAGTGGGGCGAAGGCGACTCTCTGGGTCTGTAACTGACGCTGAGGGAGCGAAAGCG
TGGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC
CACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGG
AGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGA (SEQID NO:3)

La secuencia consenso del gen del ARNr 16S de la cepa F727 se comparé con las secuencias disponibles de
representantes del dominio bacteriano usando BLAST. La coincidencia de especie mas cercana fue a Bacillus sp.
(numero de registro GU250449.1), con un 99 % de similitud. Ninguna secuencia unica de 16S en las bases de datos
disponibles publicamente mostré una similitud del 100 % con la cepa F727.

Adicionalmente, la secuencia consenso se analizé utilizando el servidor EzTaxon-e (eztaxon-e.ezbiocloud.net/; Kim et
al.,, 2012) segun datos de secuencia de ARNr 16S. Las coincidencias mas cercanas (mostradas en la Tabla 1)
incluyeron cepas tipo para varias especies del género Bacillus que no pueden diferenciarse basandose unicamente
en secuencias de ARNr 16S.
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Secuencias de recA

Las reacciones de PCR para la amplificacion del gen de recA se establecieron combinando 2 pl del extracto de ADN
limpio con 25 pl de GoTaqg Green Mastermix, 1,5 pl de cebador directo (recAf, 5'- GATCGTCARGCAGSCYTWGAT -
3', SEQ ID NO:6), y 1,5 pl de cebador inverso (recAr, 5'- TTWCCRACCATAACSCCRAC -3', SEQ ID NO:7). El volumen
de reaccion se ajusté a 50 pl usando agua estéril libre de nucleasas. La reaccién de amplificacion se realizé en una
magquina termocicladora en las siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacién 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 tamafo, calidad y cantidad del producto de PCR se evalué mediante electroforesis de una alicuota de 5 uyl en un
gel de agarosa al 1 %, y mediante la comparacion de la banda del producto con una escala de masa.

El exceso de cebadores, nucledtidos, enzima y plantilla se eliminaron del producto de PCR usando el kit de limpieza
de PCR MoBio. El producto de PCR limpio se sometié a secuenciacion directa utilizando los cebadores descritos
anteriormente.

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

Secuencia Directa de recA de F727:

AACATTCGGCAAGGTTCCATCATGAAACTCGGGGAAAAGACGGATACAA
GAATTTCAACAGTTCCGAGCGGTTCCCTTGCACTTGATACCGCTCTCGGAA
TAGGCGGATACCCGCGCGGACGGATTATTGAAGTATACGGACCTGAAAGC
TCAGGTAAAACGACTGTAGCGCTTCATGCGATTGCTGAAGTTCAGGAGAA
AGGCGGACAAGCCGCATTTATTGATGCTGAGCATGCCCTTGACCCTGTTTA
CGCGCAAAAGCTCGGTGTAAATATTGAGGAGCTGCTGCTTTCTCAGCCTG
ATACGGGAGAGCAGGCGCTTGAGATTGCCGAAGCGCTGGTACGAAGCGG
AGCCGTCGATATCGTAGTTGTCGACTCTGTTGCGGCGCTTGTCCCGAAAGC
TGAAATCGAAGGAGACATGGGGGATTCCCACGTCGGTTTGCAGGCCCGTT
TGATGTCTCAAGCGCTCCGTAAGCTTTCCGGTGCCATCAATAAATCTAAAA

CAATCGCAATCTTTATTAACCAAATTCGTGAAAAAGTCGGCGTTAGGGTC
GGAAAAAA (SEQ ID NO:8)

Secuencia Inversa de recA de F727:

GTATAAGATTGCGATTGTTTTAGATTTATTGATGGCACCGGAAAGCTTACG
GAGCGCTTGAGACATCAAACGGGCCTGCAAACCGACGTGGGAATCCCCCA
TGTCTCCTTCGATTTCAGCTTTCGGGACAAGCGCCGCAACAGAGTCGACA
ACTACGATATCGACGGCTCCGCTTCGTACCAGCGCTTCGGCAATCTCAAG
CGCCTGCTCTCCCGTATCAGGCTGAGAAAGCAGCAGCTCCTCAATATTTAC
ACCGAGCTTTTGCGCGTAAACAGGGTCAAGGGCATGCTCAGCATCAATAA
ATGCGGCTTGTCCGCCTTTCTCCTGAACTTCAGCAATCGCATGAAGCGCTA
CAGTCGTTTTACCTGAGCTTTCAGGTCCGTATACTTCAATAATCCGTCCGC
GCGGGTATCCGCCTATTCCGAGAGCGGTATCAAGTGCAAGGGAACCGCTC
GGAACTGTTGAAATTCTTGTATCCGTCTTTTCCCCGAGTTTCATGATGGAA
CCTTTGCCGAATTGTTTTTCTATTTGCTTAAGAGCCATATCWAAGRCTGWA
WTRAMRATCAA (SEQ ID NO:9)

Secuencia Consenso de recA de F727:

17



10

15

20

25

ES 2774163 T3

AAGGTTCCATCATGAAACTCGGGGAAAAGACGGATACAAGAATTTCAAC
AGTTCCGAGCGGTTCCCTTGCACTTGATACCGCTCTCGGAATAGGCGGAT
ACCCGCGCGGACGGATTATTGAAGTATACGGACCTGAAAGCTCAGGTAAA
ACGACTGTAGCGCTTCATGCGATTGCTGAAGTTCAGGAGAAAGGCGGACA
AGCCGCATTTATTGATGCTGAGCATGCCCTTGACCCTGTTTACGCGCAAAA
GCTCGGTGTAAATATTGAGGAGCTGCTGCTTTCTCAGCCTGATACGGGAG
AGCAGGCGCTTGAGATTGCCGAAGCGCTGGTACGAAGCGGAGCCGTCGAT
ATCGTAGTTGTCGACTCTGTTGCGGCGCTTGTCCCGAAAGCTGAAATCGA
AGGAGACATGGGGGATTCCCACGTCGGTTTGCAGGCCCGTTTGATGTCTC
AAGCGCTCCGTAAGCTTTCCGGTGCCATCAATAAATCTAAAACAATCGCA
ATCTT (SEQ ID NO:10)

La secuencia consenso del gen recA de la cepa F727 (SEQ ID NO: 10) se compard con secuencias bacterianas
representativas usando BLAST. La coincidencia de especie mas cercana fue al genoma completo de Bacillus
amyloliquefaciens (numero de registro CP002927.1), con un 92 % de similitud.

Secuencias de phoR

Las reacciones de PCR para la amplificacién del gen de phoR se establecieron combinando 2 pl del extracto de ADN
limpio con 25 yl de GoTaqg Green Mastermix, 1,5 yl de cebador directo (phoR-f: 5'- TTYARYTCATGRGAVACATT -3',
SEQ ID NO:11) y 1,5 ul de cebador inverso (phoR-r: 5'- GGNTAYAAANARGAGGAGCC - 3', SEQ ID NO:12). El
volumen de reaccioén se ajusté a 50 pl usando agua estéril libre de nucleasas. La reaccion de amplificacion se realizo
en una maquina termocicladora en las siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion inicial), 35 ciclos
de 45 segundos a 95 °C, 45 segundos a 48 °C y 1 minuto a 72 °C, seguido de 10 minutos a 72 °C (extensién final) y
una temperatura de mantenimiento final de 4 °C.

El tamafo, calidad y cantidad del producto de PCR se evalué mediante electroforesis de una alicuota de 5 ul en un
gel de agarosa al 1 %, y mediante la comparacion de la banda del producto con una escala de masa.

El exceso de cebadores, nucledtidos, enzima y plantilla se eliminaron del producto de PCR usando el kit de limpieza
de PCR MoBio. El producto de PCR limpio se sometié a secuenciacion directa utilizando los cebadores descritos
anteriormente.

Se obtuvo una secuencia de phoR de 998 nucleétidos usando el cebador inverso descrito anteriormente.
Secuencia Inversa de phoR de F727:

TCGTTGTCTGTATCATATTGGTTTTCAGTGTTCTCGGCCTTTTCTTGCAGCAGCTCAT
TTCTTCATCCGCCAAGGAAAGAACGGAGGGACAGCTTGAAAAGGAAGCCGCATACAT
AGCCGGACTCCTTGACGCCGGCCAAGTAAACAATAAAAGAAACGAAACGGTCATTAA
AGATGCCAGCCGTACATTAGATATCGACGTGTCCGTATTAAATGAAAAAGGCCGCGG
TTTATATCACTCAGGCAGACGCGCTGATGACTCGGCTATAAAGGAATTCGTCTCCCG
TAATAAAAATGCGGCGGCGATTCAGAACGGAGAGAAAGTATGGCATGGAACGGCCCT
TAAAAACGCCGCCGGCCAAACGGCGGGATATGTGCTCGTTTCCTCGCGGATCGATAA
AGGTTCGAATATAACAGGGGAAATGTGGGGCATGCTGGCTGCAAGCCTTTGTACTGC
TTTTATTATTATCGTTTTCTTCTATACGAATATGACCTCCCGTTACAAAAGGTCAAT
CGACTCCGCGACAAAAGTGGCCACTGAGCTGTCTAAGGGGAACTATGACGCCCGCTCC
TACGGCGGGTACGCAAGACGCTCAGACCGTCTCGGGCGCGCTATGAACAGCCTCGCTG
TGGATTTGATGGAAATGACGAGAACGCAGGATATGCAGCGCGACCGCCTGCTGACCG
TCATCGAAAATATCGGATCAGGTTTGATTTTAATAGACGGGAGAGGCTTTATTAATC
TCGTGAACAGGTCGTATACGAAGCAGTTCCATACAAATCCTGAACGTCTGCTTCGGC
GTCTCTACCATGACGCATTTGAGCATGAGGAAATCATTCGGCTGGTCGAAGACATCT
TTATGACAGAAACGAAGAAACGCCAGCTGCTCACGCTTCCCATCAAAATCGAACGGC
GCTATTTTGAGGTTGACGGCGTCCCGATTATGGGCCCTGACGATGAATGGAAAAGGC
ATTGTTCTCGTGTTTCATGATATGAC (SEQ ID NO:13)

La secuencia inversa de phoR se compard con secuencias bacterianas representativas usando BLAST. La
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coincidencia de especie mas cercana fue al genoma completo de varias cepas de Bacillus amyloliquefaciens
Unicamente con un 83 % de similitud.

Ejemplo 2: Composicion de Acidos Grasos de aislado F727

Se realizd un perfil de acidos grasos del aislado F727 en MIDI Labs, Inc (Newark, DE), de acuerdo con los estandares
comerciales. Los resultados se muestran en la Tabla 2. La comparacion de su perfil de acidos grasos con la base de
datos de acidos grasos RTSBA6 6.10 mostré que el aislado F727 tenia un indice de similitud de 0,885 con Bacillus
subtilis.

Tabla 2

Acido Graso % Acido Graso %
13:0 iso 0,44 16:0 iso 2,57
13:0 anteiso 0,32 16:1w11c 2,53
14:0 iso 1,09 16:0 2,99
14:0 0,45 17:1w10c 2,92
15:0 iso 26,19 Sum4 0,82
15:0 anteiso 37,58 17:0iso 12,59
16:1 w7c OH 0,56 17:0 anteiso 8,71

18:0 0,23

Ejemplo 3: Caracterizacion del aislado F727 mediante perfil de proteinas MALDI-TOF

Se realizé una identificacion genética de proteinas por espectroscopia de masas MALDI-TOF del aislado F727 en MIDI
Labs, Inc. (Newark, DE). El aislado F727 mostrd un perfil de proteinas MALDI-TOF a diferencia de cualquier otro
microorganismo presente en la base de datos de espectros de masas. Se observaron algunas similitudes con los
perfiles de proteinas de Bacillus vallismortis, Bacillus mojaviensis y Bacillus subtilis; sin embargo, ninguna de las
puntuaciones de similitud fue lo suficientemente alta como para ser indicativo de una coincidencia genérica.

Ejemplo 4: Caracterizacion Bioquimica de aislado F727 de Bacillus sp.
Tincién de Gram

La tincion de Gram es un método para diferenciar bacterias en funcién de las propiedades fisicas de la pared celular,
principalmente la composicién de peptidoglicano. Los aislados bacterianos grampositivos tienen una capa gruesa de
peptidoglicano dando como resultado una tincién purpura/azul; mientras que los aislados bacterianos gramnegativos
tienen una capa mas delgada de peptidoglicano en la pared celular, dando como resultado una tincion roja/rosa. La
inspeccion microscopica del aislado F727 después de la tincion de Gram reveld células de color purpura, lo que indica
que el aislado F727 de Bacillus sp. es una bacteria Gram-positiva.

Actividad Ureasa

La prueba de ureasa se utiliza para detectar la actividad de la enzima ureasa, que cataliza la conversion de urea en
amoniaco y bicarbonato. El caldo de urea contiene urea y el indicador de pH rojo fenol. El indicador se vuelve de color
amarillo en un ambiente acido y rosado en un ambiente alcalino. Si hay actividad enzimatica ureasa, la urea en el
caldo se degrada para producir amoniaco, y el medio se vuelve rosado, lo que indica una prueba positiva.

Después de la inoculacion con el aislado F727, el caldo de urea cambié de color de rojo a amarillo, lo que indica una
prueba negativa para la actividad ureasa. Por tanto, el aislado F727 de Bacillus sp. creé en ambiente acido, indicativo
de la ausencia de actividad ureasa.

Actividad catalasa

La prueba de catalasa se utiliza para detectar la actividad de la enzima, catalasa. La catalasa descompone el peréxido
de hidrégeno en oxigeno y agua. Los organismos que poseen actividad catalasa producen burbujas de gas cuando se
tratan con peréxido de hidréogeno. Las burbujas se formaron segundos después de aplicar el reactivo a un cultivo de
aislado F727 de Bacillus sp., lo que indica que este organismo posee actividad catalasa.

Actividad oxidasa
La prueba de oxidasa se usa para detectar la presencia de actividad de citocromo c oxidasa. Las bacterias que
contienen citocromo ¢ como parte de su cadena respiratoria son oxidasa positivas y vuelven el reactivo de color

morado. Por el contrario, las bacterias que son oxidasa negativas no oxidan el reactivo, dejandolo incoloro. El aislado
F727 de Bacillus sp. cambio el reactivo a color morado, demostrando que poseia actividad oxidasa.
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Agar TSI

El agar hierro triple aztcar (TSI, por sus siglas en inglés) se usa para determinar la capacidad de un microorganismo
para fermentar glucosa, lactosa y/o sacarosa, asi como la capacidad de las bacterias entéricas para producir sulfuro
de hidrégeno. El medio contiene el indicador de pH rojo fenol y sulfato ferroso, que reacciona con sulfuro de hidrégeno
para producir un precipitado negro. Cuando se probo el aislado F727, el medio inclinado permanecio roja mientras que
el fondo cambi6é de rojo a amarillo, y no se observd color negro. Estos resultados indican que el aislado F727 no
produce sulfuro de hidrégeno y fermenta solo glucosa, no lactosa ni sacarosa.

Susceptibilidad a antibiéticos

Susceptibilidad a antibidticos de aislado F727 de Bacillus sp. se probé utilizando discos antibiéticos en medio Muller-
Hinton. Se resuspendié una carga completa de F727 en 1 ml de agua desionizada estéril, y se sembraron en estrias
100 pl de esta suspensién sobre una placa de agar Mueller-Hinton. Después de la absorcién de la siembra en estrias
en el agar, se colocaron discos antibidticos cargados previamente en la placa, y la placa se incub6 a 25 °C durante 48
horas. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Susceptibilidad de F727 de Bacillus sp. a diferentes antibiéticos

Concentracion (ug) Susceptibilidad*
Tetraciclina 30 F++
Kanamicina 30 F++
Eritromicina 15 F++
Estreptomicina 10 ++
Penicilina 10 F++
Ampicilina 10 4+
Oxitetraciclina 30 F++
Cloranfenicol 30 F++
Ciprofloxacino 5 F++
Gentamicina 10 4+
Piperacilina 100 F++
Cefuroxima 30 F++
Imipenem 10 4+
Sulfametoxazol-Trimetoprima 23,75/25 4+

* +++ indica altamente susceptible (sin crecimiento); ++ indica moderadamente susceptible (crecimiento
reducido);
- indica que no hay susceptibilidad

Tira API ZYM

La tira APl ZYM (BioMerrieux) proporciona un método para probar diversas actividades enzimaticas de un microbio.
El ensayo se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y en la Tabla 4 se muestra un resumen de los
resultados.

Tabla 4
i i Interpretacion
N.° Enzima analizada Sustrato pH — P - Resultados
para Positivo Negativo
1 Control 85 Incoloro o color de Ia muestra si tiene )
una coloracion intensa
2 Fosfatasa alcalina 2-naftil fosfato 6,5 Violeta § ++
3 Esterasa (C 4) 2-naftil butirato 75 Violeta g ++
i 5]
4 Esterasaslglpasa (C 2-naftil caprilato 7,5 Violeta o +
Q
5 Lipasa (C 14) 2-naftil miristato 7,5 Violeta é -
6 Leucina L-leucil-2-naftlamida  |7,5 Naranja =] +
arilamidasa 3
C
7 Valina arilamidasa L-valil-2-naftilamida 7,5 Naranja : +
. , Q_)~
8 Cistelna L-cistil-2-naftilamida  |7,5 Naranja 5 )
arilamidasa 9
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i i Interpretacion
N.° Enzima analizada Sustrato pH — P - Resultados
para Positivo Negativo
9 Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2- 8,5 Naranja -
naftilamida
. . N-glutaril-fenilalanina-2- .

10 a-quimotripsina naftilamida 7,5 Naranja -

11 Fosfatasa acida 2-naftil fosfato 5,4 Violeta +++

12 | Nafto-AS-Bl- Naftol-AS-Bl-fosfato |54 Azul -

fosfohidrolasa

13 a-galactosidasa 6-Br-2-naftil -aD- 5,4 Violeta -
galactopiranésido

14 B-galactosidasa 2-naftil -BD- 5,4 Violeta -
galactopiranésido

15 B-glucuronidasa Naftol-AS-BI-BD- 5,4 Azul -

glucurénido

16 a -glucosidasa 2-naft_|| 'GP'. 5,4 Violeta -
galactopiranésido

17 B-glucosidasa 6-Br-2-naftil-BD- 54 Violeta -
glucopiranésido

18 N-acet.il-.B- 1 -naftiI-N-a_cgtiI-BD- 54 Marrén )

glucosaminidasa glucosaminidasa

19 a-manosidasa 6-Br-2-paft|!-qD- 5,4 Violeta -
manopiranésido

20 a-fucosidasa 2-naftil-aL-fucopiranésido |5,4 Violeta -

Tira API 20 NE

La tira APl ®20 NE consta de 20 microtubos que contienen sustratos deshidratados. Las pruebas convencionales se
inocularon con suspension de aislado F727 de Bacillus sp. que reconstituye el medio. El metabolismo produjo cambios
de color en los microtubos. Las pruebas de asimilacion se inocularon con un medio minimo y el aislado F727 de
Bacillus sp. crece si la bacteria es capaz de utilizar el sustrato. Las reacciones se analizaron de acuerdo con la tabla
de lectura del fabricante, y los resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5
Positivo: + Negativo: - Débil: +
L . .. . Resultados
Prueba| Principio Activo Reaccion/Enzimas - — -
Negativo | Positivo Sumario
. . o NIT 1 + NIT 2, lectura después de 5 min
Reduccién de nitratos a nitritos - +
. . Incoloro | Rosa-Rojo
NO3 Nitrato de Potasio - -
Reduccién de nitratos a ZN, lectura después de 5 min
nitrégeno Rosa | Incoloro
JAMES, lectura inmediatamente
TRP L-triptéfano Produccion de indol (triptéfano) Incoloro -
Verde/amarillo Rosa
palido
GLU D-glucosa Fermentacion (glucosa) Azul a verde Amarillo -
ADH L-arginina Arginina Dehidrolasa amarillo Naranja/rosa/rojo -
URE Urea Ureasa amarillo Naranja/rosa/rojo -
ESC Citrato fer.rlco de H!dl‘O|ISIS (B- . amarillo gris/marrén/negro +
esculina glucosidasa)(esculina)
GEL Gelatmg origen Hidrolisis (proteasa)(gelatina) Sln'dlfu3|on de . Difusion de +
bovino) pigmentos pigmento negro
PNG 4-n|trof§n|l-§p— B—galacto&dasa.(Para.-nltrofenll— incoloro Amarillo )
galactopiranésido BD-galactopiranosidasa)

GLU D-glucosa Asimilacion de glucosa Trasparente Opaco +
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| ARA | L-arabinosa Asimilacion de arabinosa Trasparente Opaco
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(continuacién)

Tabla 5
Positivo: + Negativo: - Débil: £

Prueba Principio Activo Reaccion/Enzimas Resultados

MNE D-manosa Asimilacion de manosa Trasparente Opaco | -
[IMAN]| D-manitol Asimilacion de manitol Trasparente Opaco | +
INAG| N-acetilglucosamina Asimilacion de n-acetilglucosamina Trasparente Opaco | +
IMAL| D-maltosa Asimilaciéon de maltosa Trasparente Opaco | +

GNT Gluconato de potasio Asimilacion de gluconato de potasio Trasparente Opaco | -
|CAP| Acido caprico Asimilacion de acido caprico Trasparente Opaco | -
JADI| Acido adipico Asimilacion de acido adipico Trasparente Opaco | -
[MLT| Acido malico Asimilacion de malato Trasparente Opaco | +

CIT Citrato trisddico Asimilacion de citrato trisédico Trasparente Opaco | :

PAC Acido fenilacético Asimilacion de acido fenilacético Trasparente Opaco | -

Ejemplo 5: Aislamiento y Caracterizacion de compuestos A,By C

Procedimiento de purificacién

El siguiente procedimiento (descrito en la Figura 1) se usé para la purificacion de compuestos extraidos de un cultivo
celular de aislado F727 de Bacillus sp.

El caldo de cultivo derivado de la fermentacion de 1 | de aislado F727 de Bacillus sp. en medio de crecimiento se
extrajo con resina Amberlite XAD-7 (Asolkar et al., 2006) agitando la suspension celular con resina a 155 rpm durante
dos horas a temperatura ambiente. La resina y la masa celular se recogieron por filtracion a través de estopilla y se
lavan con agua desionizada para retirar las sales. La resina, la masa celular y la estopilla se remojaron durante 2 horas
en acetona, después de lo cual la acetona se filtr6 y se secd al vacio, usando un evaporador rotatorio, para
proporcionar un extracto en bruto.

El extracto en bruto se sometié a cromatografia liquida al vacio de fase inversa C18 (VLC,por sus siglas en inglés,
H20/CHs0H; gradiente 80:20 a 0:100 %) para producir 6 fracciones. Estas fracciones se concentraron hasta sequedad
usando un evaporador rotativo, y los residuos secos resultantes se exploraron para determinar la actividad biologica
usando un ensayo de disco de agar. Véase el Ejemplo 16 a continuacién. Este ensayo identificé la fraccién 3 de VLC
C-18 como poseedor de actividad fungicida.

Se sometié a la fraccion 3 activa a HPLC en fase inversa (Spectra System P4000 (Thermo Scientific)) para
proporcionar compuestos puros, que después se evaluaron en los bioensayos anteriormente mencionados para
localizar/identificar los compuestos activos.

La fraccién 3 activa se purificé adicionalmente en una columna HPLC C-18 (Phenomenex, Luna 10u C18(2) 100 A,
250 x 30), usando un sistema de disolventes en gradiente de agua:acetonitrilo (que contenia TFA al 0,01 %) (0-10
min; 70 % de CF3CN acuoso, 10-20 min; 70-45 % de CH3CN acuoso, 20-40 min; 45 - 30 % de CH3CN acuoso, 40-60
min; 30-0 % de CH3CN, 60-65 min; 100 % de CH3CN, 65-70 min; 0 - 30 % de CH3CN acuoso) a un caudal de 8 ml/min
y deteccion UV de 210 nm. Se obtuvieron tres compuestos purificados:

Compuesto A (F727F3H11), que tiene un tiempo de retencion de 35,95 min,
Compuesto B (F727F3H14), que tiene un tiempo de retencion de 37,26 min, y
Compuesto C (F727F3H17), que tiene un tiempo de retencion de 38,11 min.

Espectroscopia de masas

El analisis de espectroscopia de masas de los compuestos A, B y C se realiz6 en un instrumento de electropulverizador
Thermo Finnigan LCQ Deca XP Plus (ESI) utilizando modos de ionizacién tanto positivos como negativos en un modo
de exploracion completa (m/z 100-1500 Da) en un Espectrometro de masas LCQ DECA XPP!us (Thermo Electron Corp.,
San Jose, CA). Se utilizé un 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 de 4,6 mm x 100
mm (Phenomenex). El sistema de disolventes consiste en agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). La fase
mévil comienza con 10 % de disolvente B y se aumenta linealmente hasta 100 % de disolvente B durante 20 minutos
y después se mantiene durante 4 minutos a 100 % del disolvente B, y finalmente se devuelve a 10 % de disolvente B
durante 3 minutos y se mantiene a 10 % de disolvente B durante 3 minutos. El caudal fue de 0,5 ml/min. El volumen
de inyeccion fue de 10 pl y las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en una muestra automatica.
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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 realizd 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
por electropulverizacion se realizd con un voltaje de pulverizacion ajustado a 5000 V y un voltaje capilar a 35,0 V. La
temperatura capilar se ajusté a 400 °C. Los datos se analizaron en el programa informatico Xcalibur.

Se determind que el peso molecular del Compuesto A (F727F3H11) era 1044, basandose en un maximo de iones
moleculares a 1043,84 (M - H) en el modo de ionizacion negativa (Figura 2). Esta determinacion estuvo apoyada por
el patron de ionizacion en el modo positivo ESIMS, que mostré un maximo a 1045,48 (M + H) y un maximo de ion
pseudomolecular a 1067,55 (M + Na) (Figura 3).

Se determiné que el peso molecular del Compuesto B (F727F3H14) era 1058, basandose en un maximo de iones
moleculares a 1057,83 (M - H) en el modo de ionizacion negativa (Figura 4). Esta determinacion estuvo apoyada por
el patrén de ionizacion en el modo positivo ESIMS que mostré un maximo a 1059,56 (M + H) y un maximo de ion
pseudomolecular a 1081,63 (M + Na) (Figura 5).

Se determiné que el peso molecular del Compuesto C (F727F3H17) era 1072, basandose en un maximo de iones
moleculares a 1071,85 (M - H) en el modo de ionizacion negativa (Figura 6). Esta determinacion estuvo apoyada por
el patrén de ionizacion en el modo positivo ESIMS que mostré un maximo a 1073,57 (M + H) y un maximo de ion
pseudomolecular a 1095,62 (M + Na) (Figura 7).

Método de ensayo de tapédn para pruebas antiflngicas de fraccién y compuestos puros

Las fracciones y los compuestos purificados se probaron para determinar la actividad antifingica de la siguiente
manera. Se colocé un disco de filtro en cada cuadrante de una placa de Petri de tamafio mediano (cuatro discos en
total). Cada disco se colocé a 2 cm del centro de la placa. Se dispensaron 15 pul de fraccion de columna o compuesto
purificado (20 mg/ml) sobre la superficie de cada uno de los dos discos opuestos entre si. Se dispenso etanol en los
otros dos discos como control. Después de cargar los discos de filtro, se colocaron pequefios tapones
(aproximadamente 1 x 1 cm) de hongos en el centro de la placa de Petri. Los hongos patégenos utilizados fueron
Bipolaris maydis, Botrytis cinerea, Sclerotinia homeocarpa y Rhizoctonia solani. Las placas se incubaron a 25 °C vy,
después de 48 horas, se midi6 la zona de inhibicién alrededor de cada disco de filtro. Los resultados se muestran en
la Figura 8 para la fracciéon 3 de VLC y para los compuestos A, B y C; e indican que los tres compuestos poseen
actividad fungicida significativa.

Andlisis de aminoéacidos de los compuestos A, By C

El compuesto A (F727F3H11, 0,05 mg) se hidrolizd usando hidrdlisis en fase liquida (HCI 6 N, Fenol al 1 %, 110 °C,
24 horas, al vacio). Después del enfriamiento, la mezcla de reaccién se seco y el producto hidrolizado se disolvié en
tampon de diluciéon Norleu a un volumen de 1,0 ml. Se cargd una alicuota de 50 pl de la muestra en la columna de
intercambio iénico para analisis.

Para los patrones y la calibracion, se usoé la soluciéon patrén de aminoacidos para hidrolizado de proteinas en el
dispositivo Hitachi 8800 a base de Na (Sigma, A-9906) para determinar los factores de respuesta y de este modo
calibrar el analizador Hitachi 8800 para todos los aminoacidos. Cada inyeccidén contenia norleucina como patrén
interno, para permitir la correccién de los resultados para variaciones en el volumen de muestra y de las variables de
cromatografia. El sistema utilizé tampones de Na de Pickerin, HCI de grado secuencial de Pierce (hidrdlisis), una
columna de intercambio iénico de Transgenomic y un método optimizado desarrollado por Molecular Structure Facility
(MSF), UC Davis. Se indican los aminoacidos individuales presentes en cada muestra. Se encontré que los
aminoacidos presentes en el compuesto A eran glutamina (1 unidad), prolina (1 unidad), serina (1 unidad), tirosina (1
unidad) y asparagina (3 unidades).

Las composiciones de aminoacidos de los compuestos B y C se analizaron de manera similar. Se encontré que los
compuestos B y C tenian los mismos aminoacidos, en la misma proporcion, que el compuesto A.

Ejemplo 6: Efecto del aislado F727 de Bacillus sp. sobre Botrytis en Plantas de Tomate

Se trataron plantas de tomate (Solanum lycopersicum) var. Roma con sobrenadante de una fermentacion de F727.
Cada planta se pulverizé con aproximadamente 3 ml de sobrenadante de fermentacion libre de células. Las plantas
se dejaron secar y después se inocularon con 2 ml de una suspension de esporas de Botrytis cinere a una
concentracion de 6,67 x 107 esporas/ml. Una planta de control se pulverizé con agua desionizada, dos plantas de
control negativo se pulverizaron solo con esporas (a concentraciones de 1x107 esporas/ml y 6,67x107 esporas/ml), y
una planta de control positivo se pulverizé con SWITCH® 65,2 WG (Cypronidil y Fludioxonil, comercializado por Bayer
Crop Sciences, Inc.), en una relacion de 396,89 gr/ 0,378541 m3/4046,86 m? (14 0z/100 gal/acre). Los tratamientos se
realizaron por triplicado. Las plantas se colocaron en un recipiente de plastico transparente en una sala de crecimiento
con luces y control de temperatura constante. La valoracidon de la enfermedad se realizé6 8 dias después del
tratamiento. Las plantas se evaluaron para determinar la gravedad de la enfermedad mediante la evaluacion visual de
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un area foliar sintomatica de la enfermedad y se obtuvo una valoracion de la enfermedad. Véase, por ejemplo, WC
James (1971) "A Manual of Assessment Keys in Plant Diseases." American Phytopathological Society. ISBN 978-0-
89054-081-7. Los resultados, mostrados en la Figura 9, muestran que la gravedad de la enfermedad se redujo del 65
% (control infectado, no tratado) al 40 % en plantas infectadas tratadas con sobrenadante de F727.

En experimentos adicionales, se probaron diluciones de dos veces, cuatro veces y diez veces de WCB de F727.
Usando WCB de dos fermentaciones por separado, se observo una reduccion en la gravedad de la enfermedad en
las tres diluciones.

Ejemplo 7: Efecto del aislado F727 de Bacillus sp. sobre Mildiu Velloso en Lechuga

Se plantaron plantas de lechuga (Lactuca sativa) var. Celtuce, a una densidad de cuatro plantulas por maceta. Cada
maceta se pulverizé con 2 ml de sobrenadante de fermentacion de F727.

Las plantas se dejaron secar y después se inocularon con 2 ml de una suspension de esporas de Bremia lactuca
(mildiu velloso) (1 x 10° esporas/ml). Los tratamientos se realizaron en 5 repeticiones. Las plantas tratadas se
incubaron en bandejas selladas con una cubierta de plastico, a 15 ° C en una camara de crecimiento con un fotoperiodo
de 12 horas. 10 dias después del tratamiento, se evalud la gravedad de la enfermedad como se describe en el Ejemplo
6.

Los resultados se muestran en la Figura 10. La gravedad promedio de la enfermedad en el control no tratado fue del
54,47 %, mientras que las plantas tratadas con F727 mostraron una gravedad de la enfermedad solamente del 14,64
%. La gravedad de la enfermedad en las plantas tratadas con F727 fue comparable a la obtenida después del
tratamiento de plantas con el control quimico RIDOMIL® GOLD EC (4% p/p de metalaxil-M y 64 % p/p de mancozeb)
(150 ppm a.i.) Syngenta, que proporcioné una gravedad del 11,67 %.

En experimentos adicionales, se probaron diluciones de dos veces, cuatro veces y diez veces de WCB de F727.
Usando WCB de dos fermentaciones por separado, se observd una reduccion en la gravedad de la enfermedad en
las tres diluciones.

Ejemplo 8: Comparacion del efecto del aislado F727 de Bacillus sp. con ELEVATE

Se trataron plantas de tomate (Solanum lycopersicum) var. Roma con 3 ml de sobrenadante de fermentacion de F727
y se dejaron secar. Después se inocularon las plantas con aproximadamente 2 ml de suspensiéon de esporas de
Botrytis cinerea (2,8 x 107 esporas/ml). Un subconjunto de las plantas infectadas se pulverizd por segunda vez con
F727, después de 2 horas o después de que el primer tratamiento estuviera seco. Las plantas inoculadas también se
trataron con agua (control negativo) y ELEVATE® 50 WDG (Fenhexamid, Bayer Crop Science, Inc.) como control
positivo.

Los tratamientos se realizaron en repeticiones de 4. Nueve dias después del tratamiento, se evalué la gravedad de la
enfermedad como se describe en el Ejemplo 6. Los resultados se muestran en la Figura 11. La gravedad de la
enfermedad para el control con agua fue del 38,3 %, mientras que el control positivo (ELEVATE® 50 WDG,
Fenhexamid, Bayer Crop Science, Inc.) redujo la gravedad de la enfermedad al 13,33 %. Las plantas tratadas con 1x
y 2x sobrenadante de F727 tuvieron una gravedad de la enfermedad de 8,3 y 5 % respectivamente.

Ejemplo 9: Efecto del sobrenadante de F727 sobre la infeccion por B. cinerea en pimientos

Se pulverizaron plantas de pimiento (Capscicum annuum) var. Serrano con aproximadamente 2 ml de sobrenadante
de F727 y se dejaron secar. Después se inocularon las plantas con 2 ml de una suspension de esporas de Botrytis
cinerea (2,7x107 esporas/ml). Las plantas se trataron por triplicado. Trece dias después del tratamiento, se evalud la
gravedad de la enfermedad y se compard con un control no tratado (pulverizado con agua) y un control positivo
(pulverizado con Elevate® 50 WDG (Fenhexamid, Bayer Crop Science, Inc.) aplicado a la relacion de etiqueta.

Los resultados, mostrados en la Figura 12, indican que el control de la enfermedad en plantas infectadas por Botrytis
cinerea que habian sido tratadas con F727 fue comparable al obtenido mediante el tratamiento de plantas con
Elevate®.

Ejemplo 10: Evaluacion de caldo de células completas, sobrenadante y células de F727, producidos por
fermentacion en tres medios contra mildiu polvoriento en pepino.

Las células de F727 se fermentaron en tres medios de crecimiento diferentes (SPY, SMP y TSB). Se pulverizaron
plantas de pepino de dos semanas (Cucumis sativus) var. SMR58 con aproximadamente 3 ml de caldo de células
completas de F727, sobrenadante de F727 o células F727 obtenidos de cada una de estas tres fermentaciones. Las
células se sedimentaron, después se resuspendieron en sulfato de magnesio 10 mM para pulverizacion. Se realizaron
cuatro repeticiones por tratamiento. Las plantas se dejaron secar durante dos horas antes de pulverizarse con
aproximadamente 2 ml de una suspension de esporas de mildiu polvoriento a una concentracion de 3,0x10%
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esporas/ml, que se habia preparado a partir de una planta infectada. Después, se incubaron las plantas en una sala
de crecimiento hasta el desarrollo de la enfermedad, y se evalué la gravedad de la enfermedad como se describe en
el Ejemplo 6.

Los resultados, expresados como porcentaje de control de enfermedad, se muestran en la Figura 13. Se observo
actividad antifiungica en pepino con células completas, caldo de células completas y sobrenadantes celulares
obtenidos de los tres medios.

Ejemplo 11: Evaluacion de la eficacia de caldo de células completas, sobrenadante y células de F727,
producidos por fermentacion en tres medios contra Botrytis cinerea en tomate.

Se pulverizaron plantas de tomate de dos semanas (Solanum lycopersicum) var. Stupice con aproximadamente 2 ml
de caldo de células completas de F727, sobrenadante de F727 o células F727, cada uno preparado a partir de tres
fermentaciones por separado en diferentes medios de crecimiento (SPY, SMP y TSB). Las células se sedimentaron y
se resuspendieron en sulfato de magnesio 10 mM para pulverizacion. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento.
Las plantas se dejaron secar durante una hora, después se colocaron en condiciones hiumedas para abrir los estomas.
Se pulverizé aproximadamente 1 ml de una suspension de esporas de Botrytis cinerea preparada a partir de una placa
de agar cultivada de diez dias de antigiiedad a 1,0x107 esporas/ml en caldo de maltosa Sabouraud al 2 % sobre cada
planta. Se incubaron las plantas en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 12 horas hasta el desarrollo de
la enfermedad, y se evalud la gravedad de la enfermedad como se describe en el Ejemplo 6.

Los resultados, expresados como porcentaje de control de enfermedad, se muestran en la Figura 14. Se observo
actividad antifungica en tomate con células completas, caldo de células completas y sobrenadantes celulares
obtenidos de los tres medios.

Ejemplo 12: Evaluacion de la eficacia del caldo de células completas de F727, productos comerciales basados
en Bacillus y caldo de células completas de F727 mezclados con Regalia® contra el mildiu polvoriento en
pepino.

Se pulverizaron plantas de pepino de dos semanas (Cucumis sativus) var. SMR58 en la primera hoja verdadera con
aproximadamente 3 ml de: Regalia® al 5 % (Renoutria sachalinensis, Marrone Bio Innovation, Inc., Davis, CA) a
1:2000, Regalia® al 5 % a 1:200, caldo de células completas de F727, caldo de células completas de F727 + Regalia®
al 5% a 1:2000, Serenade® (Bayer Crop Science, Inc.) a 1:200, Sonata® (Bayer Crop Science, Inc.) a 1:200,
Vacciplant® (Laboratoires Goemar S.A.) a 40 pl/50 ml, Companion® (Growth Products, Ltd.) a 1:200 y Double Nickel
55® (Certis USA, L.L.C.) a 0,06 g/50 ml. Se prepararon cuatro repeticiones por tratamiento. Las plantas se dejaron
secar durante dos horas antes de que se pulverizara sobre cada planta aproximadamente 2 ml de una suspension de
esporas de mildiu polvoriento a una concentracion de 3,0x10% esporas/ml. Las plantas se incubaron en una sala de
crecimiento hasta el desarrollo de la enfermedad.

Los resultados, mostrados en la Figura 15, indican que el caldo de células completas de una fermentacién de aislado
F727 de Bacillus sp. (identificado como WCB MBI-110 en la Figura) es mas eficaz contra el mildiu polvoriento que
muchos fungicidas existentes. Los resultados para Regalia® con y sin sobrenadante de F727 se muestran en la Tabla
6. El coeficiente de sinergia de Colby indica que existe sinergia entre el caldo de células completas de F727 y Regalia®
al 5 % a 1:2000.

Tabla 6
. Gravedad % de Colby Coeficiente de Sinergia de
Tratamiento Media Control Esperado Colby
WCB de F727 92,5 2,6 - -
Regalia 1:2000 (v/v) 30 68,4 - -
Regalia 1:2000 9v/v) en
WCB de F727 8 91,6 69,3 1,32

Ejemplo 13: Evaluacioén de la eficacia del caldo de células completas de F727, Regalia® y Double Nickel 55®
contra Phytophthora infestans en tomate

Se pulverizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum) var. Stupice en una etapa de dos hojas verdaderas con
aproximadamente 2 ml de caldo de células completas de F727, Regalia® a 1:200 (Marrone Bio Innovations, Inc.) y
Double Nickel 55® a 0,06 g/50 ml (Certis USA, L.L.C.). Se dejo secar las plantas antes de pulverizarlas hasta cubrirlas
con una solucion de esporas de Phytophthora infestans, a una concentracion de 10* esporas/ml, preparadas a partir
de hojas de tomate infectadas. Las plantas se incubaron en una camara de crecimiento a 20 °C con luz artificial. Tres
dias después del tratamiento, se evalué la gravedad de la enfermedad en las plantas como se describe en el Ejemplo
6.

Los resultados, mostrados en la Figura 16, indican que el caldo de células completas de una fermentacién de aislado
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F727 de Bacillus sp. (identificado como WCB MBI-110 en la Figura) proporciona una protecciéon mas fuerte contra
infeccion de tomates con P. infestans.

Ejemplo 14: Evaluacién del control de F727 de Sclerotium rolfsii in vitro

El aislado F727 se fermentd en medio liquido y el sobrenadante se elimind por centrifugacion. La mitad del
sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0,2 ym. Se colocaron esclerocios individuales de Sclerotium rolfsii en los
centros de placas de Petri de 10 cm y se colocaron cuatro discos de 0,5 cm de diametro por placa a una distancia de
2 cm del hongo y a distancias iguales entre si. Se afiadieron sobrenadante de F727, sobrenadante de F727 filtrado y
Pristine® (BASF) a 0,5 ml/l a los discos en partes alicuotas de 12,5 pl, hasta que dos discos opuestos contenian un
total de 25 ul y los otros dos contenian 50 ul. Se prepararon dos placas por tratamiento. Las placas se incubaron a 25
°C durante tres dias.

El porcentaje de inhibiciéon para cada sustancia de prueba se determin6é midiendo el crecimiento micelial desde el
esclerocio hasta el borde mas alejado de la colonia hacia cada disco. Los resultados, mostrados en la Figura 17,
indican que los sobrenadantes tanto filtrados como no filtrados de F727 fueron eficaces para inhibir el crecimiento de
S. rofsii en el ensayo de disco. El sobrenadante sin filtrar fue consistentemente mas eficaz que el filtrado y su eficacia
fue comparable a la del patron comercial.

Ejemplo 15: Evaluacion del control de F727 de Rhizoctonia solani en soja

Los granos de cebada estériles se inocularon con Rhizoctonia solani y se incubaron durante 1-2 semanas. Los granos
se secaron, se entremezclaron y se mezclaron con arena en una proporcién uno a uno para generar un inodculo de R.
solani. El suelo se mezclé completamente con este indculo hasta un volumen de 500 ml de suelo por maceta, se regé
con 100 ml de agua y se incubd en una sala de crecimiento durante 24 horas. El caldo de células completas de aislado
de F727 se preparé a una dosificacion del 100 %, 50% y 25%. Después se inundo6 el suelo con 40 ml de cada dilucion
de caldo, y se sembraron nueve semillas de soja en cada maceta. Para cada repeticion, habia tres macetas y tres
repeticiones por tratamiento. Las plantas se incubaron en una sala de crecimiento durante 14 dias. Se evaluaron la
germinacion, la altura de la planta, el peso del brote fresco y el peso de la raiz fresca.

Se determinaron las medidas de los rodales (Tabla 7), la emergencia (Tabla 8), el peso promedio del brote (Tabla 9)
y la altura media del brote (Tabla 10). Los resultados indican que el caldo de células completas de F727 aumenté la
emergencia, el peso y la altura de los brotes en plantas de soja infectadas con R. solani.

Tabla 7
Tratamiento N | Patrones ( Media de 3 Dev. | Agrupacion de
rep) tipica Fisher
Control 1 no inoculado; tratado con agua 3 24,7 1,16 A
Control 2 no inoculado; caldo de células completas | 3 25,0 1,00 A
de F727 al 100 %
3- tasa de inoc 1:1600; caldo de células completas | 3 11,0 3,61 B
de F727 al 100 %
4- tasa de inoc 1:1600; caldo de células completas | 3 11,7 2,52 B
de F727 al 50 %
5- tasa de inoc 1:1600; caldo de células completas | 3 8,0 3,61 B
de F727 al 25 %
6- tasa de inoc 1:1600; control con agua 3 12,0 1,00 B
ANOVA p < 0,0005 LSD a =0,05
Tabla 8
Tratamiento N | Emergencia (Media de 3 rep) | Dev. Agrupacion de
tipica Fisher
Control 1 no inoculado; tratado con agua 3 247 1,16 A
Control 2 no inoculado; WCB de F727 al| 3 25,0 1,00 A
100 %
3- tasa de inoc 1:1600; caldo de células| 3 18,0 2,65 B
completas de F727 al 100 %
4- tasa de inoc 1:1600; caldo de células| 3 18,3 1,16 B
completas de F727 al 50 %

(continuacién)
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Tratamiento N | Emergencia (Media de 3 rep) | Dev. Agrupacion de
tipica Fisher
5- tasa de inoc 1:1600; caldo de células| 3 14,7 3,21 B
completas de F727 al 25 %
6- tasa de inoc 1:1600; control con agua 3 15,3 1,16 B
ANOVA p < 0,0005 LSD a =0,05
Tabla 9
Tratamiento N| Peso Promedio del Brote (g) (Media de 3 | Dev. | Agrupacion de
repeticiones) tipica Fisher
Control 1 no inoculado; tratado 22,4 0,87 A
con agua
Control 2 no inoculado; WCB de 24.8 2,09 A
F727 al 100 %
3- tasa de inoc 1:1600; WCB de 11,2 3,23 B
F727 al 100 %
4- tasa de inoc 1:1600; WCB de 12,0 1,71 B
F727 al 50 %
5- tasa de inoc 1:1600; WCB de 8,9 2,88 B
F727 al 25 %
6- tasa de inoc 1:1600; control | 3 10,5 1,21 B
con agua
ANOVA p < 0,0005 LSD a =0,05
Tabla 10
Tratamiento N Altura del Brote (cm) (Media de 3 Dev. Agrupacion de
repeticiones) tipica Fisher
Control 1 no inoculado; tratado|74 13,1 3,27 A
con agua
Control 2 no inoculado; WCB de |75 14,0 3,132 A
F727 al 100 %
3- tasa de inoc 1:1600; WCB de | 54 7,9 3,641 B
F727 al 100 %
4- tasa de inoc 1:1600; WCB de |55 7,3 5,052 BC
F727 al 50 %
5- tasa de inoc 1:1600; WCB de |44 6,1 5,52 C
F727 al 25 %
6- tasa de inoc 1:1600; control con | 46 6,0 5,144 C
agua
ANOVA p < 0,0005 LSD a =0,05

Ejemplo 16: Evaluacion del control de F727 de patégenos de plantas bacterianos in vitro

Se inoculé un ml de agua estéril con un asa de cada uno de los patégenos de las plantas bacterianos, Erwinia
amylovora, Pseudomonas syringae, Bacillus cereus, Erwinia carotovora, Xanthomonas campestris, Xanthomonas
arboricola o Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, de placas de agar dextrosa de patata (PDA) cultivadas.
Las bacterias se resuspendieron y se sembraron en estrias 100 pl de resuspension del patégeno en una placa de agar
PDA y se dejaron absorber en la placa durante 10-15 minutos. Se aplicaron discos de filtro estériles al agar y se
cargaron con 20 pl de fracciones de VLC de F727 (10 mg/ml en metanol) o combinaciones de las fracciones de VLC.
Las fracciones se obtuvieron de una fermentacion de aislado F727 de Bacillus sp. en medio V8 como se describe en

el Ejemplo 5, anterior.

Las placas se incubaron 24-48 horas y después se inspeccionaron para detectar la aparicion de una zona de inhibicion
alrededor del disco del filtro, lo que indica la susceptibilidad del patégeno a la fraccion de F727. Los resultados se

muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11: Susceptibilidad de patégenos bacterianos a fracciones de F727

@ 3 0 o) o o
s5 | 5§ 5 <S | E2 | £s |82 2
P o ] () M) O + O O Q0L g
c > Eo © =l IS g0 T C ¢S
Muestra de F727 ) = » 38 c 2 S = oc g G
z > o= > Z o < £ < 8 S252
W g 2 @ = w5 25 | ES | B5og
< » e o Qg O g © oL =2
a ) x x E E
1. F727-F1 - + - - - + +
2. F727-F2 ++ - - - + - ++
3. F727-F3 ++ + - - + + +
4. F727-F4 ++ + - + - - -
5. F727-F5 + - +++ +++ - + +++
6. F727-F6 + - + - - - +
7.F727-F2+F3 - - - + - + ++
8. F727-F3+F5 - - + ++ - - +++
9. F727-F2+F6 - - - - - - +
10. F727-F4+F5 + - ++ +++ - - +++
11. F727-F4+F6 - - ++ - - - -
12. F727-F5+F6 - - +++ + R _ —

Clave: +++ muy susceptible, ++ susceptible, - resistente

La inhibicidon del mayor niumero de especies bacterianas se observo con la Fraccion 3. En consecuencia, esta fraccion
se sometié a un fraccionamiento adicional, tal como se describe en el Ejemplo 5, anterior. Adicionalmente, la fraccidn
5 muestra actividad antibacteriana contra Bacillus cereus, Erwinia carotovora y Clavibacter.

Ejemplo 17: Evaluacion de sobrenadante y extracto en bruto de F727, preparado en diferentes medios, para el
control de la germinacion de patégenos fungicos in vitro

El aislado F727 se fermentd en 12 medios liquidos diferentes. Las muestras de sobrenadante y extracto en bruto se
analizaron en un ensayo de germinacion de esporas dosis-respuesta. En una placa de 48 pocillos, se combinaron 100
ul de sobrenadante o muestra de extracto en bruto con 200 ul de agar dextrosa de patata (PDA) 1,5x y se dejo
solidificar. Se prepararon suspensiones de esporas de hongos fitopatégenos a las concentraciones mostradas en la
Tabla 12, y se dispensaron 50 pl de suspension de esporas sobre la parte superior de la mezcla de PDA/tratamiento.
Las placas se incubaron a 25 °C durante 3-5 dias, y se realiz6 una evaluacion visual de la germinacion de esporas de
hongos.

Los resultados se muestran en la Tabla 13. Todos los sobrenadantes probados inhibieron la germinacién de todos los
patégenos a la concentracion mas baja probada (3,13 %). La actividad de los extractos en bruto varié dependiendo de
los medios utilizados para cultivar las células F727 (una dilucion al 0,4 % del extracto en bruto fue la concentracion
mas baja probada). Esto indicé que la actividad de los extractos de F727 puede depender del medio en el que crecen
las células y, por lo tanto, la actividad éptima contra un patdégeno particular puede ajustarse en funcion del medio en
el que crecen las células. Por ejemplo, El medio M24 se puede utilizar para cultivar células cuyos extractos se dirijan
a Fusarium.

Tabla 12
Patégeno Concentracion de esporas usada
Fusarium oxysporum f. sp. fragariae 10* esporas/ml
Botrytis cinerea 10* esporas/ml
Verticillium dahliae 10° esporas/ml
Alternaria japonica 10* esporas/ml

Tabla 13: Concentracion inhibitoria minima del extracto en bruto de F727 de diferentes medios necesarios
para prevenir la germinacién de esporas de hongos

Media | Botrytis cinerea | Fusarium oxysporum f. sp. fragariae | Verticillium dahliae | Alternaria japonica
M1 0,40 % 1,56 % 0,40 % 0,40 %
M2 1,56 % 3,13 % 1,56 % 0,78 %
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(continuacién)

Media | Botrytis cinerea | Fusarium oxysporum f. sp. fragariae | Verticillium dahliae | Alternaria japonica
M3 0,40 % 0,78 % 0,40 % 0,40 %
M4 0,40 % 0,78 % 0,40 % 0,40 %
M5 1,56 % Sin inhibicién 3,13 % 0,40 %
M6 6,25 % Sin inhibicion 6,25 % 3,13 %
M7 25,00 % Sin inhibicion 12,50 % 0,78 %
M8 Sin inhibicién Sin inhibicién 50,00 % Sin inhibicién
M11 0,40 % 1,56 % 0,40 % 0,40 %

M12 0,40 % 3,13 % 0,40 % 0,40 %
M23 0,40 % 1,56 % 0,40 % 0,40 %
M24 0,40 % 0,40 % 0,40 % 0,40 %

Ejemplo 18: Evaluacion de las caracteristicas de crecimiento de las plantas de F727 in vitro

El aislado F727 se evalu6 para determinar las caracteristicas de crecimiento de las plantas in vitro, incluyendo la
capacidad de solubilizar fosfato, la produccién de ACC-desaminasa, la produccién de acido indol-3-acético (IAA), la
produccién de sideréforos (agar CAS) y la capacidad de crecer con metanol como la Unica fuente de carbono (agar
AMS). La solubilizacién de fosfato se evalué en agar azul de bromofenol-fosfato, la actividad ACC-desaminasa se
evalud en placas de agar con ACC como unica fuente de carbono y nitrégeno, la produccion de sideréforos se evalué
en agar CAS y la metilotrofia se evalué en un agar de sales minerales enriquecido con metanol como la uUnica fuente
de carbono. Tal como se muestra en la Tabla 14, El aislado de F727 dio positivo en todos estos rasgos de promocion
del crecimiento de las plantas.

Tabla 14
Solubilizacién de Fosfato ACC-deaminasa | IAA | agar CAS | agar AMS
F727 +++ +++ + ++ ++
Clave: +++: respuesta positiva muy fuerte, ++: respuesta positiva, +: respuesta positiva débil

Ejemplo 19: Analisis de vigor de semillas tratadas con F727

Se esterilizaron en superficie semillas de maiz, soja, trigo, arroz, sorgo y tomate durante seis minutos con lejia al 1 %
y se enjuagaron con agua estéril cinco veces. Las semillas se sumergieron durante 24 horas en una suspension de
F727 preparada en sulfato de magnesio 10 mM. Las semillas se secaron durante 30 minutos para el Experimento
nuamero 1y durante la noche para el Experimento numero 2. Se permitid que las semillas germinaran en toallas de
papel humedas durante varios dias, y se midi6 el peso total fresco de las semillas.

Los resultados se muestran en la Tabla 15 e indican que el aislado F727 de Bacillus sp. promovi6 el crecimiento del
maiz, soja, sorgo y tomate.

Tabla 15
Experimento n.° 1 Experimento n.° 2

Peso fresco total (gramos) Peso fresco total (gramos)
Control F727 Control F727
Maiz n.° 14,06 13,81 Maiz* 22,96 25,67
Soja 5,46 12,22 Soja 18,65 15,34

Trigo 3,83 3,61 Trigo 3,19 3,2
Arroz 1,47 1,32 Arroz 1,31 1,25
Sorgo 0,89 2 Sorgo 1,12 1,346
Tomate 0,38 0,58 Tomate 0,34 0,43

n.° var. Kandy Korn
* var. Trucker's Favorite Yellow, Boone County White y Silver King.

Ejemplo 20: Actividad antifungica contra Aspergillus niger

Se evaluo caldo de células completas (WCB) de una fermentacion de aislado F727 de Bacillus sp. para determinar su
efecto inhibitorio sobre el patdgeno posterior a la cosecha Aspergillus niger, en un ensayo de inmersién de fruta. Se
usé WCB sin diluir y diluido en agua estéril a concentraciones de 5 %, 20 % y 50 %.
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Las uvas verdes esterilizadas se sumergieron durante cinco segundos en cada una de las concentraciones de WCB,
y después se colocaron en un estante dentro de una caja de verduras. Una vez que la fruta estaba seca, cada caja
recibié 24 pulverizaciones de inoculo de A. niger ajustado a 3 x 10° esporas/ml. Se afiadieron 100 ml de agua
desionizada a cada caja debajo del estante para aumentar la humedad, y las cajas se sellaron y se incubaron a
temperatura ambiente. Se incluyeron en el experimento dos cajas de verduras, cada una con 5 uvas por tratamiento.
Se us6 un tratamiento con agua como control negativo y se uso el producto comercial Switch como control positivo.

El porcentaje de enfermedad de cada fruta se determiné observando la cobertura micelial en cada uva. Los resultados
se muestran en la Tabla 16 e indican que WCB de F727 muestra una actividad anti-Aspergillus significativa.

Tabla 16. Porcentaje de enfermedad de A. niger en uvas después de un tratamiento de inmersién con WCB
de F727 después de 12 dias de crecimiento.

Tratamiento % de Enfermedad Promedio Agrupacion
Agua 71 A
5 % de WCB 77,5 A
20 % de WCB 34 B
50 % de WCB 20,5 BC
100 % de B. WCB 10 C
Switch @ 104,85 gr/l (14 oz/gal) 3,5 C

Ejemplo 21: Promocion del crecimiento en maiz

Las semillas de maiz se plantaron en una mezcla de tierra para macetas, en macetas con un diametro de 10,16 cm (4
pulgadas), a una densidad de 10 semillas por maceta. Las macetas sembradas se inundaron en el momento de la
siembra y una semana después con caldo de células completas de F727. Las macetas se incubaron en un invernadero.
Se evaluaron un total de 10 plantas por maceta y 9 macetas por tratamiento.

Se registré el peso fresco total después de 2 semanas de crecimiento. Las plantas de control (inundadas con agua)
tenian un peso fresco promedio de 21,48 + 4,02 g, mientras que las plantas que habian se habian inundado con WCB
de F727 tenian un peso fresco promedio de 26,5 + 3,55 g. Estas diferencias son estadisticamente significativas, segun
lo determinado por Minitab ANOVA Tukey's. Estos resultados proporcionan evidencia adicional de la actividad de
promocion del crecimiento de WCB de F727.

Ejemplo 22: Control de Mildiu Velloso Bremia lactucae sobre lechuga mediante inundacion de suelo con caldo
de células completas de F727

Las esporas de mildiu velloso (Bremia lactucae) se obtuvieron cortando hojas que contienen esporas de plantas
infectadas cultivadas en cajas de cultivo y agitando las hojas en 50 ml de agua desionizada. Después se filtro el liquido
a través de una malla de nailon de 100 um. El nimero de esporas en el liquido filtrado se conté en un hemocitdometro,
y el liquido se ajustd con agua desionizada para contener 5x10* esporas/ml.

Para la preparacioén del caldo de células completas (WCB), la cepa F727 de Bacillus se cultivd en medio SPY durante
24-72 horas a 25 °C.

Se planté lechuga (c.V. Celtuce) en macetas de 63,5 cm (2,5 pulgadas) a una densidad de seis plantas por maceta.
Las plantas se llevaron a una camara de crecimiento a 16 °C con un fotoperiodo de 12 horas. Después de 10 dias de
crecimiento, el suelo se inundd con 20 ml de WCB de F727.

Una hora después de inundar, se pulverizé aproximadamente 1 ml de la suspensiéon de esporas de Mildiu Velloso
descrita anteriormente en cada maceta de plantas de lechuga. Durante las primeras 48 horas después de la
inoculacion, las macetas se incubaron en bandejas de plastico cubiertas. Posteriormente, se incubaron durante 8 dias
a 16 °C con un fotoperiodo de 12 horas.

Para cada cotiledon, la gravedad de la enfermedad se calificé como porcentaje de la superficie de la hoja que estaba
enferma, y se determind la gravedad promedio para cada maceta de plantas. Los resultados para las plantas tratadas
(inundacién del suelo) y de control no tratadas (UTC) se compararon usando una prueba t, y se muestran en la Tabla
17 y la Figura 18. Los resultados muestran una reduccion estadisticamente significativa (p = 0.0036) de la gravedad
de la enfermedad Mildiu Velloso en plantas de lechuga que recibieron una inundacién de suelo con caldo de células
completas de F727.

Tabla 17: Efecto de la inundacion del suelo con WCB de F727 en la infeccion de lechuga por mildiu velloso
(prueba t de dos muestras suponiendo varianzas iguales)
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UTC Inundacién con MBI-110

Gravedad media de la enfermedad 69,49306 32,125
(%)

Varianza 342,5953 345,2292
Observaciones 12 4
Varianza agrupada 343,1597

Diferencia Media Hipotética 0

df 14

Stat t 3,49392

P(T<=t) dos colas 0,003578

t critica de dos-colas 2,144787

Ejemplo 23: Sinergia entre el caldo de células completas de F727 y Bacillus amyloliquefaciens en el control de
Mildiu polvoriento Sphaerotheca fuliginea en pepino

Se preparo un indculo de Sphaerotheca fuliginea enjuagando las hojas de pepino infectadas con agua desionizada y
filtrando el enjuague a través de dos capas de estopilla.

Las plantas de pepino en la etapa de dos hojas verdaderas se pulverizaron con 2 ml de tratamiento (véase mas
adelante) y se dejaron secar durante tres horas, después de lo cual las plantas se inocularon cepillando las hojas con
2 ml de indculo de S. fuliginea a una concentracion de 2,5x10° conidios/ml.
Los tratamientos fueron los siguientes (con tres repeticiones por tratamiento):

1. Agua (control negativo)

2. caldo de células completas de F727 (maxima fuerza)

3. caldo de células completas de F727 (fuerza del 50 %)

4. caldo de células completas de F727 (maxima fuerza) + Double Nickel 55 (0,3362 gr/m?, 3 Ibs./acre)

5. caldo de células completas de F727 (fuerza del 50 %) + Double Nickel 55 (0,3362 gr/m?, 3 Ibs./acre)

6. Double Nickel 55 (0,3362 gr/m?, 3 Ibs./acre)
Para la preparacioén del caldo de células completas, se dejo crecer F727 en medio SPY durante 5 dias. Double Nickel
55 es una preparacion comercial de B. amyloliquefaciens (Certis USA, Columbia, MD), que tiene actividad fungicida
de amplio espectro, incluida la actividad contra Mildiu Polvoriento.
Después de la inoculacion, las plantas se incubaron en una sala de crecimiento a una temperatura de
aproximadamente 25 °C durante diez dias, en ese momento se evaluaron visualmente para determinar la gravedad
de la enfermedad, que se evalu6 como porcentaje de la superficie de la hoja que estaba enferma. Los resultados, que
se muestran en la Tabla 18, se analizaron utilizando el programa informatico estadistico Minitab 16 (Minitab, State
College, PA) y se evalud la posible sinergia calculando el coeficiente de sinergia de Colby. Colby (1967) "Calculating

synergistic and antagonistic responses of herbicide combinations." Weeds 15:20-22.

Tabla 18: Efecto del caldo de células completas de F727 y mezclas con Double Nickel 55, en el control del
mildiu polvoriento sobre el pepino.

Tratamiento Gravedad de la enfermedad (%)* | % de Control (E) | Ee* | E/Ee
Control con agua 83,3+2,9 (A) 0,0
WCB MBI-110 al 100 % 77587 7,0
WCB MBI-110 al 50 % 61,3+22,9 26,5
WCB MBI-110 al 100 % + DoubleNickel 55 25,0+ 0,0 (B) 70,0 0,12| 5,6
WCB MBI-110 al 50 % + DoubleNickel 55 33,6 £ 25,0 (B) 59,5 0,32] 1,8
DoubleNickel 55 78,8+13,2 (A) 55

32



10

15

20

25

30

35

40

ES 2774163 T3

(continuacién)
Tratamiento | Gravedad de la enfermedad (%)* | % de Control (E) | Ee#| E/Ee

Los datos para la gravedad de la enfermedad se presentan como medias y desviaciones tipicas. Las medias que
no tienen la misma letra son significativamente diferentes (p < 0,05) usando la prueba LSD de Fisher.

N.° Ee es la eficacia esperada de la formula de Colby (Colby, 1967): Ee=A+B-AB/100, donde A y B son las
eficacias de los productos individuales; existe una sinergia si la eficacia de la combinacién (% control, E) es
mayor que Ee (E/Ee> 1,0).

Los resultados en la Tabla 18 indican que el caldo de células completas de F727 sinergiza fuertemente con Double
Nickel en el control de Mildiu Polvoriento, con coeficientes de sinergia Colby de 5,6 y 1,8, respectivamente, para caldos
de células completas de fuerza completa y media fuerza.

Ejemplo 24: Promocién del crecimiento de las plantas utilizando formulaciones de talco de caldo de células
completas de F727

Se prepar6 una formulacion de talco mezclando un transportador seco hecho de talco (1 kg), carboximetilcelulosa (10
g), carbonato de calcio (15 g) y caldo de células completas de F727 en una proporcion 1:1 (p/v) de mezcla de
transportador seco: WCB. La mezcla se sec6 durante la noche y después se sometié a molienda fina. Esta formulacion
se aplicé de dos maneras. En el primer método, se aplicé al suelo en la siembra, debajo de la semilla (maiz de campo)
como una aplicacion en surco. En el segundo método, la formulacion de talco se disolvié en agua y se us6 para cebar
las semillas durante la noche antes de plantar. Se us6 agua como control. Las plantas se cultivaron durante dos
semanas en un invernadero y se pesaron.

Los resultados de estos analisis se muestran en las Tablas 19 y 20. La aplicacién en surcos dio como resultado un
aumento del 16 % en el peso fresco promedio (Tabla 19), mientras que el cebado dio como resultado un aumento del
15 % en el peso fresco promedio (Tabla 20). Por tanto, WCB de F727 posee actividad de promocién del crecimiento.

Tabla 19: Aplicacién en surco de formulacién de talco de WCB de F727
Peso fresco promedio (g) | DT %

Control 25,8 2,63| 100
F727 30,18 1,03 (116,98

Tabla 20: Imprimacién de semillas con formulacién de talco de WCB de F727
Peso fresco por planta (g) | %
Control 0,65 100

F727 0,75 115

Ejemplo 25: Fraccionamiento del caldo de células completas de F727

La cepa F727 se cultivé en un litro de un medio de fermentacion adecuado (por ejemplo, SPM, SPY, TSB, V8) durante
48-72 horas a 25 °C. Se extrajo un litro de caldo de células completas con resina Amberlite XAD-7 agitando la
suspension celular con la resina a 155 rpm durante dos horas a temperatura ambiente. La resina y la masa celular se
recogieron por filtracion a través de estopilla y se lavan con agua desionizada para retirar las sales. La resina, la masa
celular y la estopilla se remojaron durante 2 horas en acetona, después de lo cual la acetona se filtro y se secé al
vacio, usando un evaporador rotatorio, para proporcionar un extracto en bruto.

El extracto en bruto se fraccioné por cromatografia liquida al vacio C-18 en fase inversa. En un esquema de
fraccionamiento previo (Ejemplo 5 y Figura 1), se encontrd actividad plaguicida en las Fracciones 3 (corte de metanol
al 40-60 %) y 4 (corte de metanol al 60-80 %). Para maximizar la cantidad de actividad en una sola fraccion, el
procedimiento de VLC C-18 de fase inversa se alterd, como se muestra en la Tabla 21, para proporcionar un corte de
metanol al 50-80 % (Fraccion 4). Los Compuestos A, B y C se purificaron después, de la Fraccion 4 por HPLC C-18
como se describe en el Ejemplo 5.

Tabla 21: Fracciones de VLC de extracto de F727 en Amberlite

Fraccioén: Eluatos a:
1 20 % de metanol
2 40 % de metanol
3 50 % de metanol
4 80 % de metanol
5 100 % de metanol

(continuacién)
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Fraccioén: Eluatos a:

6 50 % de metanol:acetonitrilo

Ejemplo 26: Estructura del Compuesto A determinada por analisis MS/MS

El compuesto de PM 1044 de la Fraccion 4 (Compuesto A) se analizé por espectroscopia de masas por ionizaciéon por
electropulverizacion/espectroscopia de masas (ESIMS/MS, por sus siglas en inglés) para obtener la secuencia de sus
aminodcidos constituyentes. Los resultados se muestran en la Figura 19. Basandose en estos resultados, se determiné
que el compuesto A tenia la estructura de péptido ciclico que se muestra en la Figura 20.

Ejemplo 27: Actividad bactericida de compuestos y fracciones de VLC

Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae, Xanthomonas arboricola, Acidovorax avenae subsp. citrulli y Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis se sembraron en placa en agar dextrosa de patata. Después de la acumulacion
de suficiente biomasa, se retiré una carga completa de cada patdgeno de su placa y se suspendié en agua estéril. Se
sembraron en estrias 100 pl de cada suspension sobre una placa de agar dextrosa de patata y se dejaron absorber
en la placa durante 10-15 minutos.

Las muestras de las fracciones 4 y 5 de VLC, como se describe en el Ejemplo 25, y de los compuestos A (PM = 1044),
B (PM=1058) y C (PM = 1072) de la Fraccion 4 de VLC descrita en el Ejemplo 25 se prepararon a 5 mg/ml en metanol,
y se realizaron 5 series de diluciones en serie de dos veces de cada muestra en agua (es decir, se probaron
concentraciones entre 0,15625 mg/ml y 5 mg/ml, en incrementos de concentracion de dos veces). Se aplicaron discos
de filtro estériles a las placas de agar y los discos se cargaron con 20 ul de cada muestra. Las placas se incubaron a
25 °C durante 3 dias y después se observaron para determinar zonas de inhibicién del crecimiento alrededor de los
discos de filtro, lo que indica la susceptibilidad del patégeno a la muestra. Si se detecto inhibicion, se determiné la
concentracion minima de muestra que muestra actividad inhibitoria. Los resultados se muestran en la Tabla 21. Las
fracciones 4 y 5 poseen actividad inhibitoria contra Erwinia caratovora y Clavibactermichagensis, mientras que los
Compuestos A y B inhiben el crecimiento de Acidovorax avenae.

Tabla 21: Concentracion minima de la muestra que inhibe el crecimiento del patégeno

Patégeno Com;;uesto CompBuesto Compcuesto Fraccion4  Fraccion 5
Erwinia carotovora Sin inhibicion  Sin inhibicion  Sin inhibicion 1,25 mg/ml 1,25 mg/ml
Pseudomonas syringae Sin inhibicion  Sin inhibicion  Sin inhibicion . .S|.n” Sin inhibicion
inhibicion
Xanthomonas arboricola Sin inhibicion  Sin inhibicion  Sin inhibicion . .S'.n. . Sin inhibicion
inhibicion
Clavibacter michiganensis subsp. i inhinicion  Sin inhibicién  Sin inhibicién 2,5 mg/ml  0,15625 mg/ml
michiganensis
Acidovorax avenae subsp. citrulli 5 mg/ml 5mg/ml  Sininhibicion ., 5™ Sin inhibicién
inhibicion

Ejemplo 28: Actividad fungicida de compuestos y fracciones de VLC

Las muestras de las fracciones 4 y 5 de VLC, como se describe en el Ejemplo 25, y de los compuestos A (PM = 1044),
B (PM =1058) y C (PM =1072) de la Fraccion 4 de VLC descrita en el Ejemplo 25 se prepararon a 5 mg/ml en metanol.
Las diluciones en serie de cada muestra se prepararon en una placa de 48 pocillos. La concentracidon mas alta de
cada muestra analizada fue de 500 pg/ml (10% de la concentracion original) y las muestras se diluyeron posteriormente
en serie en agua en incrementos de dos veces a una concentracion de 3,9062 pg/ml. Se afiadieron 100 ul de muestra
de dilucién a cada pocillo, seguido de 200 pl de agar dextrosa de patata (PDA) 1,5X, y la mezcla se dejo solidificar
después, durante 10-15 minutos.

Colletotrichum cereale, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, and Verticillium dahliae se sembraron en placa sobre
PDA y se incubaron a temperatura ambiente hasta que el crecimiento de micelios cubri6 toda la placa. Se afiadié agua
estéril a cada placa y se us6 un esparcidor estéril para desplazar los micelios y las esporas. La suspension se pasé a
través de un filtro para separar el micelio y las esporas. Las esporas se contaron con un hemocitémetro y se ajustaron,
diluyendo con agua, a una concentracion de 10° - 10* esporas/ml.

Phytophthora capsici se colocé en placas sobre agar PARP y se cultivé a temperatura ambiente hasta que se observo
un crecimiento micelial suficiente. Se afiadio agua estéril a la placa y se usé un esparcidor para desplazar las esporas.
La placa se incubd en una camara Conviron a 16 °C durante 1-2 horas hasta que el esporangio liberé las zoosporas.
Las esporas se recogieron después en un tubo, se contaron con un hemocitémetro, y la suspensién de esporas se
ajustd, con agua, a una concentracion de 10-3-10* esporas/ml.
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Se inocularon 50 pul de la solucion de esporas de cada patdgeno en cada pocillo de muestra. Las placas se incubaron
a 25 °C durante 4-5 dias, y se observo después, para determinar la inhibicién de la germinacion de esporas en los
pocillos, lo que indica la susceptibilidad del patégeno a la muestra. Si se detectd inhibicion, se determind la
concentracion minima de muestra que muestra actividad inhibitoria. Los resultados se muestran en |la Tabla 22.

Tabla 22: Concentraciones minimas de muestras que inhiben la germinacion de las esporas
Patégeno Comp. A Comp. B Comp.C Fraccion 4 Fracciéon 5

Botrytis cinerea 500 pg/ml 250 pg/ml 62,5 ug/mi 125 pg/ml  Sin inhibicién
Phytophthora capsici  Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicién Sin inhibicion Sin inhibicion
Fusarium oxysporum 500 pg/mi 500 pg/mi 500 pg/mi 500 pg/ml  Sin inhibicién

Verticillium dahliae 500 pg/ml 125 pg/ml 125 pg/ml 125 pyg/ml Sin inhibicién
Colletoctrichum cereale 125 pg/ml 62,5 yg/ml 31,25 pg/ml 62,5 pg/ml  Sin inhibicién

Los Compuestos A, B, y C y la Fraccion 4 inhibieron la germinaciéon de esporas de todos los patdgenos fungicos
probados, excepto P. capsici. El Compuesto C y la Fraccion 4 mostraron las actividades inhibidoras mas altas.

DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO
El siguiente material bioldgico se deposité conforme a los términos del Tratado de Budapest depositados en la

Coleccion de Cultivos del Servicio de Investigacion Agricola (NRRL), 1815 N. University Street, Peoria, lllinois 61604
USA, y se le dio el siguiente numero:

Depdsito Numero de registro Fecha del depésito
cepa F727 de Bacillus sp. NRRL B-50768 1 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 a la cual tiene
derecho bajo 37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S.C. §122. El depésito representa un cultivo sustancialmente puro de la cepa
depositada. El depdsito esta disponible 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.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Marrone Bio Innovations, Inc
Asolkar, Ratnakar
Cordova-Kreylos, Ana-Lucia
McCort, Christopher

Wilk, Debora

Todd, Carly

Su, Hai

Marrone, Pamela

<120> Cepa de Bacillus sp. con Actividad Antifungica, Antibacteriana y de Promocion del Crecimiento
<130> MOI-42034-PCT

<150> 61683174
<151> 14/08/2012

<150> 13835677
<151> 15/03/2013

<160> 13

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 1250

<212> ADN
<213> Secuencia de 16S FD1 de cepa F727 de Bacillus sp.
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<220>

<221> misc_feature
<222> (931)..(931)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (944)..(944)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1003)..(1005)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (1008)..(1008)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1015)..(1016)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1058)..(1058)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1069)..(1069)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1079)..(1079)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1093)..(1093)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(1098)..(1110)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1117)..(1119)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (1122)..(1122)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1124)..(1124)
<223>nesa,c,got

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1128)..(1130)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (1135)..(1137)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1141)..(1141)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1144)..(1144)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1149)..(1150)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1152)..(1154)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1157)..(1157)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1159)..(1160)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (1165)..(1168)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1173)..(1178)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(1182)..(1182)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1185)..(1194)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1196)..(1197)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

ES 2774163 T3
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<222> (1199)..(1204)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1207)..(1208)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1210)..(1211)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1215)..(1215)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1217)..(1221)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (1223)..(1228)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1232)..(1234)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1236)..(1238)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1240)..(1240)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1242)..(1245)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1247)..(1247)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1249)..(1250)
<223>nesa,c,got

<400> 1

ES 2774163 T3

38



tatacatgca
tgagtaacac
taccggatge
acagatggac
gcgtagccga
acgggaggca
gtgagtgatg
cgaatagggc
agccgeggta
aggcggtttc
ctggggaact
gagatgtgga
gcgaaagcgt
tgctaagtgt

ctggggagta

tggagcatgt
acaatcctag
tcagctcgtg
tgccagcatt
natnacgtnn

nnnnaannan

<210> 2
<211> 1231
<212> ADN

agtcgagcgg
gtgggtaacc
ttgtttgaac
ccgcggcgcea
cctgagaggyg
gcagtaggga
aaggttttcg
ggcaccttga
atacgtaggt
ttaagtctga
tgagtgcaga
ggaacaccag
ggggagcgaa
tagggggttt

cggtcgcaag

ggtttaattc
agataggacg
tcgtgagatg
canttggnnn
annnatncnn

ngggncnnnn

ES 2774163 T3

acagatggga
tgcctgtaag
cgcatggttce
ttagctagtt
tgatcggcca
atcttccgea
gatcgtaaag
cggtacctaa
ggcaagcgtt
tgtgaaagcc
agaggagagt
tggcgaagge
caggattaga
ccgeccectta

actgaaactc

gaagcaacgc
tceceettegg
ttgggtaagt
nnnnnnnnnn
gccecennnntg

ngnnnnnnaa

gcttgetceee
actgggataa
aaacataaaa
ggtgaggtaa
cactgggact
atggacgaaa
ctctgttgtt
ccagaaagcc
gtccggaatt
ccecggctcaa
ggaattccac
gactctctgg
taccctggta
gtgctgcage

aaaggaattg

nagaacctta
gggcagagtg
cccgcacnag
actgccnnna
acnnnnnnca

annncnnncn

<213> Secuencia de 16S RD1 de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 2

39

tgatgttagce
ctcecgggaaa
ggtggcttceg
cggctcacca
gagacacggc
gtctgacgga
agggaagaac
acggctaact
attgggcgta
ccggggaggyg
gtgtagcggt
tctgtaactg
gtccacgeceg

taacgcatta

acgggggccc

ccangtcttg
acnnnggngc
cgcaaccent
cnanccgnnn
cncennnnnn

cnnnngngnn

ggcggacggg

ccggggctaa
gctaccactt
aggcaacgat
ccagactcct
gcaacgccgce
aagtgccgtt
acgtgccagce
aagggctcgce
tcattggaaa
gaaatgcgta
acgctgagga
taacgatgag
agcactcecge

gcacaagcgg

acatcctctg
atggnngtcg
tgatcttant

aaggnnnggqg

nnnnanngnn

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1250



tcatctgtce
acaaactctc
atgctgatcc
cgaactgaga
gtccattgta
caccttcecte
taagatcaag
gacaaccatg
cagaggatgt
accgcettgtg
ggcggagtge
cactcatcgt
ttcgetecect
ccacatcctce
tcaagtttce
acttaaagaa
ctacgtatta
gtcagtgccg
actcatcacc
cctececgtagg
gcctagtgag
<210> 3

<211> 1459
<212> ADN

<213> Secuencia consenso de 16S de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 3

caccttegge
gtggtgtgac
gcgattacta
acagatttgt
gcacgtgtgt
cggtttgtca
ggttgecgcecte
caccacctgt
caagacctgg
cgggccccecg
tttaatgcgt
tttacggcgt
cagcgtcagt
tacgcatttce
ccagtttcca
acccgectge
ccgegettge
cctattcgga
tccacgegeg
gttggegttt

cgttacctca

ES 2774163 T3

ggctggctce
gggcggtgtg
gcgattccag
gggattggcet
agcccaggtce
ccggcagtca
gttgcgggac
cactctgcce
taaggttctt
tcaattcctt
tagctgcage
ggactaccag
tacagaccca
acccggctac
atgacccctce
gagcccttta
ttggcacgtt
acggtacttg
tgctecgtcag
ctctcagtce

cccacctagg

ataaaggtta
tacaaggccce
cttcacgcag
taacctcgeg
ataaggggca
ccttagagtg
ttaacccaac
ccgaagggga
cgegttgett
tgagtttcag
actaaggggc
ggtatctaat
gagagtcgcc
aacgtggaat
cceggttgag
cgcccaataa
agtagccegtg
ttcttcecta
aactttcegtce
agtggccata

Cc

40

cctcaccgac
gggaacgtat
tcgagttgeca
gtttcgectge
tgatgatttg
cccaactgaa
atctcacgac
cgtcctatct
cgaattaaac
tcttgecgace
ggaaaccccce
cctgtteget
ttcgeecccac
tccactctce
ccegggggcet
ttccggacac
gcttttetgg
cacagagctt
atgcgaagat

cgtcagtagce

ttcgggtgtt
tcacecgegge
gactgcgatc
cctttgttcet
acgtcatccce
tgctggcaac
acgagctgac
ctaggattgt
cacatgctcc
gtactcccca
taacacttag
ccecccacgcet
tggtgttcct
tcttetgeac
ttcacatcag
gcttggcecac
ttagttaacc
tacgatcgaa
cctactgcetg

tacccatcgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1231



10

15

tatacatgca
tgagtaacac
taccggatge
acagatggac
gcgtagccga
acgggaggca
gtgagtgatg
cgaatagggc
agccgeggta
caggecgggtt
ggaaactggg
aaatgcgtag
ctgacgctga
cgccgtaaaa
cgcattaaag
gggggcccgce
caggtcttga
caggtggtge
agcgcaaccce
gacaaaccgg
cacacgtgct
caaatctgtt
agtaatcgeg
tcacaccacg
ccgaaggtgyg
<210> 4

<211> 20
<212> ADN

agtcgagcgg
gtgggtaacc
ttgtttgaac
ccgeggegea
cctgagaggyg
gcagtaggga
aaggttttcg
ggcaccttga
atacgtaggt
tctttaagtce
gaaacttgag
aggatgtgga
gggagcgaaa
cgatgagtgce
cactccgect
acaagcggtg
catcctcectga
atggttgtcg
ttgatcttag
aggaaggtgg
acaatggaca
ctcagttcgg
gatcagcatg
agagtttgta

gacagatga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador FD1, producido de forma sintética en laboratorio

<400> 4

agagtttgat cctggctcag 20

<210>5
<211>17

ES 2774163 T3

acagatggga
tgcctgtaag
cgcatggttce
ttagctagtt
tgatcggcca
atcttccgea
gatcgtaaag
cggtacctaa
ggccaagcgt
tgatgtgaaa
tgcagaagag
ggaacaccag
gcgtggggga
taagtgttag
ggggagtacg
gagcatgtgg
caatcctaga
tcagctcgtg
ttgccagcat
ggatgacgtc
gaacaaaggg
atcgcagtct
ccgcggtgaa

acacccgaag

gcttgetceee
actgggataa
aaacataaaa
ggtgaggtaa
cactgggact
atggacgaaa
ctctgttgtt
ccagaaagcc
tgtccggaat
gcceceeggge
gagagtggaa
tggggcgaag
gcgaacagga
ggggtttceg
gtcgcaagac
tttaattcga
gataggacgt
tcgtgagatg
tcagttggge
aaatcatcat
cagcgaaacc
gcaactcgac

tacgttcceceg

tcggtgaggt

41

tgatgttagce
ctcecgggaaa
ggtggcttceg
cggctcacca
gagacacggc
gtctgacgga
agggaagaac
acggctaact
tattgggcgt
tcaaccgggg
ttccacgttg
gcgactctct
ttagataccc
cceccecttagtg
tgaaactcaa
agcaacgcga
cceetteggg
ttgggttaag
actctaaggt
gcccecttatg
gcgaggttaa
tgcgtgaage
ggccttgtac

aacctttatg

ggcggacggg
ccggggctaa
gctaccactt
aggcaacgat
ccagactcct
gcaacgccgce
aagtgccgtt
acgtgccagce
aaagggctcg
aggggtcatt
tagccgggtyg
gggtctgtaa
tggtagtcca
ctgcagctaa
aggaattgac
agaaccttac
ggcagagtga
tccecgecaacg
gactgccggt
acctgggcta
gccaatccca
tggaatcgct
acaccgcccg

gagccagccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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1380

1440

1459
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RD1, producido de forma sintética en laboratorio

<400> 5
aaggaggtga tccagcc 17

<210>6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador recAf, producido de forma sintética en laboratorio

<400> 6

gatcgtcarg cagscytwga t 21
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador recAr, producido de forma sintética en laboratorio

<400>7
ttwccracca taacsccrac 20

<210>8

<211> 560

<212> ADN

<213> Secuencia de recA directa de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 8

aacattcggc aaggttccat catgaaactc ggggaaaaga
gttccgageg gttceccttge acttgatacc gectcectceggaa
cggattattg aagtatacgg acctgaaagc tcaggtaaaa
attgctgaag ttcaggagaa aggcggacaa gccgcattta
gaccctgttt acgcgcaaaa gctcggtgta aatattgagg
gatacgggag agcaggcgct tgagattgcc gaagcgcetgg
atcgtagttg tcgactctgt tgecggegett gtcccgaaag
ggggattcce acgtcggttt gcaggcccgt ttgatgtctce
ggtgccatca ataaatctaa aacaatcgca atctttatta

ggcgttaggg tcggaaaaaa

<210>9

<211> 567

<212> ADN

<213> Secuencia de recA inversa de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 9

42

cggatacaag
taggcggata
cgactgtage
ttgatgctga
agctgctgcet
tacgaagcgg
ctgaaatcga
aagcgctcceg

accaaattcg

aatttcaaca
ccecgegegga
gcttecatgeg
gcatgccctt
ttctcagect
agccgtcgat
aggagacatg
taagctttce

tgaaaaagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

560
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20

25

gtataagatt
agacatcaaa
tttcgggaca
cagcgcttceg
ctcaatattt
aaatgcggct
tttacctgag
tccgagageg
cttttececeeg
catatcwaag
<210> 10

<211> 505
<212> ADN

gcgattgttt
cgggcctgcea
agcgccgcaa
gcaatctcaa
acaccgagct
tgtcecgectt
ctttcaggtc
gtatcaagtg
agtttcatga

rctgwawtra

ES 2774163 T3

tagatttatt
aaccgacgtg
cagagtcgac
gcgectgete
tttgcgegta
tctcectgaac
cgtatacttce
caagggaacc
tggaaccttt

mratcaa

gatggcaccg
ggaatcccce
aactacgata
tceccegtatcea
aacagggtca
ttcagcaatc
aataatccgt
gctcggaact

gccgaattgt

gaaagcttac
atgtctcectt
tcgacggcete
ggctgagaaa
agggcatgct
gcatgaagcg
ccgegegggt
gttgaaattc

ttttctattt

<213> Secuencia Consenso de recA de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 10

aaggttccat
gttcecettge
aagtatacgg
ttcaggagaa
acgcgcaaaa
agcaggcgcect
tcgactctgt
acgtcggttt
ataaatctaa
<210> 11

<211> 20
<212> ADN

catgaaactc
acttgatacc
acctgaaagc
aggcggacaa
gctcggtgta
tgagattgcc
tgcggegett
gcaggcccgt

aacaatcgca

<213> Secuencia artificial

<220>

ggggaaaaga

gctctcggaa
tcaggtaaaa
gccgecattta
aatattgagg
gaagcgctgg
gtccecgaaag
ttgatgtctce

atctt

cggatacaag
taggcggata
cgactgtagc
ttgatgctga
agctgctgcet
tacgaagcgg
ctgaaatcga

aagcgctcceg

aatttcaaca
ccecgegegga
gcttcatgeg
gcatgccctt
ttctcagect
agccgtcgat
aggagacatg

taagctttce

<223> cebador phoR-f, producido de forma sintética en laboratorio

<400> 11

ttyarytcat grgavacatt 20

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador phoR-r, producido de forma sintética en laboratorio

43

ggagcgcttg
cgatttcagce
cgcttegtac
gcagcagctc
cagcatcaat
ctacagtcgt
atccgectat
ttgtatccgt

gcttaagagce

gttccgageg
cggattattg
attgctgaag
gaccctgttt
gatacgggag
atcgtagttg
ggggattccce

ggtgccatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

567
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180

240

300
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505
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<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>nesa,c,got

<400> 12

ggntayaaan argaggagcc

<210> 13
<211> 998
<212> ADN

ES 2774163 T3

20

<213> Secuencia de phoR inversa de cepa F727 de Bacillus sp.

<400> 13

tegttgtcetg
cttcatcege
gactccttga
gccgtacatt
caggcagacg
cggcgattca
aaacggcggg
aaatgtgggg
atacgaatat
agctgtctaa
gtctcgggeg
atatgcagcg
tagacgggag

atcctgaacg

ggctggtcga
tcaaaatcga

aatggaaaag

tatcatattg
caaggaaaga
cgccggcecaa
agatatcgac
cgctgatgac
gaacggagag
atatgtgctc
catgctggct
gacctcecegt
ggggaactat
cgctatgaac
cgaccgcecctg
aggctttatt

tctgettegg

agacatcttt
acggcgctat

gcattgttct

gttttcagtg
acggagggac
gtaaacaata
gtgtcecgtat
tcggctataa
aaagtatggc
gtttcectege
gcaagccttt
tacaaaaggt
gacgcccgcet
agcctegetg
ctgaccgtca
aatctcgtga

cgtctctace

atgacagaaa
tttgaggttg

cgtgtttcat

ttcteggect
agcttgaaaa
aaagaaacga
taaatgaaaa
aggaattcgt
atggaacggc
ggatcgataa
gtactgcecttt
caatcgactc
cctacggcgg
tggatttgat
tcgaaaatat
acaggtcgta

atgacgcatt

cgaagaaacg
acggcgtccce

gatatgac

44

tttcttgecag
ggaagccgca
aacggtcatt
aggcegeggt
ctceccegtaat
ccttaaaaac
aggttcgaat
tattattatc
cgcgacaaaa
gtacgcaaga
ggaaatgacg
cggatcaggt
tacgaagcag

tgagcatgag

ccagctgctce

gattatgggce

cagctcattt
tacatagccg
aaagatgcca
ttatatcact
aaaaatgcgg
gccgecggec
ataacagggg
gttttettet
gtggccactg
cgctcagacce
agaacgcagg
ttgattttaa
ttccatacaa

gaaatcattc

acgcttccca

cctgacgatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

998
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:
(a) un sobrenadante, filtrados, extractos o caldo de células completas recogido del cultivo de la cepa F727 de
Bacillus (N.° de registro NRRL B-50768), en donde el sobrenadante, los filtrados, los extractos o el caldo de células
completas tiene actividad plaguicida o de promocién de crecimiento; y
(b) al menos uno de un transportador, diluyente, tensioactivo o adyuvante.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un plaguicida quimico o biolégico o
agente promotor del crecimiento.

3. Un método para modular la infestacion de plagas en una planta que comprende:
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.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde el plaguicida es un hongo o una bacteria.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde el hongo se selecciona del grupo que consiste en Aspergillus, Alternaria,
Bremia, Sphaerotheca, Colletotrichum, Fusarium, Verticillium, Botrytis, Sclerotinia, Sclerotium, Rhizoctonia y Bipolaris.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde la composicién inhibe la germinacién de esporas.

7. El método de la reivindicacion 4, en donde la bacteria se selecciona del grupo que consiste en Bacillus, Erwinia,
Acidovorax y Clavibacter.

8. El método de la reivindicacion 3, en donde el plaguicida es Phytophthora.

9. El método de la reivindicacién 3 aplicando una composicién de la reivindicacion 2, en donde la plaga es un hongo
y el plaguicida se selecciona del grupo que consiste en extracto de Reynoutria sachalinensis (centaurea negra) y cepa
D747 de Bacillus amyloliquefaciens.

10. Un método para modular el crecimiento de una planta o la germinacion de una semilla que comprende poner en
contacto dicha planta, su sustrato de cultivo o una semilla de dicha planta con una cantidad de la composicién de las
reivindicaciones 1-2, eficaz para modular el crecimiento de dicha planta o germinacién de dicha semilla.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde la formulacién es una formulacién de talco.
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F727
1L (WCB)

l extraccion de resina XAD-7

Extracto en bruto I

VLC C-18
Metanol: Agua (20 % a 100 %), después
lavado con Metanol: Acetonitrilo al 50 %

20%1 40%1 60%‘ 80%] 100%] 50%]
Fracciones 1 2 3 4 5 6

HPLC

tvoy 4oy b
F3H11 I FaH14 FaH17
Compuesto A Compuesto B Compuesto C

FIG. 1
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Abundancia Relativa
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Medicién de la zona de inhibiciéon en cm
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Resultados del bioensayo fungicida
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% de control de Mildiu polvoriento en pepino
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Mildiu polvoriento en pepino

| 002: | eeboy

0L L-19IN 9OM U 000Z:| ellebay

% 0002:} eieboy

D F AN
pepauwajua ap
[oQuoo ap slejuasiod

@ 002: | uoiuedwon

% ((zou01) B 6v'caz

002: | opeuslss

(a10®) 9g'gpOY

FIG. 15

‘jueldiooep

30LL-1gm oM

§ 0021 eleuog
{e108),w 9g'9p0Y
3/(alL) B9 ‘esy

*|o%oIN 81gnog

_n_ enby

oo
=

Phytophthora infestans en tomate

100 -

o
»

cCoo oo o
O M~ O WD T M

pEpawIsjus ap
|o1juo9 ap slejusoiod

o
N

o

o

" WBC MBI-110

Double Nickel

FIG. 16

Regalia

Agua DI

57



Porcentaje de inhibicion
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Porcentaje de inhibicidon de Sclerotium folfsii por F727
a diferentes proporciones
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Gravedad de la enfermedad (%)
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Inundacion con MBI-110
frente a Lechuga con Mildiu Velloso
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