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contiene y uso de la misma.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de la
agrobiotecnologia, dado que describe vy reclomo una cepa nueva de
la bacteria Sfreptomyces sp, lamada CACIA-1.46HGO que es capaz
de inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos que afectan diversos
cultivos horticolas. Dicha cepa de Streptomyces fue aislada del suelo
en el Estado de Hidalgo, México, especificamente en el municipio de
Mineral del Monte. La utilizacidbn de esta cepa ayuda a disminuir
considerablemente el uso de abonos y de pesticidas quimicos, que
pueden generar resistencia en los hongos patdégenos de plantas vy
danar considerablemente el medio ambiente y la salud de los

humanos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las plagas que afectan a las plantas se encuentran entre los mdés
importantes agentes bidticos que causan pérdidas y danos graves a los
productos agricolas. Las plagas que afectan a los cultivos pueden ser
iInsectos, nematodos, hongos, bacterias y virus. Por tanto, estas plagas

necesitan ser controladas para asegurar la produccidon de los alimentos
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que provienen del campo. Historicamente las prdcticas de Cul’nvo y
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agronomicas han hecho uso frecuentemente de la aplicacidon de
productos quimicos para controlar las diversas plagas. Sin embargo, Ia
contaminacion ambiental causada por el uso excesivo de los
agroquimicos ha generado un cambio de actitud hacia su uso.

En la actualidad, existen estrictas regulaciones sobre el uso de
productos guimicos en el campo, muchos de los cuales han sido
retirados del mercado. En consecuencia, se han venido desarrollando
diversas ol’rerno‘rivos al uso de estos compuestos para el control de las
plagas y enfermedades de las plantas (Baker KF. 1987. Annu. Rev.
Phytopathol. 25:67-85; Cook RJ. 1993. Annu. Rev. Phytopathol. 31:53-80).

EL Control Bioldgico de las enfermedades de las plantas ha sido
considerado como un metodo alternativo y viable para el manejo de las
enfermedades de las plantas. Se considera que el control bioldgico es
ambientalmente seguro y en muchos casos es la uUnica opcidn
disponible para proteger a las plantas contra los organismos que las
atacan.

El control bioldgico emplea enemigos naturales de plagas vy

patdgenos para erradicar o controlar su poblacidn. Esta practica se

leva a cabo mediante la introduccidon de especies exdticas, o bien,
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mediante el uso de especies nativas obtenidas directamente de lg
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region o lugar en el que se presenta la enfermedad de las plantas.

Una de las razones por las cuales muchos de los cultivos agricolas
y sus productos no son destruidos completamente por las enfermedades
O plagas es por la presencia de agentes de control bioldgico en el suelo
donde se redlizan los cullivos, refiriéndose a estos agentes como
aqguellos organismos capaces de antagonizar con las plagas o
patogenos, reduciendo sus efectos nocivos. Los agentes de confrol
bioldgico pueden funcionar a través de varios modos de accidn como:
la antibiosis, el parasitismo, la competencia, la hipovirvlencia, y Ia
Induccion de respuestas de defensa de las plantas. Es de primordial
importancia conocer |la proporcion y temporalidad que pueda llevarse
a cabo en cada modo de accidon. Este tipo de informacidn puede
obtenerse de estudios In vitro o usando plantas crecidas bagjo
condiciones de esterilidad, donde la actividad potencial de estos
agentes puede ser valorada.

El término Control Bioldgico se refiere a la reduccidn de lo
densidad o de las actividades productoras de enfermedades de un
patogeno o pardsito, en su estado activo o durmiente, lograda de

manera natural o a traves de la manipulacidn del ambiente, del

N b, . W
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hospedero o de antagonistas del patogeno o plaga que se quiere
R
controlar.

En relacion a los microorganismos, el Control Bioldgico se puede
definr como la utilizacidn de microorganismos antagonistas para el
control de enfermedades, entendiéndose por antagonistas, aquellos
organismos que interfieren en la supervivencia o desarrollo de los
patogenos.

Las investigaciones sobre la utilizacion de organismos benéficos
que protejan contra las enfermedades e induzcan el crecimiento de
las plantas esta en pleno auge, debido a las restricciones cada vez
mMaQAs fuertes que existen con respecto al uso de fungicidas quimicos vy lo
produccion de fertilizantes, cuya aplicacion y fabricacidn generan una
gran cantidad de contaminantes perjudiciales para el medio ambiente
v la salud humana.

Los hongos que causan enfermedades en las plantas son
consideradas como los agentes microbianos mds importantes que
causan serias peéerdidas econdmicas anualmente en la agricultura.
Enfermedades que se desarrollan sobre la madera, hojas, flores, raices

y frutas han sido controladas usando agentes bioldgicos (Agrios NA.

1988. Plant Pathology. 3°. Edicidn. Academic Press, USA. pp. 220-222).
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plantas provocadas por hongos empleando bacterias benéficas, es
una alternativa muy Iinteresante a el uso de los fungicidas quimicos
(Rahman et al., 2007. Asian J. Plant Sci. 6:12-20; Li et al., 2008. Biocontrol
53:931-944; Talubnak y Soytong, 2010. J. Agr. Tech. 6:47-585), que
pueden causar que surjan huevas cepas de hongos resistentes a estos
quimicos como consecuencia de emplearse por largos periodos de
tiempo.

Los actinomicetos son un grupo de bacterias ampliamente
distribuidas en ambientes terrestres y acudticos, son gram positivas, la
mayoria  presenta crecimiento miceliar  filamentoso y  son

preterentemente aerobias (Goodfellow y Wiliams, 1983. Ann. Rewv.

_ Microbiol. 37:189-216). Constituyen un grupo diverso desde el punto de

vista de su morfologia y se distinguen de otras bacterias gram positivas
por presentar en su DNA un alto contenido de G + C (Lacey, 1997. Ann.
Agric. Environ. Med. 4:113-121). Una caracteristica que se les ha
explotado a estas bacterias es la capacidad de producir un gran
numero de metabolitos secundarios bio-activos de alto valor comercial
(Omura, 1986. Microbiol. Rev. 50:259-279; Takizawa et al., 1993. Appl.

Environ. Microbiol. §9:997-1002). El género Streptomyces es quien
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presenta el mayor numero de especies y del cual han sido purificadas

las moleculas (Bérdy, 2005. J. Antibiot. 58:1-26).

Diversos actinomicetos de origen marino y de suelos han sido
probados como agentes de control bioldgico contra hongos
patdgenos de plantas, que pueden ser de los géneros Colletotrichum
(Ahn et al., 2008. Plant Pathol. J. 24:24-30; Infra ef al., 2011. BMC
Research Notes. 4:98), Helminthosporium solani (Elson, 1997. Plan Dis.
81:647-652); especies de los géneros Aspergillus, Fusarium, vy
Trichoderma (Kokare et al, 2004. Current Science. 86:593-597);
Curvularia oryzae, Pyricularia orizae, Bipolaris oryzae y Fusarium
oxysporum (Ningthoujam et al., 2009. African J. Microbiol. Res. 3:737-
742); asi como contra Pyrenochaeta lycopersici (Fiume y Fiume, 2008.
Comm. Appl. Biol. Ghent University. 73:233-248). Especiaimente el
género Streptomyces ha sido el actinomiceto mds utilizado contra un
numero importante de hongos patdégenos de plantas en los que se ha
observado una reduccidon significativa en el crecimiento del hongo
(Yuan vy Crawford, 1995. Appl. Environ. Microbiol. 61:3119-3128;
Taechowisan et al., 2005. Microbiology. 151:1691-1695; Errakhi et al.,
2007. World J. Microbiol. Biotechnol. 23:1503-1509; Macagnan et al.,

2008. Biological Control. 47:309-314; Maldonado et al., 2010. Afr. J.

Microbiol. Res. 4:2451-2556).
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A este respecto, en la presente invencidn se ha detectado una

cepa nativa de Sfreptomyces sp. aislada de suelo, capaz de presentar
actividad contra patogenos, principalmente hongos patdégenos de
plantas. En donde la cepa de Sfreptomyces sp. estd adaptada a las
condiciones eddficas, climdticas y relacidn planta-microorganismo
necesaria para actuar como antagonista de los hongos que provocan
las enfermedades existentes en los cultivos nacionales, principalmente
de cultivos locales.

En el estado de la técnica no se encuentran documentos que
mencionen especificamente a la cepa de Streptomyces sp. descrita
en la presente solicitud, considerando que su desarrollo morfolégico vy
bioquimico estd diferenciodo de las cepas de Streptomyces
mencionadas en el estado de la técnica, como se mostrard en las
figuras y tablas respectivas.

Han sido publicadas diversas patentes y solicitudes de patente
sobre los usos de cepas de Sfreptomyces con actividad antifingica
contra hongos fitopatdogenos, pero que no afectan la patentabilidad
de la presente solicitud y citamos a continuacién las mds relevantes.

La patente de los Estados Unidos 4,534,965 describe un método y
una composicion para controlar la infeccidn de las semillas por hongos,

mediante el uso de él sobrenadante de un cultivo liquido de una cepa

7
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de Streptomyces, que ha crecido en un medio de sales minerales

suplementado con desechos de camardn secos y molidos y que se
utiliza para recubrir las semillas y controlar la infeccidn por hongos. A
diferencia de la patente mencionada, en la presente invencidon se
emplea una cepa de Sfreptomyces capaz de antagonizar
directamente con los hongos fitopatégenos, ademds la cepa de la
presente invencion muestra caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
claramente diferentes.

La patente de los Estados Unidos 5,279,829 se refiere a un
antibiotico complejo con actividad fungica obtenido de Streptomyces
NCIMB 40212, en particular contra hongos que atacan cultivos y al
hombre. La colonia bacteriana madura presenta caracteristicas como
es un micelio vegetativo de borde liso, de color brillante, inclusive
amarillo en agar nutritivo; asimismo, en el mismo medio desarrolla un
micello aereo abundante de color blanco que desarrollc
generalmente esporas de color gris. Durante la maduracidn de Ia
colonia se acumula un pigmento soluble en el medio de color amairillo
brillante. A diferencia de |la patente en cuestion, la cepa de
Streptomyces de la presente solicitud, desarrolla micelio vegetativo
amarillo claro que conforme madura la colonia adquiere una

coloracion cafée, micelio aéreo blanco, formacién de esporas en color

8
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aris, y secreta un pigmento al medio de color amarillo muy tenue. Estas

caracteristicas de la cepa, a diferencia de la reclamada en la patente
Norteamericanda, no cambian al emplear un medio de cultivo distinto,
es decir, las caracteristicas de la cepa son siempre la de presentar un
micelio vegetativo amarillo claro que conforme madura la colonia
adquiere una coloracidon café, micelio aéreo blanco y formacién de
esporas en color gris. Aunado a |lo anterior es claro que la morfologia
colonial de la presente invencion es diferente respecto a la patente en
comento, caracteres que en el grupo de los estreptomicetos nos
Indican que son cepas diferentes a nivel genético.

La patente de los Estados Unidos 5,403,584 se refiere a una
formulacion para biocontrol que tiene la capacidad de reducir la
susceptibilidad de las plantas a los hongos fitopatdégenos. La cepa de
Streptomyces sp. WYEC 108 es incorporada en un medio de liberacion
apropiado y aplicado a semillas o raices de las plantas. Esta cepa
presenta actividad antifungica contra diversos hongos fitopatdégenos,
ademdads de que pertenece a la especie S. lydicus, un rasgo importante
de la cepa es que forma una masa de esporas de color negro. A
diferencia de la invencidn en comento, la presente invencion describe
el uso de una cepa de Streptomyces que presenta como rasgo

iImportante la de desarrollar micelio aéreo blanco que desarrollan para

9
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formar una masa de esporas de color gris, sin llegar a adquirir color

negro en el medio de esporulacion.

La patente de los Estados Unidos 5,527,526, describe el uso de
dos cepas de Streptomyces sp., lamadas YCED 9 y WYEC 108, lo
primera identificada como S. violaceusniger o S. hygroscopicus y la
segunda como . lydicus. Ambas cepas presentan caracteristicas
morfoldgicas diferentes a la cepa de la presente invencidn, en
particular por que en la cepa de la presente invencion el micelio aéreo
se torna de blanco a gris durante el proceso de esporulacidn. Las
cepas de la patente en cuestion las describen como cepas de
Streptomyces que son capaces de inhibir el crecimiento de patdégenos
de plantas que estdn en el suelo e inducir el crecimiento de las plantas.
A diferencia de |la patente norteamericana en comento, la cepa de la
presente invencion presenta actividad antagonista contra hongos del
géenero Fusarium, Curvularia, Helminthosporium, Aspergillus vy
Rhizoctonia, tal y como se podra comprobar en los ejemplos de la
presente solicitud. Ademas, la cepa de la presente invencidn contiene
una secuencia de DNA del gen ribosomal 16S Unica, como se presenta

en la SEQ ID No. 1.

La patente de los Estados Unidos 6,558,940, describe una nueva

cepa de Streptomces sp. llamada CIMAP A.sub.1, aislada de suelo de

10
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CIMAP y que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos. Se menciona que la cepa de Streptomyces de la
invencién desarrolla colonias grises lisas, las cuales posteriormente
forman colonias discretas con aspecto liquenoide, en etapas
posteriores desarrolla micelio aéreo el cual adquiere una coloracion
cafe oscura, y una vez maduro desarrolla las cadenas de esporas.
Describen a la cepa con caracteristicas de inhibir el crecimiento de
diversos hongos fitopatdgenos de los géneros Rhizoctonia, Sclerotinia,
Pythium, Fusarium, Curvularia, Alternaria, Colletotrichum vy Thielavia.
Dentro de las diferencias que de la patente en cuestion, radica en el
presente invento esta basado en la actividad sobresaliente de una
cepa de Sfrepfomyces sp. contra hongos fitopatdégenos, en donde la
cepa de la presente invencion presenta claramente caracteristicas
morfologicas diferentes respecto a la cepa de la patente en comento.
Asimismo, la cepa de la presente invencidn, presenta actividades
antagonistas confra hongos fitopatdgenos de los géneros Fusarium,
Helminthosporium, Rhizoctonia, Aspergillus y Curvularia. Ademds, la
cepa de la presente invencidn confiene una secuencia de DNA del

gen ribosomal 16S Unica, como se presenta en la SEQ ID No. 1.

11
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En vista de los antecedentes de la invencidén, el problema

técnico gque se resuelve es la descripcidn, uso y procedimiento de
aplicacion de una cepa novedosa de Sfreptomyces capaz de
antagonizar con el crecimiento de hongos fitopatdégenos en plantas, 1o
cual hace que la presente invencion sea novedosqa, inventiva y con
una aplicacion industrial concreta para el campo de la agricultura, ya
que estad adaptada a las condiciones eddficas, climdaticas y relaciéon
planta-microorganismo necesaria para actuar como antagonista de
l0s hongos que provocan las enfermedades existentes en los cultivos
nacionales, principalmente de cultivos locales. Esto queda
comprobado con los ensayos de antagonismo contra hongos
fitopatdgenos, mismos que demostraron que la cepa generada supera
significativamente el rendimiento de otras cepas de Strepfomyces
aisladas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Streptomyces sp. cepa CACIA-1.46HGO. Cultivo puro
crecido en medio ISP2 durante 21 dias a una temperatura de 29° C; se
observan colonias maduras de forma circular y borde redondeado con
proyecciones filamentosas muy finas, superficie papilada y aspecto

craternforme, con desarrollo de micelio vegetativo de color café, del

12
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cual se desarrolla micelio aéreo blanco, del cual surge la masa de

esporas de color gris.
Figura 2. Caracteristicas morfologicas respecto a la asimilacion
de fuente de carbono de Sfreptomyces sp CACIA-1.46HGO. Placa de
5 24 pozos conteniendo 2 ml de medio agar ISP9 suplementado con
diferentes fuentes de carbono al 1%. De izquierda a derecha y de
arriba hacia abajo se muestran los pozos con las fuentes de carbono:
Sin fuente de carbono (conirol), glucosa, sacarosq, fructosa, rhamnosa,
raffinosa, D-xilosa, L-xilosa, glicerol, mio-inositol, manitol, almiddn,
10 fructosa, celobiosa y caseina. En cada pozo se inocularon 2 ul de Ia
suspension de esporas y se mantuvieron en incubacion por 14 dias a
una temperatura de 29° C. Se evalud el crecimiento y desarrollo de
micelio, y formacion de esporas como procesos morfofisioldgicos de |a
cepa en cada una de las condiciones de cultivo. Estas caracteristicas
15 de la cepa de la presente invencidon las diferencia de manera
importante de las cepas de las patentes norteamericanas previamente
discutidas.
Figura 3. Ensayos de confrontacion de Streptomyces sp. Vs
Helminthosporium sp (He). La cepa de Streptomyces sp. cepa CACIA-
20 1.46HGO (S-1.46) se confrontd contra el hongo fitopatdégeno He vy

posteriormente se evalud el porcentgje de inhibicidon del crecimiento

13
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del patdgenos despues de 7 dias de incubacidon a 29°C en medio AN.

La Inoculacion de la cepa S-1.46 se llevd a cabo a diferentes tiempos
antes de Inocular el hongo, de manera que se evidenciard |a
capacidad de inhibir el crecimiento de He respecto al tiempo.
Inicialmente $-1.46 y He se inocularon al mismo tiempo (0 d); en otro
experimento S-1.46 se inoculd 3 dias (3d) antes inocular al hongo, y
finalmente $-1.46 se inoculd 5§ dias {5d) antes de inocular al hongo. C;
control de crecimiento del hongo.

Figura 4. Ensayos de confrontacidon de Sfreptomyces sp. vs
Aspergillus niger (An). La cepa de Sfreptomyces sp. cepa CACIA-
1.46HGO (S-1.46) se confrontd contra el hongo An y posteriormente se
evalud el porcentaje de inhibicidn del crecimiento del patégenos
después de 7 dias de incubacién a 29°C en medio AN. La inoculacién
de la cepa $-1.46 se llevd a cabo a diferentes tiempos antes de
iInocular el hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de
iInhibir el crecimiento de An respecto al tiempo. Inicialmente S-1.46 y An
se inocularon al mismo tiempo {0 d); en otro experimento S-1.46 se
iInoculd 3 dias (3d) antes de inocular al hongo, vy finaimente S-1.46 se

iInoculo & dias (6d) antes de inocular al hongo. C; control de

crecimiento del hongo.

14
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Figura 5. Ensayos de confrontacion de STEEISE_YC?S SP. VS
Fusarium sp CDBB:1172 (Fu). La cepa de Streptomyces sp. cepa CACIA-
1.46HGO (S-1.46) se confrontd conira el hongo fitopatdgeno Fu y
posteriormente se evalud el porcentgje de inhibicion del crecimiento
del patdgenos después de 7 dias de incubacion a 29°C en medio AN.
La inoculacion de la cepa S-1.46 se llevd a cabo a diferentes tiempos
antes de inocular el hongo, de manera que se evidenciard la
capacidad de inhibir el crecimiento de Fu respecto al tiempo.
Inicialmente, S-1.46 y Fu se inocularon al mismo tiempo (0 d}; en otfro
experimento S-1.46 se inoculd 3 dias (3d) antes de inocular al hongo, y
finalmente S-1.46 se inoculd 5 dias (5d) antes de inocular al hongo. C;
control de crecimiento del hongo.

Figura 6. Ensayos de confrontacidn de Streptomyces sp. Vs
Curvularia sp (Cu). La cepa de Streptomyces sp. cepa CACIA-1.46HGO
(S-1.46) se confrontd contra el hongo fitopatdgeno Cu y posteriormente
se evalud el porcentgje de inhibicion del crecimiento del patdgenos
después de 7 dias de incubacion a 29°C en medio AN. La inoculacién
de la cepa S$-1.46 se llevd a cabo a diferentes tiempos antes de
iInocular el hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de

inhibir el crecimiento de Cu respecto al tiempo. Inicialmente S-1.46 se

inoculd al mismo tiempo que Cu (0 d); en otro experimento S-1.46 se

15
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inoculd 5 dias (5d) antes de inocular al hongo. C; control de
crecimiento del hongo.

Figura 7. Ensayos de confrontacidon de Strepfomyces sp. vs
Rhizoctonia sp (Rh). La cepa de Sfreptomyces sp. cepa CACIA-
1.46HGO (S-1.46) se confronté contra el hongo fitopatdégeno Rh vy
postertormente se evalud el porcentaje de inhibicidn del crecimiento
del patogenos después de 7 dias de incubacién a 29°C en medio AN.
La inoculacion de la cepa S-1.46 se llevd a cabo a diferentes tiempos
antes de inocular el hongo (0, 3 y 5 dias), de manera que se
evidenciard la capacidad de inhibir el crecimiento de Rh respecto al
flempo. Se incorpord otra cepa de Streptomyces sp. como control de
la actividad antagonista de S-1.46. En este caso se muestra el efecto
antagonista de $-1.46 (lado izquierdo de la imagen) al inocularla al
mismo tiempo que Rh (0 d).

Figura 8. Acftividad inhibitoria del crecimiento de hongos
fitopatdgenos por Strepfomyces sp. CACIA-1.46CA (S-1.46) respecto a
otros estreptomicetos, mediante ensayos de confrontacidén In vifro. La
cepa S-1.46 se confrontd contra Fusarium sp CDBB:1172 en cultivos
duales mantenidos en crecimiento por 7 dias a 29° C en medio AN. Se

Incorporé en el ensayo tres cepas de estreptomicetos aqisladas del

16
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mismo sitio de muestreo para comparar la ventgja de S-1.46 como

cepa antagonista. Todas las cepas se inocularon al mismo tiempo,

Incluyendo al hongo.

Figura 9. Actividad antifungica de sustancias difusibles
producidas por Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO. Inicialmente se

inoculan 3 pl de la suspension de esporas en el centro de una placa

Petri con medio agar ISP2 y se incuban por 15 dias a 29° C. Enseguida,
cerca del borde de la colonia (0.3 cm de distancia) se toman con un
sacabocado discos de agar de 0.8 cm de didmetro, los cuales se
colocan al centro de una placa Petri con medio PDA y al mismo
tiempo se colocan dos bloques de agar de 0.4 X 0.4 cm con el micelio
de Phytophthora capsici (Pc) en la orilla de |la placa y se mantienen
por 7 dias a 29° C. La placa control solo contiene los dos bloques de
agar de Pc ( foto del lado izquierdo).

Figura 10. Actividad antifungica de sustancias difusibles
producidas por Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO. Inicialmente se
inoculan 3 ul de la suspension de esporas en el centro de una placa
Pefrn con medio agar ISP2 y se incuban por 15 dias a 29° C. Enseguidaq,
cerca del borde de la colonia (0.3 cm de distancia) se foman con un
sacabocado discos de agar de 0.8 cm de didmetro, los cuales se

colocan al centro de una placa Petri con medio PDA y al mismo

17
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flempo se colocan dos blogues de agar de 0.4 X 0.4 cm con el micelio
de Curvularna sp (Cu) en la orilla de la placa y se mantienen por 7 dias
a 29° C. La placa control (foto del lado izquierdo) solo contiene los dos
bloques de agar de Pc.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una cepa de Streptomyces sp.,
con numero de acceso NRRL B-50596, capaz de antagonizar con
hongos fitopatdgenos de plantas que afectan cultivos horticolas.

En otro aspecto de la presente solicitud, se describe y reclama
un metodo para promover la resistencia a fitopatdégenos en plantas,
que comprende aplicar una cepa de Streptomyces sp. como Ia
mencionada anteriormente, a una planta, plantula, semilla de planta 6
al suelo, en condiciones efectivas para promover el crecimiento y la
resistencia a fitopatdégenos en la planta o en la planta crecida a partir
de dicha semilla; en donde dicha aplicacidn es llevada a cabo en
forma de solucidon liquida o en surco, aplicacidon directa en el suelo o
en mezclas para plantar, en forma sdlida tal como polvos o grdnulos, o
por tratamiento de las semillas de plantas.

Adicionalmente, se describe y reclama el uso de la multicitada

cepa para preparar una formulacidn agrondmica para promover la

18
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resistencia a fitopatdégenos, tales como hongos y/o bacterias en

plantas.

Por ultimo, es una modalidad adicional de la presente invencion,
describir y reclamar una formulacidon agrondémica, que comprende una
cepa de Strepfomyces sp. como la que se menciona anteriormente y
un vehiculo agrondmicamente aceptable, en donde dicha
formulacion agrondmica promueve la resistencia a bacterias y hongos
fitopatogenos en plantas, en donde dicha formulacion estd en forma
de polvo, suspension liquida o granulos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Aislamiento de Streptomyces sp.

La busqueda de estreptomicetos con la capacidad de funcionar
como microorganismos para el control bioldgico de hongos fito-
patdogenos, consistid en tomar una muesira compuesta de suelo a una
profundidad de enfre 0 a 10 cm; en la que dicha muestra consiste de 5
sub-muestras de suelo tomadas en un radio de 5 metros de distanciao
enfre cada. Una caracteristica importante del presente procedimiento
es la de aplicar un pre-tratamiento a la muestra de suelo gue consiste
en calentar el suelo a una temperatura de 70° C por una hora para
iIncrementar la poblacidn de los actinomicetos que forman esporas.

Diez gramos del suelo fratado se disolvié en 100 ml de agua destilada y

19
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de esta mezcla se prepararon diluciones seriales mismas que se

inoculan en medios de cultivo empleados en el aislamiento de los
estreptomicetos mediante procedimientos microbiologicos
convencionales. Adicionalmente, el procedimiento de aislamiento
consiste en la adicion de acido nalidixico a una concentracion de 12.5
ug/ml y ciclohexamida a 50 ug/ml en el medio de aislamiento,
pudiendo emplearse el medio ISP2. Aquellas colonias que emergieron
se seleccionaron y fueron consecutivamente inoculadas en cajas Petr
con medio agar ISP2 hasta la obtencidn de cultivos puros. La
produccion masiva de esporas se llevd a cabo mediante |o
iInoculacion de las cepas aisladas en cajas Petri con medio ISP2 por tres
a cuatro semanas hasta obtener un cultivo con crecimiento confluente
bien esporulado. El proceso para la obtencidn de las esporas para su
preservacion estd bien documentado en la literatura mediante los
procedimientos microbiolégicos estdndares que se emplean para este
grupo de bacterias (Shirling y Gottlieb, 1966. Int. J. Syst. Bacteriol. 16:313-
340).

Caracterizacion de la cepa de Streptomyces sp.

Los estreptomicetos aislados se crecieron en el medio ISP2 y sus
caracteristicas morfoldgicas se documentaron de acuerdo al

procedimiento descrito por Shirling y Gottlieb (1966). La cepa de

20
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Streptomyces sp CACIA-1.46HGO inicialmente produce colonias d

forma circular con borde redondeado que conforme maduran
sobresalen proyecciones filamentosas muy finas, superficie papilada y
aspecto crateriforme, con desarrollo de micelio vegetativo de color
cafe, que al madurar desarrolla micelio aéreo blanco del cual surge la

masa de esporas de color gris.

Diversas  caracteristicas  fisiolodgicas y  bioguimicas  se
determinaron para la cepa de la presente invencidn, mismas que se
presentan en la Tabla 1y Figura 2.

Tabla |

Caracteristicas de Sfrepfomyces sp. cepa CACIA-1.46CA

Prueba FuenteC C |E
Tincidon Gram + Ninguna +/- -
Hidrolisis de almiddn + D-glucosa |+ |+
Hidrolisis de caseina + Sacarosa +/- -
Produccion de melanina - L-xilosa - |-
Caracteristicas del cultivo en ISP2A D-xilosa + |-
Micelio vegetativo (reverso) Marron-Café [ Maltosa + |-
Micelio aereo Blanco caseina + |+

21
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Masa de esporas Gris oscuro almidon +

Pigmentos difusibles al medio  Amairillo claro | D-raffinosa

Produccion de enzimas extacelularess D-cellobiosa | +

Lipasa - D-fructosa

Asparaginasa + L-rhamnosa | +/-

Gelatinasa + Manitol
Myo-inositol
Glicerol

A Los experimentos se realizaron como se menciona en Shirling vy
Gottlieb (1966).

8 La actividad enzimdtica se determind mediante pruebas en placa
Petri empleando el medio ISP? como base suplementado con 3 % v/v
de aceite de oliva (lipasa), 1 % p/v L-asparagina (asparaginasa) y 1 %
p/v de gelatina (gelatinasa).

C Los experimentos de utilizacidn de la fuente de carbono se realizaron
en el medio ISP? como base suplementado con 1% (p/v) de cada
azucar y después de 14 dias de crecimiento.

** C, crecimiento del micelio vegetativo; interpretacion: (+), utilizacidn
posiiiva y desarrollo vigoroso del micelio; (+/-), utilizacion positiva y

poco desarrollo del micelio; (-), no utilizacidon y no se desarrolla micelio.
22
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E, esporulacion; interpretacion: (+), formacién vigorosa de esporos (+/)

deébil formaciéon de esporas; (-}, sin esporulacion.

Condiciones de cultivo.

Todos los medios de crecimiento se prepararon empleando
agua destilada y previo a su uso se esterilizaron en autoclave. Todas las
muestras y cepas fueron manipuladas en el laboratorio bajo
condiciones asepticas para mantener su pureza.

El medio de cultivo agar ISP2 (International Streptomyces Project
media 2): 4 gr/l de dexirosa, 10 gr/l de extracto de malta, 4 gr/l de
extracto de levadura y 20 gr/l de agar; se prepard de acuerdo a
Shirling y Gottlieb (1966).

El agar nutritivo (AN} consistid de 5 gr/l de peptona de gelatina, 3
gr/l de extracto de carne y 15 gr/l de agar. El medio es distribuido '
comercialmente por Becton Dickinson de México, SA de CV.

El agar papa-dextrosa (PDA) consistido de 200 gr/l de infusidon de

papa, 20 gr/l de dextrosa y 15 gr/l de agar. El medio es distribuido

comercialmente por Millipore SA de CV.

Hongos fitopatogenos.

Los hongos patogenos empleados son Aspergillus niger NRRL-3 y
Fusarium sp. (CDBB:1172), obtenidos de la Coleccidén Mexicana de

Cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN, Mexico. Phytophthora capsici,
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Curvularia sp. y Helminthosporium sp. fueron facilitadas por ebsbn: J
Cristobal Alejo del laboratorio de Fitopatologia del InSTTUTS Techoliogico "
de Conkal, Yucatdn, Mexico. La cepa de Rhizoctonia sp fue
proporcionada por el Dr. Alberto Uc Varguez del Centro de

5 Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del Estado de Jalisco

AC Unidad Sureste. Esta cepa fue aislada de plantas enfermas de

cultivos de Jafropha curcas.
Obtencion del inoculo.
El micelio de Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO se obtiene a
10 partir de 100 ml de medio de cultivo inoculado con un stock de esporas
con una densidad de aproximadamente 1.5 X 107 ufc/ml y se mantiene
en incubacidon a una temperatura de 29° C y una velocidad de
agitacion de 250 rom durante tres dias. Se decanta el sobrenadante y
el micelio se concentra para tener una suspension de cercade 1 X 108
15 ufc/ml, el cual es usado directamente para inocular a la cepa en el
medio de cultivo, empleando entre 2-5 ul de la suspensidn. La
produccion de las esporas se obtuvo de mantener un cultivo de
streptomyces sp CACIA-1.46HGO en medio sdélido, que puede ser ISP2,
hasta obtener un crecimiento confluente durante 10-21 dias, tiempo en
20 el que se obtiene una produccidn masiva de esporas. Las esporas se

obtuvieron directamente de las cajas Petri raspando el micelio con Ia
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prepard una suspension de esporas a 1 X 108 de ufc/ml, la cual es

usada para inocular un medio de cultivo, empleando ente 2-5 ul de la
suspension.

Purificacion del DNA y amplificacion por PCR para identificacidn
molecular

La identificacion molecular de Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO
se realizd mediante el andlisis de la secuencia parcial del gen
ribosomal 16S. La obtencion del DNA gendmico usado como templado
para la reaccion de PCR se realizd a partir de la suspension de esporas
mediante técnicas estdndares, pero incorporando en la extraccién 0.5
70 de microperlas de vidrio (106 um) y realizando agitaciones con vortex
fres veces en periodos de 1 minuto en cada uno. El PCR para amplificar
el fragmento se realizé en un volume final de 50 ul que contiene 1X del
buffer de reaccion, MgClo a 2 mM, dNTP cada uno a 0.2 mM, 2 ng de
DNA cromosomal, 0.4 uM de cada olligonucledtido y 2 unidades de la
enzima Taq DNA polymerase. El PCR se redlizd bajo las condiciones
previamente reportadas por Weisburg y otfros (1991. J. Bacteriol.

173:697-703) empleando los oligonucléotidos fD1 y rD1. Los fragmentos

23



10

15

20

) ¥ *'

INSTITUTO MEKIL’MI'-* W |
DE LA FROGPILDA L
INUUSTRIAL

o amplicones obtenidos fueron secuenciados directamente y Ia

secuencia obtenida es la senalada en la SEQ ID No. 1.

Deposito de la cepa:

Se depositd la cepa con mejor actividad de la especie
Streptomyces sp. de acuerdo a o siguiente:

La cepa de Sftreptomyces sp ha sido depositada bagjo los
términos del Tratado de Budapest, en el Agricultural Research Service
Culture Collection (ARS Patent Culture Collection, 1815 North University
St, Peoriq, IL, 61604, Estados Unidos de Norteameérica). El numero de
acceso indicado se asignd después de la verificacion de la viabilidad
de la cepaq, y se han pagado los impuestos de requisicion. El acceso @
dicha cepa serd posible durante el tfrdmite de la solicitud de patente.
Todas las restricciones sobre la disponibilidad de dicha cepa al publico
se removerdn irrevocablemente una vez que se acepte la patente
basdndose en la solicitud. Ademds, el depdsito designado se
mantendrd por un periodo de treinta (30) anos desde la fecha de
depdsito, o cinco (5) anos después de la uUliima requisicion para el
depdsito, o para la vida de cumplimiento de la patente mexicang,
cuan larga sea. Si la cepa se vuelve no viable o inadvertidamente es

destruida, serd reemplazada con una cepa viable. Asi, la cepa
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descrita y reclamada en la presente invencion, corre‘s‘wor\de o

mostrado en la siguiente tabla:

'Nombre de la cepa  Fecha de Depésito Numero NRRL |

| Streptomyces sp. cepa |21 de noviembre de 2011 |NRRL B-50596
CACIA-1.46HGO ,

5 Formulaciones que contienen la cepa Streptlomyces sp y

metodos de aplicacion.

Una vez que la cepa Sfreptomyces sp. fue identificada vy
depositada con el No. de Depdsito NRRL B-50596, fue crecida en un
medio de cultivo apropiado para el organismo, bajo condiciones

10 Optimas para su mantenimiento, y si se desea para expandir |a
densidad de poblacidon celular antes de su aplicacidon de acuerdo a lo
divulgado en la presente invencidon. Asimismo, la cepa de la presente
iInvencion puede ser empleada como esporas  que lenen la
capacidad de perdurar por mas tiempo que el emplear las células

15 activas.

La presente invencion también se relaciona con un método para
promover el crecimiento y promover la resistencia a fitopatdégenos, ya
sed hongos o bacterias en plantas. Esto incluye aplicar la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-50596, preparada de acuerdo a lo descrito

20 previamente a una planta o semilla de planta, bajo condiciones
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efectivas para promover el crecimiento y la resistencia @

[ 1
- i

fifopatdgenos.

En una modalidad de la presente invencion, la cepa puede ser
inoculada a las plantas, las raices de las plantas o las semillas en
diversas formas, ya sea directamente a las raices, al suelo en donde |a
semilla o la planta han sido cultivadas de acuerdo a |o siguiente:

La cepa de Sfreptomyces sp. NRRL B-50596 de la presente
invencion puede ser formulada o mezclada para preparar granulos,
polvos © suspensiones liquidas. Estas pueden ser incorporadas
directamente en el suelo o mezclas para cultivo. Las preparaciones son
posteriormente mezcladas en el suelo o en la mezcla para cultivo para
aplicaciones a nivel invernadero o a nivel de campo.

El equipo y los procedimientos para dichas aplicaciones son
conocidos en |la técnica y utilizados en varias empresas agricolas. De
manera regular, se aplican entre 1 a 50 kg del producto que confengo
de 10" a 10" unidades formadoras de colonias (ucf) por metro cubico
de suelo o mezclas para cultivo. La cantidad de producto formulado
puede ser gjustada proporcionalmente a una mayor © menor cantidad
de unidades formadoras de colonias. Una cantidad adecuada de
unidades formadoras de colonias para los efectos de la presente

invencion y a nivel comercial va de 106 a 10,

28
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Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones liquidas de la cepa

de Strepfomyces sp. NRRL B-50596 de la presente invenciénﬁ,ﬁmezclondo )
las formulaciones en polvo con agua v otro vehiculo acuoso, como
soluciones fertilizantes. Tales soluciones pueden ser utilizadas para regar
los sitios de cultivo tanto antes de plantar como cuando las plantas
estan creciendo en los mismos.

Los polvos secos que contienen la cepa de Streptomyces sp.
NRRL B-50596 de la presente invencidn pueden ser aplicados como
polvos finos a raices, plantulas o semillas. Dichos polvos finos (con un
tamano de grano igual o menor a 250 um) contienen entre 106 a 101
unidades formadoras de colonia por gramo.

Las suspensiones liquidas antes mencionadas pueden ser
preparadas para aplicarse en los surcos de cultivo. Tales materiales
pueden ser agregados a los surcos en donde las semillas son plantadas
o donde se trasplantan las plantulas. Los equipos para realizar dichas
aplicaciones son ampliamente utilizados en la industria agricola. Las
cantidades tipicas para aplicacion son entre 1 y 170 kg de producto
(10¢ a 10" ufc/g) por hectdrea de cultivo.

Los grdnulos pueden ser aplicados a la superficie del suelo que
contengan plantas en crecimiento, al suelo al momento del cultivo o

en suelos en donde las semillas o las pldntulas van a ser plantados. Las
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canfidades tipicas para las aplicaciones van de 1 a ™00 kg .-.-.“"'
producto (10¢ a 10" ufc/g) por hectdrea de cultivo.

En ofra modalidad de la presente invencidon, la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-50596 es aplicable directamente a las semillas,
utilizando cualquier método de tratamiento de semillas conocido en el
arte. Por ejemplo, las semillas son tratadas cominmente utilizando
pastas, recubrimientos tipo film o pastillas por procesos conocidos en el
comercio (Taylor et al. 1990. Ann. Rev. Phytopathol. 28: 321-339;: Cook
R.J. 1993. Ann. Rev. Phytopathol. 31: §3-80), los cuales se incorporan a la
presente como meras referencias en su totalidad, sin que constituyan
arte previo para la misma.

Procedimiento de aplicacion de las cepas

Para aplicar la cepa de Strepfomyces sp. NRRL B-50596, ya sea
sola o como parte de la composicidon antes descrita, se pueden
preinocular las semillas de las plantas con una cantidad
agronomicamente efectiva de dicha cepa para posteriormente
sembrar las semillas de las plantas de manera tradicional.

Otra modalidad de la invencion incluye aplicar la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-50596 vya sea sola o como parte de Ia

formulacion antes descrita directamente en la raiz de plantas. La cepa
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puede aplicarse como granulos, polvo o solucidn liquida sobre el suelo

del cultivo.

Uso de la cepa para promocion de crecimiento y resistencia a
fitopatogenos

La cepa de Streptomyces sp. NRRL B-50596 de la presente
iInvencion, es optima para utilizarse tanto sola, como en combinacién
con vehiculos agrondmicamente aceptables, para preparar
formulaciones para promover el crecimiento y la resistencia d
fitopatogenos, tales como hongos o bacterias en plantas, de manera
notable y no obvia en comparacion tanto con otras cepas obtenidas
durante la fase de investigacion realizada para la concrecién del
iInvento, como en comparacion con las cepas silvestres de referencia o

de cepas comerciales.

De tal forma que, a |la luz de la descripcidn detallada de la
iInvencion, a continuacidn se exponen los siguientes ejemplos
experimentales para ilustrar la mejor manera de llevar a cabo la

invencion, sin que por ello se limite el alcance originalmente descrito y

reclamado en la presente solicitud.

EJEMPLOS

Ejemplo 1
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Caracterizacion morfolégica y molecular de Streptomyces sp.

cepa CACIA-1.46HGO.

La cepa de Sftreptomyces sp. CACIA-1.46HGO aislada del suelo
se caracterizd de acuerdo a los procedimientos establecidos por
Shirling y Gottlieb (1966). La figura 1 muestra colonias maduras de lo
cepa creciendo en el medio ISP2 y mantenidas a 29° C por 21 dias. Se
observan colonias maduras de forma circular y borde redondeado con
proyecciones filamentosas muy finas, superficie papilada y aspecto
crateriforme, con desarrollo de micelio vegetativo de color café, que
al madurar desarrolla micelio aéreo blanco del cual surge la masa de
esporas de color gris. Asimismo, la tabla 1 y figura 2 se presentan los
resultados obtenidos en las diferentes pruebas que se llevaron a cabo
para evaluar sobre las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas vy
bioguimicas de la cepa aislada. La identificacién molecular de la cepa
de la presente invencion se llevd a cabo mediante el andlisis del gen
parcial del ADN ribosomal 16S, para lo cual se amplificd el gen por la
tecnica del PCR mismo que se purificd y secuencio, obteniendo una
secuencia nucleofidica que corresponde a 721 pares de bases. Esta
secuencia se analizd mediante los procedimientos y herramientas
bioinformdaticas disponibles y conocidas en el estado de la técnica

actual; la secuencia obtenida se menciona en la SEQ ID No. 1.

32



M P

INSTITUTO MFY.] caN J

o (ATl
\ T

=

ol Sy

10

15

20

f t".t"*-:

Dk LA PROFIEDSD ezl

INDUSTiIAL

En la Tabla 1 y Figura 1 anteriormente presentadas, se resumen

las caracteristicas esenciales de la cepa en comento.

Ejemplo 2

Ensayo de antagonismo de la cepa de Streptomyces sp. NRRL B-
50596 vs. hongos fitopatogenos.

Se realizaron ensayos de confrontacidn de diferentes cepas de
Streptomyces aisladas de suelo contfra los hongos fitopatégenos de
prueba que provienen de diferentes origenes. Fusarium sp. CDBB:1172 y
Aspergillus niger NRRL-3 obtenidos de ceparios. Phytophthora capsici,
Curvularia sp. y Helminthosporium sp. estas dos Ultimas fueron aisladas
de plantas ornamentales, especificamente plantas de crisantemo
(Dendranthema grandiflora), y Rhizoctonia sp de plantas enfermas de

cultivos de Jatropha curcas.

Este ensayo probando diversas cepas de Streptomyces aisladas
del suelo se realizd con la finalidad de seleccionar la cepa con mejores
caracteristicas de actividad antagonista. En las Figuras 3 a 6 se
muestran los resultados de los experimentos de ensayos duales o de
confrontacion. Asi, el estreptomiceto descrito y reclamado en Ia
presente invencion, a saber, Strepfomyces sp. NRRL B-50596 y otros
estreptomicetos aislados fueron confrontados contra los fitopatdégenos

Helminthosporium sp. (He, Fig. 3), Aspergillus niger NRRL-3 (An, Fig. 4),
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Fusarium sp. CDBB:1172 (Fu-CDBB, Fig. 5), Curvularia sp. (Cu, Fig. é) y

Rhizoctonia sp (Rh, Fig. 7) en cultivos duales que fueron mantenidos en
crecimiento, después de que ambos microorganismos estaban
iInoculados, por 7 dias a 29° C en medio AN para determinar su
capacidad de inhibir el crecimiento de los fitopatdégenos. Los
experimentos de confrontacion se realizaron en placas Petri con medio
de agar nutrnitivo (AN} para lo cual se inocularon 2 ul de la suspension
de esporas de concentracién 1 X 108 esporas/ml cerca del borde de la
placa y se incubaron por 0, 3 y 5 dias antes de inocular al hongo
patdgeno. El hongo patdgeno se inoculd en la placa a partir de un
bloque de agar de 0.4 X 0.4 cm de agar PDA cubierto completamente
con el micelio activo en crecimiento del hongo. Al tiempo cero ambos
microorganismos se inocularon de manera simultdnea. En todos 10s
casos, después de inocular al hongo las places Petri fueron incubadas
por 7 dias a 29° C. Las placas control contenian solamente el hongo.
Todos los tratamientos se llevaron a cabo con tres repeticiones.

El porcentgje de inhibicidbn se determina de acuerdo a lo
formula: Pl (%) = FR — AR/FR x 100, en donde FR representa el radio de
crecimiento del hongo (mm) del cultivo control y AR representa el radio
de la distancia del crecimiento del hongo en direccidén de la colonio

de las cepas de estreptomicetos (mm) (Yuan y Crawford 1995). En
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hongo. De estos resultados observamos que en general todas las cepas
de estreptomicetos seleccionadas presentan un porcentaje de
actividad antagonista contra los hongos de manera muy similar, sin
embargo, entre ellas, la cepa de Sfrepfomyces sp. NRRL B-50596 resultd
mucho mas eficiente para antagonizar el crecimiento de los hongos
fitopatogenos de prueba y formar la caracteristica linea de lisis en la
zona donde Inicia la interaccidn entfre los microorganismos. Es
iImportante observar que las cepas de actinomicetos presentan un
porcentgje mayor de antagonismo al preincubar las cepas de
esfrrep’romice’ros analizadas en la presente invencidon y en todos los
casos. La tabla 2 presenta el porcentaje de inhibicidn de la cepa
Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO de la presente. Con estos datos, la
cepa de la presente invencidon supera a las ofras cepas de
estreptomicetos probadas, considerando los aspectos de porcentaje
de anfagonismo, caracteristicas de la cepa y los aspectos
relacionados a la facilidad y versatiidad con la que la cepa es
manejada, crecida y preservada, por lo que la cepa de Streptomyces

sp.  CACIA-1.46HGO supera ampliamente a ofras cepas de
estreptomicetos.

Tabla 2.
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ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE Strepfomyces sp CACIA-1.46HGO

Porcentaje de inhibicion (+/- D.E)*

Patégeno 0 DIAS 3 DIAS 5 DIAS

Curvularia sp. 46.3 (2.5) 58.1 (2.9) 69.8 (3.1}
Helminthosporium sp. 37.1 {6.4) 54.7 (3.8) 67.1 (1.6)
A. niger 36.7 (7.7) 50.9 (9.8) 31.5 (7.2}
Fusarium sp. 37 (1.7) 42.6 (0.7) 57.3 (4.5}
Rhizoctonia sp. 36.1 (4.5) 43 (1.2) 56.8 (4.9)

* Cada ensayo consistid de tres replicas.

Un ensayo que muestra la ventaja de Streptomyces sp. cepa
CACIA-1.46HGO sobre otros estreptomicetos para antagonizar el
desarrollo de los hongos patégenos de plantas, es el que se muestra en
la Figura 8 en la que se observa la actividad antagonista de la cepa de
la presente invencidn contra el hongo Fusarium sp CDBB:1172: se
observa claramente que S-1.46 forma una linea de inhibicidn contra
Fusarium que las tres cepas de estreptomicetos no forman, por lo cual
se ven Invadidos por el crecimiento de Fusarium. Este resultado muestra

claramente la ventaja competitiva de Streptomyces sp. NRRL B-50596

de la presente invencion.
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Ejiemplo 3

Ensayo de actividad antifungica de sustancias difusibles
producidas por la cepa de Streptomyces sp. CACIA-1.46HGO NRRL B-
50596.

Se reaqlizaron ensayos sobre la actividad antifOngica de
sustancias difusibles en el medio de cultivo producidas por la cepa de
la presente invencion. Se emplearon discos de agar de 0.8 cm de
didmetro tomados de una placa de Petri con ISP2 que contenio
creciendo a S-1.46. Los discos de agar se colocaron al centro de una
Placa Petri con medio AN y al borde de la cgja se coloca un blogue
de agar con micelio activo de Phytophthora capsici, como el que se
muesira en la Figura 9, y de Curvularia sp, como el que se muestra en la
Figura 10. Se observa el efecto inhibitorio de las sustancias contenidas
en el bloque de agar acumuladas durante el crecimiento de
Streptomyces sp CACIA-1.46HGO. En la tabla 3 se indican los valores de
los halos de inhibicion producidos en los hongos patdégenos probados,
con lo que se demuestra una vez mas la ventaja de la cepa de lo

presente invencion respecto a otras cepas de estreptomicetos.

Tabla 3.

ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE Streptomyces sp
CACIA-1.46HGO
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Halo de inhibicion

Patogeno
Curvularia sp. 19.4 (0.02)
Fusarium sp. 15.9 (0.2}

* Cada ensayo consistio de tres replicas.

Puesto que se pueden hacer varios cambios a los métodos
anteriormente mencionados y a las composiciones sin apartarse del
alcance de la invencion, se pretende que todos los asuntos contenidos
en la descripcidn anteriormente dada y mostrada en los dibujos
acompanantes deben Interpretarse como ilustrativos y no en un

sentido limitante.
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Una cepa de Sfrepfomyces sp., con actividad antagonica contra
microorganimos fitopatdgenos caracterizada porque contiene una
secuencia de ADN ribosomal 16S conforme a la SEQ ID No. 1, y porgue esta
depositada en la ARS Culture Collection {NRRL) bajo el nUmero de acceso
NRRL B-50596.

La cepa de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada ademas
porgue la actividad antagdnica contra microorganismos fitopatdégenos es
particularmente confra hongos.

La cepa de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizada ademas
porque los hongos incluyen a los generos Fusarium, Curvularia,
Helminthosporium, Aspergillus, Colletotrichum y Rizoctoniaq.

Un método para promover la resistencia contra microorganismos
fitopatdgenos en plantas, caracterizado porque comprende poner en
contacto una cepa de Sfrepfomyces sp., como la que se describe en las
reivindicaciones 1 a 3, con una planta, pldntula, semilla de planta o
directamente en el suelo.

Método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el paso de
poner en contacto la cepa de Streptomyces sp implica la inoculacion de
la cepa en las plantas, en las raices de las plantas, o en las semillas.
Método de conformidad con la reivindicacion 5, en donde la inoculacion
de la cepa en las semillas comprende un paso de preinoculacion de la

cepa en las semillas antes de su siembra.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion describe y reclama una cepa de Streptomyces sp., con
No. de Acceso NRRL B-505%6, para control biologico gque tiene actividad
antagonista contra organismos fitopatdogenos, superior a otras cepas similares.
Dicha cepa es aplicable sola o como parte de una composicion agrondmica.

Asimismo se describe un método para tratar plantas infectadas con la misma.
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LISTADO DE SECUENCIAS

INFORMACION GENERAL
(1)

DE LA PROMEDAD
INDHISTRIAL

SOLICITANTE: Zahaed Evangelista Martinez

control bioldgico,

de 1la misma.

Tecnologia y Diseinio del Estado de Jalisco A.C

FORMA QUE

INFORMACION PARA LA SEQ.

(B)
(C)
(D)

TIPO DE MOLECULA:

(A)

PUEDE SER LEIDA EN COMPUTADORA: Patent.:

NUMERO DE SECUENCIAS 1

ID NO.1
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD:
TIPO: ADN
T1PO DE CADENA:
TOPOLOGIA: lineal
acido nucleico
DESCRIPCION: ADN gendmico
FUENTE ORIGINAL:

721 pb

sencilla

(A) ORGANISMO: Streptomyces sp. NRRL- B-50596
(1x) CARACTERISTICAS: gen

(A) NOMBRE/CLAVE: Secuencia parcial ADN ribosomal

(B)

LOCALIZACION:

cromosoma

(x1) DESCRIPCION DE LA SEQ ID NO: 1

catgcaagtc
gtgggcaatc
cacccccetcet
tatcagcttg

ggcgaccggc

gaatattgca

ttcgggttgt

aaagcgccgg
ggaattattg

gcttaacccc

gaacgatgaa
tgccctgceac
cgcatgggag
Ctggtgaggt
cacactggga
caatgggcga
aaacctcttt
ctaactacgt
ggcgtaaaga

gggtctgcag

gcecttcggg

tctgggacaa
ggggttgaaa
agaagctcac
ctgagacacyg
aagcctgatg
Ccagcaggga
gccagcagcec
gctcgtaggc

tcgatacggg

gtggattagt
gccctggaaa

gctccggcgg
caaggcgacg
gcccagactc
cagcgacgcce
agaaagcgaa
gcggtaatac
ggcttgtcac

caggctagag

ggcgaacggy
cggggtctaa
tgcaggatga
acgggtagcc
ctacgggagg
cgcgtgaggg
agtgacggta
gtagggcgca
gtcggttgtg

tgtggtaggg

tgagtaacac
taccggatga
gcccgeggcec
ggcctgagag
cagcagtggg
atgacggcect
cctgcagaaa
agcgttgtcec

aaagcccggqg

gagatcggaa

n vVer. 2

TITULO DE LA INVENCION: Cepa de Streptomyces sp. para
composicidn que la contiene y uso

CAUSAHABIENTE: Centro de Investigacidén y Asistencia en

16S

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ttcctggtgt agcggtgaaa tgcgcagata tcaggaggaa caccggtggc gaaggcggat 660

L

ctctgggcca ttactgacgc tgaggagcga aagcgtgggg agcgaacagg attagatacc 720

C - 721



