LR g v

TiTULO DE PATENTE No. 352682

Titular(es): CENTRO DE INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO DEL
ESTADO DE JALISCO, A.C.

D micilio: AVE Normalistas No. 800, Col. Colinas de la Normal, 44270, Guadalajara, Jalisco,
MEXICO

D nominacién: CEPA DE STREPTOMYCES __SP__CON__ ACTIVIDAD ANTAGONICA, COMPOSICION

Clasificacion:

Inventor(es):

|||||||||||

Quien suscribe el presente tltulo lo damenta.gn lo dispuestdpdi o8 afticul@s 8> M5ceidriés Il y 7 pis, @ gt : la Ley de la Propiedad Industrial

i R i s 7N o 2 i R e

(Diario Oficial de la Federacion * (4999, 26/01/2004, 16/06/2005,

25/01/2006, 06/05/2009, 05 101 /201 0 S06/ X 'i: o i0ai2080:7 /0 % (00/84/201% amfetiah 1° .8° fhatiol Wi I s0 a), 4° y 12° fracciones | y |”

AL e SR + 4 . s T : i 7 e,
....................................................................
..........................................................

|
....................................................................
R S R R R el e SRR e Rl :_ sl

articulos 1°, 3°, 4°, 5° fraccidn V inciso a).uH ol | Yillly 30 d nief”det“fhistitufig, Mexicano > de la Propledad Industrial (D.O.F.

..........
rrokr=rk e, KRR, ool M MR, 0 T EeEReaar¥ T ek soaada o EEOREERRE,

27/12/1999, reformado el 10/10/2002, 29!07/20' ':?'f*fiiéi’}ffﬁﬁ | B9720Q7); 11 790287 Inelli )48 Acu®rdo que delega facultades en los Directores

Generales Adjuntos, Coordinador, Directores Diviliéhales Fitulanés beR€qioNiales, Subdirectores Divisionales, Coordinadores

.......................................

Departamentales y otros subalternos del Instituto Mexicsho ‘e la PeilSiediidsind ibtrial w0 15/1 2/1999 reformado el 04/02/2000, 29/07/2004,

5 | B S R,
P e

04/08/2004 y 13/09/2007).

El presente oficio se signa con firma electronica avanzada (FIEL), con fundamento en los articulos 7 BIS 2 de |la Ley de la Propiedad Industrial; 30 de
su Reglamento, y 1 fraccidn I, 2 fraccion V, 26 BIS y 26 TER del Acuerdo por el que se establecen |os lineamientos para el uso del Portal de Pagos y
Servicios Electronicos (PASE) del Instituto Mexicano de ia Propiedad Industrial, en los tramites que se indican.

LA DIRECTORA DIVISIONAL DE PATENTES
NAHANNY CANAL REYES
Cadena Original:

NAHANNY MARISOL CANAL REYES|00001000000403252793|Servicio de Administracion
Tributaria|1695||MX/2017/99234|MX/a/2012/005834|Tituto Patente divisional Matriz|1220|RRGO|Pag(s)
115bUSKY7CnoHUuFOm3pfZWuV9YyTs=

Sello Digital:
DgPta0JJsosXepkB3fHziRbU+uwxwd+pq6ZwBSSd4ausTymKNfgqld69F 5GVCeBL63HBGH/ rhZEaCedk/+gzCbOXI
zZVM6LO5Xp XajK/14mRuFOBnA7/SVZSpBqjFaPHXsgoWOY2ab2z7K9DVITICOmufl+Ohg48XkANrOD+4951PFkbAUZK
t3gPri7HO1c0ESXPAVKHxpp7 T/nsphZX1xJQQXNQaWr9xET4sDws4vsGMCSLYPmMMuLNdmA71zLYjc2xVFQvZvjEjzJ
Kfa1p1d9FHUCbLrOmpyLfz2menmgDLacLhYSIA08h0YgftQ43mmINDuYF9Xs8qjQigkjJGFA==

|

Arenal No. 550, Piso 1, Puebio Hanta Maria Tepepan, Xochimileco, 16040
Ciudad de Mexico.
B5153340700 www gobmixAdmp

MX/2017/99234



10

15

20

1
. - INSTITUTO = )
Cepa de Streptomyc s sp con actividad antagonicaq, compewgi@qm

la contiene y uso de la misma. U

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn pertenece al campo de la biotecnologia,
especificamente al campo de la biotecnologia agricola, dado que
describe y reclama una cepa nueva de la bacteria Sfrepfomyces sp,
lamada CACIS-1.16CA que es capaz de inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdégenos que afectan diversos cultivos hortficolas. Dicha
cepa de Streptomyces fue aislada del suelo en el Estado de
Campeche, México, especificamente en el municipio de Calkini. La
utilizacion de estas cepas ayuda a disminuir considerablemente el uso
de abonos y de pesticidas quimicos, que pueden generar resistencia
en los hongos patdégenos de plantas y danar considerablemente el

medio ambiente y la salud de los humanos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En las ultimas déecadas, la produccion agricola a nivel mundial ha
dependido cada vez mds de los productos agroquimicos como un
metodo confiable de proteccién de los cultivos. Sin embargo, el
incremento en el uso de estos producios en el campo, ha generado

efectos negativos importantes como son la aparncion de cepas



10

15

20

2 IMPI 63

INSTITUTO MEXICANO

, . L, . _ DE LA PRS FI.EEAD
patdégenas resistentes a los productos quimicos y el mpdt{% YO

fnedio ambiente.
La horticultura en México es una de las actividades mas
importantes desde el punto de vista econdmico y social. Una de las
principales fimitantes en la produccién de estas hortalizas, son las
enfermedades bacterianas, fungicas y virales, las cuales llegan ¢
generar pérdidas hasta del 100 % de la produccion. De manera
particular, {os hongos fitopatdgenos sON MIiCroorganismaos que provocan
pérdidas econdmicas severas, ya que pueden causar enfermeaades en
los cultivos. Esas enfermedades pueden provocar la muerte de las
semillas que estdn en proceso de germinacion, reducir el vigor de |as
plantas y afectar de manera adversa la produccion de los cultivos.
Muchos paises estan cada dia mas consclentes de |
problemdtica de usar indiscriminadamente los pesticidas quimicos y del
gran impacto que tienen sobre el medio ambiente, en los agricultores y
los consumidores de los productos agricolas. Aunado a ello, los
patdogenos han llegado a adquirir resistencia contra los pesticidas; en
consecuenciq, deben buscarse metodos alternativos para el control de
las enfermedades de plantas y con ello reducir el efecto negativo de los
productos quimicos. La reduccion o el reemplazo de quimicos pueden

levarse a cabo con la aplicacidn de microorganismos benéficos que
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ataquen directamente a los patdégenos o bien, que Induzcan Ia

éxpresién del sistema de defensa de las mismas plon’foé; O ambos.

Una de las razones por las cuales muchos de los cultivos agricolas
vy sus productos no son destruidos completamente por las enfermedades
o plagas es la presencia de agentes de control biolégico, refiréndose @
ellos como aquellos organismos capaces de antagonizar con las plagas
o patdgenos, reduciendo sus efectos nocivos. Los agentes de control
bioldgico pueden funcionar a través de varios modos de accién como:
la antibiosis, el parasitismo, la competencia, la hipovirulencia, y la
induccion de respuestas de defensa de las plantas. Es de primordial
importancia conocer la proporcion y temporalidad que pueda lievarse
a cabo en cada modo de accion. Este tipo de informacidon puede
obtenerse de estudios In vitro o usando plantas crecidas bagjo
condictones de esterilidad, donde la actividad potencial de estos
agentes puede ser valorada.

El termino Control Bioldgico se refiere a la reduccidon de la
densidod o de las actividades productoras de enfermedades de un
pctégeno O parasito, en su estado activo o durmiente, lograda de

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

hospeaero o de antagonistas del patdgeno o plaga que se quiere

controlar.
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En relacidn a los microorganismos, el Confrol Biolégico se puede

definir como la utilizacidn de microorganismos antagonistas para el

control de enfermedades, entendiéndose por antagonistas, aquelios

organismos que interfieren en la supervivencia o desarrollo de los

patdégenos.

Las investigaciones sobre la utilizacidn de organismos benéficos
que protejan contra las enfermedades e induzcan el crecimiento de
las plantas esta en pleno auge, debtdo a las restricciones cada vez
mas fuertes que existen con respecto al uso de fungicidas quimicos y la
produccion de fertilizantes, CUYG aplicacion y fabricacidon generan una

gran cantidad de contaminantes perjudiciales para el medio ambiente

y la salud humana.

Es por ello que el Control Bioldgico de las enfermedades de las
plantas provocadas por hongos empleando bacterias benéficas, es
una aiternativa muy interesante a el uso de los fungicidas quimicos
(Rahman ef al., 2007. Asian J. Plant Sci. 6:12-20; Li et al., 2008. Biocontrol
53:931-944; Talubnak y Soytong, 2010. J. Agr. Tech. 6:47-55), que
pueden causar que surjan nuevas cepas de hongos resistentes a estos

quiMmicos como consecuencia de emplearse por largos periodos de

lrempo.
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Los actinomicetos son un grupo de bacterias gram positivas, la

‘moyor‘i’o presenta  crecimiento miceiior filamentoso, Jolg
preferentemente aerobias y se encuentran ampliamente distribuidas
en ambientes terrestres y acudticos (Goodfellow y Williams, 1983. Ann.
Rev. Microbiol. 37:189-216). Constituyen un grupo diverso desde el
punto de vista de su morfologia y se distinguen de otras bacteras gram
positivas por presentar en su DNA un alto contenido de G + C (Lacey,
1997. Ann. Agric. Environ. Med. 4:113-121). Un rasgo caracteristico de
estas pbactenas es la bien conocida capacidad de producir un gran
numero de metabolitos secundarios bio-activos de alto valor comercidl
(Omura, 1986. Microbiol. Rev. §0:259-279; Takizawa et al., 1993. Appl.
Environ. Microbiol. §9:997-1002). Estos compuestos principalimente se
nhan purificado de especies del géenero Streptomyces (Berdy, 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 del género Colletotrichum (Ahn et al., 2008. Plant

Pathol. J. 24:24-30; Intra et al., 201 1. BMC Research Notes 4:98}, especies

de los géneros Aspergillus, Fusarium, y Trichoderma ( Kokare et al., 2004.

Current Science. 86:593-597); de Helminthosporium solani (Elson, 1997.
Plan Dis. 81:647-652), Curvularia oryzae, Pyricularia orizae, Bipolaris

oryzae vy fusarnium oxysporum {Ningthoujam ef al., 2009. Africon J.
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Microbiol. Res. 3:737-742); asi como contra Pyrenochaeta lycopersici

(Fiume y Flume, 2008. Comm. Appl. Biol. Ghén’r University. 73:233-248).
Especialmente el género Streptomyces ha sido el actinomiceto mas
utiizado contra un numero importante de hongos patdgenos de
plantas en los que se ha observado una reduccion significativa en el
crecimiento del hongo (Yuan y 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 ef al., 2008. Biological Control. 47:309-314; Maldonado et
al., 2010. Afr. J. Microbiol. Res. 4:2451-2556).

A este respecto, en la presente invencion se ha detectado una
cepa de Sfreptomyces sp. aislada de suelo, capaz de presentar
actividad contra patégenos, principalmente hongos patdégenos de

plantas.

En el estado de la técnica no se encuentran documentos que

mencionen especificamente a la cepa de Streptomyces sp. descrita

en la presente solicitud.

Existen diversas patentes y solicitudes publicadas sobre los Usos
de cepas de Streptomyces con actividad antimicrobiana contra
hongos fitopatdogenos, pero no afectan la patentabllidad de la

presente solicitud y citamos a continuacion las mas relevantes.
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La patente de los Estados Unidos 4,534,965 descntﬂheut;*ﬁ%mé’ro

una composicion para controlar la infeccidn de las &S poTr NONJOs,

en el que se utiliza el sobrenadante de un cultivo liquido de la cepas
de Streptomyces, que ha crecido en un medio de sales minerales
suplementados con desechos de camardn secos y molidos y que se

utiliza para recubrir las semillas y controlar la infeccion por hongos. A

~diferencia de la patente mencionada, en la presente invencion se

emplea una cepa de Sfrepfomyces capaz de antagonizar

directamente con los hongos fitopatdégenos, ademas la cepa de la
presente invencion muestra caracteristicas morfologicas vy 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
micelio aereo abundante de color blanco que desarrolia
generalmente esporas de color gris. Durante la maduracién de la
colonia se acumula un pigmento soluble en el medio de color amarillo
prillante. A diferencia de la patente en cuestidon, la cepa de

Sfrepfomyces de la presente solicitud, desarrolla micelio vegetativo
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amarillo, micelio aéreo blanco, formacion de esporas en amarillo

’rénue, y secreta un pigmento al medio de colbr amarillo brillante. Estas
caracteristicas de la cepa, a diferencia de la reclamada en la patente
Norteamericana, 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, un micelio aéreo blanco y una masa de
esporas de color amarillo, En cuanto a las esporas, su coloracion
siempre es de color amarillo tenue a mas fuerte y el rasgo distintivo de
la cepa en crecimiento es la de producir un pigmento o compuesto de
una coloracion amarilla brillante que se difunde en el medio de cultivo.

La patente de los Estados Unidos 5,403,584 se refiere a una
formulacidon para biocontrol que fiene la capacidad de reducir la
susceptibiidad de las plantas a los hongos fitopatogenos. 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 fitopatdgenos,
ademas de que pertenece a la especie S. lydicus; un rasgo importante
de la cepa es gue forma una masa de esporas de color negro. A
diferencia de la invencion en comento, la presente invencion describe
el uso de una cepa de Sfreptomyces que presenta como rasgo
importante la de desarrollar micelio aéreo blanco que se desarrolla y

madura para formar una masa de esporas de color amarillo tenue.




10

15

; LA PROPIEDAD {9
Dt INDUSTRIAL

La patente de los Estados Unidos 5,527,526, describe el uso de

dos cepas de Streptomyces sp., lamadas YCED 9 v WYEC 108, la
primera identificada como $. violaceusniger o S. hygroscopicus y 10
segunda como S. lydicus. Ambas cepas presentan caracteristicas
morfoldgicas diferentes a la cepa de la presente invencion, en
particular por que en la cepa de la presente invencion el micelio aereo
se torna de blanco a amarillo claro durante el proceso de
esporulacion. Las cepas de la patente en cuestion las describen como
cepas de Sfreptomyces que son capaces de inhibir el crecimiento de
patdgenos de plantas que estan 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 genero fFusanium, Curvularia, Helminthosporium, Aspergillus,
Alternaria, Phytophthora, Colletotrichum y Rhizoctonia, tal y como se
podrd comprobar en los ejemplos de la presente solicitud. Ademds, la
cepa de la presente invencidon 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. lamada CIMAP A.sub.1, aislada de suelo de
cultivos de geranios plantados en los campos experimentales del
CIMAP y que tiene ia capacidad de inhibir el crecimiento de hongos

fitopatogencs. Se menciona que la cepa de Streptomyces de la

um‘ﬂ“m
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invencion desarrolla colonias grises lisas, las cuales posféfiorments
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forman colonias discretas con aspecto iiquenmde, en etapas
posteriores desarrolla micelio aéreo el cual adquiere una coloraciéon
café 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, Sclerofiniq,
Pythium, Fusarium, Curvulariq, AHémorio, Colletotrichum y Thielavia.
Dentro de las diferencias de la patente en cuestion son respecto al
presente invento, radica en que el presente invento estd basado en la
achtividad sobresaliente de una cepa de Streptomyces sp. contra
hongos fitopatogenos, en donde Ila cepa de la patente
Norteamericana presenta caracteristicas morfoldgicas claramente
diterentes respecto a la cepa de la presente invencion. Asimismo, la
cepa de la presente invencion, tiene actividades antagonistas contro
hongos fitopatégenos de los géneros Fusarium, Alternaria,
Colletotrichum, Helminthosporium, Rhizoctonia, Aspergillus, Curvularia y
Phytophthora. Ademas, Ia cepa de la presente invencidn contiene una
secuencia de DNA del gen ribosomat 16S Unica, como se presenta en
la SEQ ID No. 1.

En vista de los antecedentes de la invencion, el problema

tecnico que se resuelve es la descripcidn, uso y procedimiento de

aplicacion de una cepa novedosa de Streptomyces capaz de
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antagonizar con el crecimiento de hongos fitopatdogenos de plantas, o
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cual hace gue la presente invencidon sea nox)edoso, inventiva y con
una aplicacion industrial concreta para el campo de la agriculiura, ya
que estd tropicalizada a las condiciones eddficas, ambientales vy
relacidon planta-microorganismo necesaria para las enfermedades
existentes en los cultivos nacionales. Esto queda comprobado con los
ensayos de antagonismo contra hongos fitopatogenos, mismos que

demostraron que la cepa generada supera significativamente el

rendimiento de otras cepas de Streptomyces aisladas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Sfreptomyces sp. cepa CACIS-1.16CA. Cultivo puro
crecido en medio ISP2 durante 17 dias a una temperatura de 29° C; se
observan colonias maduras con borde lobulado, aspecto cratenforme,
con desarrollo de micelio vegetativo de color amarillo, que al madurar
desarrolla micelio aéreo blanco del cual surge la masa de esporas de
color amarilio claro. Es clara la presencia y produccion de un pigmento
amariilo brilloso conforme madura la colonia. La masa de esporas se
fragmenta con mucha facilidad y le confiere un aspecto polvoso.

Figura 2. Ensayos de confrontacidn de Streptomyces sp. vs
Helminthosporium sp (He). La cepa de Streptomyces sp. cepa CACIS-

[L1T6CA (S-1.16) se confronto contra el hongo fitopatdgeno He vy

posteriormente se evalud el porcentaje de inhibicion del crecimiento
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del patégenos después de 7 dias de incubacion a 29°C en medio AN.

La inoculacion de la cepa S-1.16 se llevo a cobo a diferentes tiempos
antes de inocular el hongo, de manera que se evidenciara la
capacidad de i'nhibir el crecimiento de He respecto al tiempo.
Inicialmente S-1.16 y He se inocularon al mismo tiempo (0 d); en otro
experimento S-1.16 se Inoculd 3 dias (3d) antes inocular al hongo, y
finalmente S§-1.16 se inoculd 5 dias (5d) antes de inocular al hongo. C;
control de crecimiento del hongo.

Figura 3. Ensayos de confrontacidon de Streptomyces sp. Vs
Aspergillus niger [(An). La cepa de Sfreptomyces sp. cepa CACIS-
1.16CA (S-1.16) se confrontd contra rel hongo An y posteriormente se
evaluo el porcentgje de inhibicidn del crecimiento del patdgeno
despues de 7 dias de incubacion a 29°C en medio AN. La inoculacion
de la cepa S-1.16 se llevd a cabo a diferentes tiempos antes de
inocular el hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de
iInhibir el crecimiento de An respecto al tiempo. Inicialmente S-1.16 y An
se Inocularon al mismo tiempo (0 d}; en otro experimento S-1.16 se
inoculo 3 dias (3d) antes de inocular al hongo, y finalmente S-1.16 se

inoculd 5 dias (5d) antes de inocular al hongo. C; conftfrol de

crecimiento del hongo.

Figura 4. Ensayos de confrontacion de Streptomyces sp. Vs

Fusarium sp (Fu-CDBB:1172). La cépo de Streptomyces sp. cepa CACIS-
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1.16CA (S-1.16) se confronté contra el hongo fitopatdgeno Fu-

CDBB:1172 y posteriormente se evalud el porcén’roje de inhibicion del
crecimiento del patégeno después de 7 dias de incubaciéon a 29°C en
medio AN. La inoculacidon de la cepa S-1.16 se llevd a cabo ¢
diferentes tiempos antes de inocular el hongo, de manera que se
evidenciara la capacidad de inhibir el crecimiento de Fu-CDBB:1172
respecto al tiempo. Inicialmente, S-1.16 y Fu-CDBB:1172 se inocularon
al mismo tiempo (0 d); en otro experimento S-1.16 se inoculd 3 dias (3d)
antes de inocular al hongo, y finalmente S-1.16 se inoculd 5 dias {5d)
antes de inocular al hongo. C; control de crecimiento del hongo.
Figura §. Ensayos de confrontacidn de Streptomyces sp. vs
Curvularia sp (Cu). La cepa de Streptomyces sp. cepa CACIS-1.16CA
(S-1.16) se confrontd contra el hongo fitopatdégeno Cu v posteriormente
se evaluo el porcentaje de inhibicion del crecimiento del patdgeno
despues de 7 dias de incubacion a 29°C en medio AN. La inoculacion
de la cepa S$-1.16 se llevd a cabo a diferentes tiempos antes de
inocular el hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de
inhibir el crecimiento de Cu respecto al tiempo. Inicialmente S-1.16 se
inoculd al mismo tiempo que Cu (0 d); en otro experirhento S-1.16 se
inoculo 3 dias (3d) antes inocular al hongo, y finalmente S-1.16 se

inoculdo 5 dias (5d) antes de inocular al hongo. C; control de

crecimiento del hongo.
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Figura 6. Actividad antagonista de Streptomyces "8 EACHK-
1.16CA (S-1.16) contra Aspergillus niger (An). La 'cepa de Streptfomyces
sp. cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) se confrontd contra el hongo
fitopatdgeno An y posteriormente se evalud el porcentaje de inhibicidn
del crecimiento del patdégeno después de 7 dias de incubacion a 29°C
en medio AN. La inoculacidn de la cepa S-1.16 se llevd a cabo a
diferentes tiempos (0, 3 y S dias) antes de inocular el hongo, de manera
que se evidenciard la capacidad de iInhibir el crecimiento de An
respecto al fiempo. Se observa en Idploco una cepa de Strepfomyces
Sp. para comparar la ventgja de S-1.16CA como cepa antagonista.

Figura 7. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CACIS-
LL16CA (S-1.16) contra Fusarium sp CDBB:1172 (FuU-CDBB:1172). La cepa
de Streptomyces sp. cepa CACIS-1.16CA (S5-1.16) se confrontd contra el
hongo fitopatdgeno Fu-CDBB:1172 y posteriormente se evalud el
porcentaje de inhibicion del crecimiento del patdégeno después de 7
dias de incubaciéon a 29°C en medio AN. La inoculacién de la cepa §-
.16 se llevo a cabo a diferentes tiempos (0, 3 y 5 dias) antes de
iInocular el hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de

inhibir el crecimiento de Fu-CDBB:1172 respecto al tiempo. Se observa

en la placa una cepa de Sfreptomyces sp. para comparar la ventaja

de >-1.16CA como cepa antagonista.
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Figura 8. Actividad anfagonista de Strepfomyces”sp. CAC

1.16CA (S-1.16) contra Curvularia sp (Cu). La cepo de Streptomyces sp.
cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) sé com‘ronté confra el hongo fitopatogeno
Cu y posteriormente se évolué el porcentgje de inhibicion del
crecimiento del patdégeno después de 7 dias de incubacion a 29°C en
medio AN. La inoculacién de la cepa S-1.16 se llevd a cabo a
diferentes tiempos (0, 3 y 5 dias) antes de inocular el hongo, de manera
que se evidenciard la capacidad de inhibir el crecimiento de Cu
respecto al tiempo. Se observa en la placa una cepa de Streptomyces
sp. para comparar la ventaja de S-1.16CA como cepa antagonista.
Figura 9. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CACIS-
1.16CA (S-1.16) conira Phyfophthora capsici {Pc). La cepa de
Streptomyces sp. cepa CACIS-T1.16CA (S-1.16) se confrontd contra el
hongo fitopatdgeno Pc y posteriormente se evalud el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del patdégeno después de 7 dias de
incubacion a 29°C en medio AN. La inoculacién de la cepa S-1.16 se
levo a cabo a diferentes tiempos (0, 3 y 5 dias) antes de inocular el
hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de inhibir el
crecimiento de Pc respecto al tiempo. Se observa en la placa una

cepa de Sfreptomyces sp. para comparar la ventaja de S-1.16CA

COmMo cepa antagonista.
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Figura 10. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CACHK

1.16CA (S-1.16) contra Fusarium sp Chile habanero (F'L'J-Ch). La cepa de
Strepfomyces sp. cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) se confrontd contra el
hongo fitopatdégeno Fu-Ch y posteriormente se evalud el porcentqaje de
iNnhibicion del crecimiento del patdégeno después de 7 dias de
incubacion a 29°C en medio AN. Lo'inoculocién de la cepa S-1.16 se
levd a cabo a diferentes tiempos (0, 3 y 5 dias) antes de inocular el
hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de inhibir el
crecimiento de Fu-Ch respecto al tiempo. Se observa en la placa una
cepa de Sfrepfomyces sp. para comparar la ventaja de S-1.16CA
como cepa antagonista.

Figura 11. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CACIS-
L16CA  (S-1.16) contra Colletotrichum sp (Co). La cepa de
Streptomyces sp. cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) se confrontdé contra el
hongo fitopatdogeno Co y posteriormente se evalud el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del patdégeno después de 7 dias de
incubaciéon a 29°C en medio AN. La inoculacion de la cepa $-1.16 se
levd a cabo a diferentes tiempos (0, 3 y 5 dias) antes de inocular el
hongo, de manera que se evidenciard la capacidad de inhibir el
crecimiento de Co respecto al tiempo. Se observa en la placa una

cepa de JSfreptomyces sp. para comparar la ventaja de S-1.16CA

COMO cepa antagonista.
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Figura 12. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CAC

1.16CA (S-1.16) contra Rhizoctonia sp (Rh). La Cepo de Streptomyces
sp. cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) se confronté conitra el hongo
fitopatdgeno Rh y posteriormente se evalud el porcentaje de inhibicion
del crecimiento del patdégeno después de 7 dias de incubacion a 29°C
en medio AN. La inoculacion de la cepa S-1.16 se llevo a cabo a
diferentes tiempos (0, 3 y § dias) antes de inocular el hongo, de manera
que se evidenciard la capacidad de inhibir el crecimiento de Rh
respecto dal tiempo. Se observa en la placa una cepa de Streptomyces
sp. para comparar la ventaja de S-1.16CA como cepa antagonista.
Figura 13. Actividad antagonista de Streptomyces sp. CACIS-
1L16CA (S-1.16) contra Alternaria sp (Al). La cepa de Sfreptomyces sp.
cepa CACIS-1.16CA (S-1.16) se confrontd contra el hongo fitopatdgeno
Al 'y posteriormenie se evalud el porcentge de inhibicidn del
crecimiento del patogeno después de 7 dias de incubacidén a 29°C en
medio AN. La inoculacion de la cepa S-1.16 se llevd a cabo a
diferentes tiempos (0, 3y 5 dias) antes de inocular el hongo, de manera
que se evidenciard la capacidad de inhibir el crecimiento de Al
respecto al tiempo. Se observa en la placa una cepa de Streptomyces

sp. para comparar la ventaja de 5-1.16CA como cepa antagonista.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

BE LA PROZEDAT ..
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La presente invencion se refiere a una cepa de Strepfomyces sp.,

con nUmero de acceso NRRL B-50597, copoz1 de antagonizar con
bacterias y/u hongos fitopatdégenos de plantas que afectan cultivos
hortficolas.

En otro aspecto de la presente solicitud, se describe y reclama
un método para promover la resistencia a fitopofégenos en plantas,
que comprende aplicar una cepa de Sftreptomyces sp. como la
mencionada anteriormente, a una planta, plantula, semilla de planta 6
al suelo, en condiciones efectivas para promover la resistencia a
fitopatdgenos en la planta o en la planta crecida a partir de dicha
semilla; en donde dicha aplicacion es llevada a cabo en forma de
solucion liguida o en surco, aplicacion directa en el suelo 0 en mezclas
para plantar, en forma solida tal como polvos o granulos, o por
fratamiento de las semillas de plantas.

Adicionalmente, se describe y reclama el uso de la multicitada
cepa para preparar una formulacion agrondmica para promover Ia
resistencia a fitopatégenos, tales como hongos y/o bacterias en
plantas.

Por ultimo, es una modalidad adicional de la presente invencion,
describir y reclamar una formulacion agrondmica, que comprende unad
cepa de Streptomyces sp. como la que se menciona anteriormente v

un vehiculo agronomicamente aceptable, en donde dicha
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formulacidon agrondmica promueve la resistencia a bacterias y/u

hongos fitopatdgenos en plantas, en donde dichd formulacidon esta en
forma de polvo, suspensidon liquida o granulos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Aislamiento de Streptomyces sp.

La busgueda de estreptomicetos con la capacidad de funcionar
como microorganismos para el control bioldgico de hongos fito-
patdgenos, consistid en tomar una muestra compuesta de suelo a una
profundidad de entre 0 a 10 cm; en la que dicha muestra consiste de 5
sub-muestras de suelo tomadas en un radio de 5 metros de distancio
entre cada. Una caracteristica importante del presente procedimiento
es la de aplicar un pre-tratamiento a la muestra de suelo que consiste
en calentar el suelo a una temperatura de /70° C por una hora para
incrementar la poblacidon de los actinomicetos que forman esporas.
Diez gramos del suelo tratado se disolvid en 100 ml de agua destilada'y
de esta mezcla se prepararon diluciones seriales mismas que fueron
inoculadas en medios de cultivo empleados en el aislamiento de los
estreptomicetos mediante procedimientos microbiologicos
convencionales. Adicionalimente, el procedimiento de aisiamiento

consiste en la adicion de acido nalidixico a una concentracion de 12.5

ug/ml y natamicina a 21.5 ug/ml} en el medio de aislamiento, en

particular el medio ISP3. Aquellas colonias que emergieron se
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seleccionaron y fueron consecutivamente inoculadas en cajas Petr

e

con medio agar ISP2 hasta la obtencién d_e cultivos puros. La
produccidn masiva de esporas se llevd a cabo mediante la
inoculacion de las cepas aisladas en cqjas Petri con medio ISP2 y
mantenidas por tres a cuatro semanas a 29° C hasta obtener un cultivo
con crecimiento confluente bien esporulado. EIl proceso para lo
obtencidon de las esporas para su preservacion estd bien documentado
en la literatura mediante los procedimientos microbioldgicos

estGndares que se emplean para este grupo de bacterias (Shirling vy

Gottlieb, 1966).
Caracterizacion de la cepa de Streptomyces sp.

Los estreptomicetos aislados se crecieron en el medio ISP2 y sus
caracteristicas  meortologicas se documentaron de acuerdo df
procedimiento descrito por Shiring y Gottlieb (1966. Int. J. Syst. Bacteriol.
16:313-340). La cepa de Sfreptomyces sp CACIS-1.16CA inicialmente
produce colonias de borde redondeado que conforme maduran se
torna lobulado, el micelio vegetativo es de color amairillo, el cual con el
paso de los dias desarrolla micelio aéreo de color blanco. En la etapa
final del desarrollo de la colonia, el micelio aéreo madura y se
diferencia en esporas de coloracion amarillo claro arregladas en
cadenas. tn esta efapa de crecimiento, la colonia adguiere un

aspecto polvoso, ademas de que se ha acumulado en el medio de

M
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cultivo un pigmento de color amarillo brillante. Diversas coroctens’ncos

L

ﬁsio'lé‘gicos v bioquimicas se determinaron para la cepa de la presente

invencion, mismas que se presentan en ta Tabla 1.

Tabla |

Caracteristicas de Streptomyces sp. cepa CACIS-1.16CA

Prueba Fuente € C |E
Tincion Gram + Ninguna +/- |-
Hidrolisis de almidon + D-glucosa + |+
Hidrolisis de caseina + Sacarosa +/- |-
Produccién de melanina - L-xilosa +/- |-

D-xilosa + |+

Caracteristicas del cultivo en I1SP2 A

Micelio vegetativo {reverso) Amarillo Maltosa + |+
Micelio aéreo Blanco D-arabinosa [+ {+
Masa de esporas Amarilio claro D-lactosa + |+
Produccion pigmentos Amarilio brillante [ D-ratfinosa +/- |-
Produccion de enzimas extacelulares 8 D-cellobiosa |+ |+
Lipasa - D-fructoso + |+
IAsporoginoso + L-rhamnosa [ +/- |-
‘Geloﬂncjso + Manitol + |+ |

Myo-inositol | +/- |-
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A Los experimentos se realizaron como se menciona en Shlrhng Y

Gottlieb (1966).

B La actividad enzimdtica se determind mediante pruebas en placa

Petn empleando el medio ISP como base suplementado con 3 % v/v
5 de aceite de oliva (lipasa), 1 % p/v L-asparagina (asparaginasa) y 1 %

p/v de gelatina (gelatinasa).

C Los experimentos de utilizacidon de la fuente de carbono se realizaron

en el medio ISP9 como base suplementado con 1% (p/v) de cada

azucar y después de 14 dias de crecimiento.

10 ** C, crecimiento del micelio vegetativo; interpretacidon: (+), utilizacion
positiva y desarrollo vigoroso del micelio; (+/-), utilizacién positiva y
poco desarroilo del micelo; (-}, no utillizacion y no se desarrolia micelio.
E, esporulacion; interpretacion: (+), formacién vigorosa de esporas; (+/),
debil formaciéon de esporas; (-), sin esporulacion.

15 Condiciones de cuiltivo.

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.

20 tl medio de cultivo agar ISP2 e IPS3 (International Streptomyces

Project media 2 y 3): ISP2, 4 gr/l de dextrosa, 10 gr/l de extracto de
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maita, 4 gr/l de exiracto de levadura y 20 gr/l de agar; ISP3, 20 gr/l de

harina de avena integral, 18 gr/l de agar, 1 mi de solucion de sales
traza (por cada 100 ml de solucidn: 0.1 gr FeSO4 7H20, 0.1 gr MnCl
4H,0, 0.1 gr InSO4 7H20), se prepararon de acuerdo a Shiring y
Gottlieb (1966).

El agar nutritivo (AN) consistido de 5 gr/l de peptona de gelating, 3

ar/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) consistio de 200‘gr/l de infusidon de

papa, 20 gr/t 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
and Fusarium sp. (CDBB:1172), obtenidos de la Coleccidon Mexicana de
Cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN, Mexico. Phytophthora capsici,
Curvulana sp. y Helminthosporium sp. fueron facilitadas por el Dr. Jairo
Cristobal Alejo del laboratorio de Fitopatologia del Instituto Tecnoldgico

de Conkadl, Yucotdn, Mexico. El resto de las cepas de hongos fueron

proporcionadas por el Dr. Alberto Uc Vdarguez del Centro de

Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del Estado de Jalisco

AC Unidad Sureste, que tueron aislados de plantas enfermas de cultivos

de Jatfropha curcas y de Capsicum chinense (chile hobdnero); de lo
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primera planta se aislaron los géneros Alternaria, Collefofrichum 'y
Rhizoctonia v de la segunda se aislo una cepa del género Fusarium sp.

Obtencion del inoculo.

El micelio de Streptomyces sp. CACIS-1.16CA se obtiene a partir
de 100 ml de medio de cultivo inoculado con un stock de esporas con
una densidad de aproximadamente 1.5 X 107 uvfc/ml y se mantiene en
incubacién 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 cerca de 1 X 108 ufc/ml, el
cual es usado directamente para inocular a la cepa en el medio de
cultivo, empleando entre 2-5 ul de la suspension. La produccion de las
esporas se obtuvo de mantener un cultivo de Strepfomyces sp CACIS-
1.16CA en medio solido, que puede ser ISP2, hasta obtener un
crecimiento confluente durante 10-21 dias, tiempo en el gue se obtiene
una produccion masiva de esporas. Las esporas se obtuvieron
directamente de las cajas Petri raspando el micelio con la ayuda de un
asa bacterioldgica y agua destilada estéril. La suspension de esporas se
concentro y preservo en dglicerol al 20%, vy de ahi se 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 |a suspension.
Purificacion del DNA y amplificacion por PCR para identificacién

molecular
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La identificacion molecular de Streptomyces sp. CACIS-1. 16CA |

se realizd mediont-e el andlisis de Ia secuencid' parcial dell gen
ribosomal 16S. La obtencién del DNA gendmico usado como templado
para la reaccion de PCR se realizo a partir de la suspensidn de esporas
mediante tecnicas estandares, pero incorporando en la extraccion 0.5
% de microperlas de vidrio (diametro de 106 um) y realizando
agitaciones con vortex por tres veces en periodos de 1 minuto cada
uno. El PCR para amplificar el fragmento del ADN se realizd en un
volumen final de 50 ul que contiene 1X del buffer de reaccién, MgCl, a
2 MM, dNTP cada uno a 0.2 mM, 2 ng de DNA cromosomal, 0.4 uM de
cada oligonucleodtido y 2 unidades de la enzima Tag DNA polymerase.
El PCR se redlizd bajo las condiciones previamente reportadas por
Weisburg y otros (1991) empleando los oligonucléotidos fD1 y rD1. Los
fragmenfos o  amplicones obtenidos fueron secuenciados
direc’rome_nfe y la secuencia obtenida es la senalada en la SEQ ID No.

1.

Deposito de las cepas:

Se deposito la cepa CACIS-1.16CA con mejor actividad de la

especie Streptomyces sp. de acuerdo a lo siguiente:

La cepa de Streptomyces sp CACIS-1.16CA ha sido depositada
bajo los términos del Tratado de Budapest, en el Agricultural Research

service Culture Collection (ARS Patent Culture Collection, 1815 North

e ™
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University St, Peoria, IL, 61604, Estados Unidos de NorteaPériay). et

nOmero de acceso indicado se asignd después de GveTmSSaen de e
viabilidad de la cepa, y se han pagado los impuestos de requisicion. El
acceso a dicha cepa serd posible durante el tramite 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. Ademas, el depdsito designado se
mantendrd por un periodo de treinta (30) anos desde la fecha de
depdsito, o cinco (5) afos después de la Ultima requisicidn para el
deposito, o para la vida de cumplimiento de la patente mexicana,
cuan larga seaq. St la cepa se vuelve no viable o inadvertidamente es
destruida, serd reemplazada con una cepa viable. Asi, la cepa
descrita y reclamada en la presente invencion, corresponde a lo

mostrado en la siguiente tabla:

Nombre de lacepa  |Fechade Depésito  |[NUmero NRRL
Streptomyces sp. cepa |21 de noviembre de 2011 | NRRL B-50597
CACIS-1.16CA

—

Formulaciones que contienen la cepa Streptomyces sp vy

metodos de aplicacion.

Una vez que la cepa Sfreptomyces sp. fue identificada v

aepositada con el No. de Depdsito NRRL B-50597, fue crecida en un

medio de cultivo apropiado para el organismo, bajo condiciones
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dptimas para su mantenimiento, y si se desea para expdhdir

densidad de poblacién celular antes de su aplicacién @& acuerdo a lo

divulgado en la presente invencion. Asimismo, la cepa de la presente
invencidon puede ser empleada como esporas que tienen |a
capacidad de perdurar por mds tiempo que el emplear las células
activas.

La presente invencidon también se relaciona con un metodo para
promover el crecimiento y promover la resistencia a fitopatdgenos, ya
sea hongos o bacterias en plantas. Esto incluye aplicar la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-5059/, preborodo de acuerdo a lo descrito
previamente a una planta o semila de planta, bajo condiciones
efectivas para promover el crecimiento y la resistencia a
fifopatogenos.

En una modalidad de la presente invencion, la cepa puede ser
iInoculada a las plantas, las raices de las plantas o las semillas en
diversas formas, ya sea directamente a las raices, al suelo en donde la

semilla o la planta han sido cultivadas de acuerdo a lo siguiente:

La cepa de Sfrepfomyces sp. NRRL B-50597 de la presente
invencion puede ser formulada o mezclada para preparar granulos,

polvos o suspensiones liquidas. Estas pueden ser incorporadas

directamenie en el suelo 0 mezclas para cultivo. Las preparaciones son
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posteriormente mezcladas en el suelo o en la mezcla para cultivo por
oplicoéiones a nivel invernadero o a nivel de ccmpd. ﬁ

El equipo vy los procedimientos para dichas aplicaciones son
conocidos en la tecnica y utilizados en varias empresas agricolas. De
manera reqgular, se aplican entre 1 a 50 kg del producto que contenga
de 10" a 10" unidades formadoras de colonias (ucf) por metfro cubico
de suelo 0 mezclas para cultivo. La cantidad de producto formulado
puede ser ajustada proporcionalmente a una mayor 0 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",
Adicionaimente, se pueden preparar suspensiones liquidas de la cepo
de Streptomyces sp. NRRL B-50597 de la presente invencion, mezclando
las formulaciones en polvo con agua u otfro vehiculo acuoso, como

soluciones fertilizantes. Tales soluciones pueden ser utilizadas para regar

los sitios de culfivo tanto antes de plantar como cuando las plantas

estan creciendo en los mismos.

Los polvos secos que contienen la cepa de Strepfomyces sp.
NRRL B-50597 de la presente invenciéon pueden ser aplicados como
polvos finos a raices, plantulas o semillas. Dichos polvos finos (con un
famano de grano igual o menor a 250 um) contienen enfre 106 a 101

unidades tormadoras de colonia por gramo.
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preporddos para aplicarse en los surcos de cul
pueden ser agregados a los surcos en donde las semillas son plantadas
o donde se trasplantan las plantulas. Los equipos para redlizar dichas
aplicaciones son ampliamente utilizados en la industria agricola. Las
cantidades tipicas para aplicacion son entre 1 y 170 kg de producto
(10¢ a 101 ufc/g) por hectarea de cultivo.

LOs granulos pueden ser aplicados a la superficle del suelo que
contengan plantas en crecimiento, al suelo al momento del cultivo o
en suelos en donde las semillas o las plantulas van a ser plantados. Las
cantidades tipicas para las aplicaciones van de 1 a 1000 kg de
producto (104 a 10" ufc/g) por hectdrea de cultivo.

En ofra modalidad de la presente invencion, la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-50597 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: 53-80), 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
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Para aplicar la cepa de Streptomyces sp. NRRiwBasBoRAm OSSO0 e

sola 0 como parte de la composicidn antes déscrifo, se pueden
oreinocular las semillas de las plantas con . una cantidad
agrondmicamente efectiva de dicha cepa para posteriormente
sembrar las semillas de las plantas de manera tradicional.

Otra modalidad de la invencidn incluye aplicar la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-50597 vya sea sola o como parte de la
formulacion antes descrita directamente en la raiz de plantas. La cepa
puede aplicarse como granulos, polvo o solucidn liquida sobre el suelo
del cultivo.

Uso de la cepa para resistencia a fitopatéogenos

La cepa de Strepfomyces sb. NRRL B-50597 de la presente
invencion, es optima para utilizarse tanto sola, como en combinacion
con vehiculos agronbmicamente aceptables, para preparar
formulaciones para promover la resistencia a fitopatdégenos, tales
como hongos o bacterias en plantas, de manera notable y no obvia
en compdaracion tanto con otras cepas obtenidas durante la fase de
investigacion realizada para la concrecion del invento, como en
comparacion con las cepas silvestres de referencia o de cepas
comerciales.

De tal torma que, a la luz de la descripcidon detallada de la

invencion, a continuacion se exponen los siguientes ejemplos
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experimentales para ilustrar la mejor manera de llevar res@abO

invencidn, sin que por ello se limite el alcance originafmentedesentoy ™

reclamado en la presente solicitud.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Caracterizacion morfoléogica y molecular de Streptomyces sp.
cepa CACIS-1.16CA.

La cepa de Streptomyces sp. CACIS-1.16CA NRRL B-50597 aislada

del suelo se caracterizd de acuerdo a los procedimientos establecidos
por Shiring y Gottlieb (1964). La tabla 1 presenta los resultados
obtenidos en las diferentes pruebas que se llevaron a cabo para
evaluar las caracteristicas morfok’:')gicqs, fisiologicas y bioguimicas de la
cepa aislada. Asimismo, la figura 1T muestra colonias maduras de la
cepa creciendo en el medio ISP2 a 29° C durante 21 dias. Se observan
las caracteristicas de la colonia madura como son el borde lobulado,
aspecto crateriforme y con el micelio vegetativo amarillo, a partir de
este ultimo se desarrolla el micelio aéreo de color blanco que se
diferencia en Ila masa de esporas de color amarillo tenue. Un rasgo
importante de la cepa de la presente invencién es la produccién de
oigmento amarillo brillante en forma de gota en cultivo en medio
solido (en la foto), que se difunde en el medio de cultivo. Lo

identificacion molecular de la cepa de ia presente invencion se lievd a
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cabo mediante el andlisis del gen parcial del ADN ibosomal 1S ard—

o cual se amplificd el gen por la tecnica del PCR mis1m6 que se purificd
y secuencio, obteniendo una secuencia nucleotidica gue corresponde
a 641 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 menciond

enla SEQ ID No. 1.

En la Tabla 1 anteriormente presentada, se resumen Ias
caracteristicas esenciales de la cepa en comento.

Eiemplo 2

Ensayo de antagonismo de la cepa de Strepfomyces sp. NRRL B-

50597 vs. hongos fitopatogenos.

Se realizaron ensayos de confrontacion de diferentes cepas de
Streptomyces aisladas de suelo contra los hongos fitopatogenos de
prueba que provienen de diferentes origenes. Fusarium sp. CDBB:1172y
Aspergillus niger NRRL-3 obtenidos de ceparios; Curvularia sp. Y

Helminthosporium sp. fueron aislados de plantas ornamentales,

especificamente plantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora).
Este ensayo se realizo con la finalidad de probar y seleccionar diversas
cepas de Streptomyces aisladas del suelo que presenten Ias mejores

caracteristicas de actividad antagonista. En las Figuras 2 a 5 se

muestran los resultados de los experimentos de ensayos duales o de
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confrontacién. Asi, el estreptomiceto descrito y reclamado en la

presenté invencioén, a saber, Streptomyces sp. NRRL B-50597 Yy Ofros
estreptomicetos aislados fueron confrontados contra los fiiopotégenos
Helminthosporium sp. {Fig. 2), Aspergillus niger NRRL-3 (Fig. 3), Fusarnum
sp. CDBB:1172 (Fig. 4) y Curvularia sp. (Fig. 5) en cultivos duales que
fueron mantenidos en crecimiento por 7 dias a 29° C en medio AN
para determinar su. copocidod de inhibir el crecimiento de |os
fitopatdgenos. Los experimentos de confrontacidn se realizaron en
placas Petri con medio de agar nutntivo (AN) para lo cual se
iInocularon 2 wl de la suspension de esporas de concentracion 1 X 108
esporas/mi cerca del borde de la placa y se incubaron por 0, 3y 5 dias
antes de inocular al hongo patdégeno. El hongo patdégeno se inoculd
en la placa a partir de un bloque de agar de 0.4 X 0.4 cm de agar PDA
cublerto completamente con el micelio actfivo del hongo en
crecimiento. Al tiempo cero ambos microorganismos se inocularon de
manera simultanea. En todos los casos, después de inocular al hongo
las places Petr fueron mantenidas por 7 dias a 29° C. Las placas control
confenian solamente el hongo. Todos los tratamientos se llevaron a
cabo con tres repeticiones. Bl porcentaje de inhibicidon se determina de
acverdo a la 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
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direcciéon de la colonia de las cepas de estreptomicetos (mm) (Yuan y

Crawford, 1995). En ambos casos la distancia se toma a partir del

crecimiento inicial del hongo. De estos resultados observamos que en
general todas las cepas de estreptomicetos seleccionadas presentan
un porcentaje de actividad antagonista contra 1os hongos de manera
muy similar, sin embargo, entre ellas, la cepa de Strepfomyces sp. NRRL
B-505897 resultd mucho mas eficiente para antagonizar el crecimiento
de los hongos fitopatdgenos de prueba y formar la caracteristica linea
ade lisis en la zona donde inicia la interaccidon entre {os microorgonismos.
Es importante observar que las cepas de actinomicetos presentan un
porcentaje mayor de antagonismo al preincubar las cepas de
estreptomicetos analizadas en la presente invencidn y en todos los
casos. La tabla 2 presenta el porcentaje de inhibicion de la cepa
Streptomyces sp. NRRL B-50597 de la presente invencidn. Con estos
datos, la cepa de la presente invencion supera a las otras cepas de
actinomicetos probodos cepas comerciales, considerando los
aspectos de porcentaje de antagonismo, caracteristicas de la cepa 'y
los aspectos relacionados a la facilidad y versatilidad en la que esa
cepa es manejadaq, crecida y preservada, por lo que la cepa de

Streptomyces sp. NRRL B-50597 supera ampliamente a otras cepas de

estreptomicetos.

TABLA 2
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ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE Streptomyces sp NRREB~50597-(%}—+———

F—_ |
_—

Porcentaje de inhibicion +/- desv. Esténdar *

" Patégeno 0DIAS { 3 DIAS T5 DIAS 7
Curvularia sp. 45 +/- 3.3 61 +/-2.3 /1 +/-1.4
Helminthosporium sp. | 36 +/- 4.9 52+/-2.6 | 68+/-40
A niger T [38+/-2.1 | 68+/-35 | 96+/-07
Fusarium §p. 34 +/- 1.2 |49 +/-1.6 E 54 +/- 3.9

* Cada ensayo consistio de tres replicas.
Ejiemplo 3
Ensayo de antagonismo de la cepa de Streptomyces sp. CACIS-

1.16CA NRRL B-50597 vs. hongos fitopatogenos.

Se realizaron ensayos de confrontacion de la cepa de
Streptomyces sp. NRRL B-5059/7 aislada de suelo contra los hongos
fitopatdgenos de prueba que provienen de diferentes origenes.

Fusarium sp. CDBB:1172 y Aspergillus niger NRRL-3 obtenidos de

ceparios nacionales; Curvularia sp. fue aislada de plantas

ornamentales, especificamente planfas de crisantemo (Dendranthema

grandifiora). Alternana, Colletofrichum y Rhizoctonia, se aislaron de
plantas enfermas de cultivos de Jafropha curcas; Fusarium sp. se qisld

de Capsicum chinense (chile habanero). Las pruebas de antagonismo

contra los fitopatdgenos que se mencionan tienen la finalidad de
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mostrar la actividad antagonista de la cepa de la presente sSFEHYA
comporodén con una cepa de Streptomyces sp. quem
actividad. En las figuras 6 a 13 se observa que la cepa de Streptomyces

so NRRL B-50597 de la presente invencidn fue capaz de inhibir el
crecimiento de los hongos fitopatdégenos antes mencionados en
comparacién con la cepa de Streptomyces wusada para la
comparacion de actividad. En la tabla 3 se muestran los porcentqjes

de inhibicion con los diferentes hongos fitopatdgenos. Lo anterior
demuestra de manera inequivoca y contundente la eficiencia de |a

cepa de la presente invencion Streptomyces sp NRRL B-50597 como

una cepa antagonista del crecimiento de hongos fitopatdgenos que

afectan diferentes cultivos, pudiendo ser plantas ormamentales vy

plantas horticolas. El procedimiento metodologico y téecnico con el que

se realizdo y evalud el resultado del ensayo es idéntico al descrito en el

elemplo 2.

Tabla 3

ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE Streptomyces sp NRRL B-50597 (%) *
Porcentaje de inhibicion (+/- DE)
Patégeno - Odias 3 dias 5 dias

Fusarium sp. COBB:1172  54.8 (0.5]  64.8 (1.4) 71 (2.3)
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Fusarium sp. Chile hab
Alternaria sp.
Curvularia sp.
Phytophthora capsici
Colletotrichum sp.
Rhizoctonia sp.

Aspergillus niger NRRL -3

37

52.9 (1.8

47.6 (1.2)

54.5 (3.6)

61.5 (0.4)

59.1 (1.8)

55.2 (3.5)

52.3 {0.3)

74.1 (4.2)
60.6 (1.7)
68.6 (3.6)
82.7 (1.3)
69.8 (1.6)
70.5 (4.6)

65.6 (5.1)

* Cada ensayo consistio de tres réplicas.

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 descripcion anteriormente dada y mostrada en los dibujos

acompanantes deben interpretarse como ilustrativos y no en un

sentido limitante.
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77.6 (1.0

61.4 (3.0)

76.8(1.7)

90.2 (1.6)

80.8 (2.4)

/6.4 (1.2)

76.9 (1.7)
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REIVINDICACIONES

Una composicion agrondmica para promover resistencia contra
microorganismos fitopatdégenos en plantas, caracterizada porque
comprende: una cepa de Streptomyces sp., que contiene una secuencio
ae ADN ribosomal 165 conforme a la SEQ ID No. 1, y que estd depositada
en la ARS Culture Collection (NRRL) bajo el nUmero de acceso NRRL B-50597;

y un portador agronomicamente aceptable.

La composicion agrondmica de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque la cepa de Streptomyces sp., que contiene
la secuencia identificada como SEQ ID No.1 estd presente en lao

composicion en una cantidad de 10¢ a 10! ucf/qg.

La composicion agrondmica de conformidad con una de las
reivindicaciones 1 - 2, caracterizada ademdas porque estd en la forma de

presentacion de grdanulos, poivos, o de suspensiones liquidas.

Uso de la composicidon agrondmica de las reivindicaciones 1 - 3, para
promover la resistencia contra microorganismos fitopatdégenos en plantas,

en donde los microorganismos fitopatdégenos son particularmente hongos.

Uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde 1os hongos incluyen
a los géeneros Fusarium, Curvularia, Helminthosporium, Aspergillus, Alternaria,

Phytphthora, Colletotrichum y Rizoctonia.

Un metodo para promover resistencia contra microorganismos

fitopatdgenos en plantas, caracterizado porque comprende aplicar una

Y TV A
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composicion como la que se describe en las reivindicaciones 1 - 3, a una

plantula, semilla de planta, o directamente al suelo.

/. El meétodo de conformidad con la reivindicacién 5, en donde la aplicacion

es a nivel invernadero o a nivel de campo.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn 'describé y reclama una cepa de Streptomyces sp., con
No. de Acceso NRRL B-50597, para control bioldgico que tiene actividad
antagonista contra organismos fitopatdgenos, superior a otras cepas similares.
Dicha cepa es aplicable sola o como parte de una composicion agronomica.

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

(1) INFORMACION GENERAL

(1) SOLICITANTE: Zahaed Evangelista Martinez

(11) TITULO DE LA INVENCION: “Cepa de Streptomyces sp con
actividad antagdnica, composicidn que la contiene y
uso de la misma..” |
CAUSAHABIENTE: Centro de Investigacidn y Asistencia en

Tecnologia y Disernio del Estado de Jalisco A.C

(111)

(1v)
(1v) NUMERO DE SECUENCIAS 1

(v) FORMA QUE PUEDE SER LEIDA EN COMPUTADORA: PatentIn Ver. 2.0

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID NO.1

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 641 pb
(B) TIPO: ADN
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: a&cido nucleico
(A) DESCRIPCION: ADN gendémico

(i1)

FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Streptomyces sp. NRRL- B-50597

(V1)

(ix) CARACTERISTICAS: gen
(A) NOMBRE/CLAVE:

(B) LOCALIZACION:

Secuencia parcial ADN ribosomal 16S
cromosoma

(x1) DESCRIPCION DE LA SEQ ID NO: 1

ctggcggcgt gcttaacaca tgcaagtcga acgatgaagc cacttcggtg gtggattagt 60

ggcgaacgyggg
cggggtctaa
tgaaggatga
acgggtagcc
ctacgggagyg
gcgtgaggga

acggtacctg

tgagtaacac
Caccggataa
gcccgeggcec
ggcctgagag

cagcagtggg
Cgacggcctt

cagaagaagc

gtgggcaatc
cactctgtcc

Catcagcttg

ggégaccggc

gaatattgca

cgggttgtaa

gccggcectaac

tgcccttcac

cgcatgggac

ttggtggggt

cacactggga

caatgggcga
acctctttceca

tacgtgccag

Cctgggacaa
ggggttgaaa
aatggcctac
ctgagacacg
aagcctgatg
Jgcagggaaga

cagccgcecggt

gccecctggaaa

gctccggcegyg
caaggcgacyg
gcccagactce
cagcgacgcc
agcgaaagtg

aatacgtagg

120

180

240

300

360

420

480



TR IR T L S T R P PR TR R R

2/2

: " .'-."- . ‘?‘1 ;F' L4 3
REAOH N L

INSTIVUTO M I_{'_'.'..ﬁ. )
O LA PR R4
INLUSTRIAL

gcgcaagcgt tgtccggaat tattgggcgt aaagagctcg taggcggcectt gtcacgtcgg 540

. ol WP . WA e

atgtgaaagc ccggggctta acccecgggtc tgcattcgat acgggctagce ™ tagagtgtgg ¢

taggggagat cggaattcct ggtgtagcgg tgaaatgcgc a 641
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