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DESCRIPCIÓN 

Novedosa cepa de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) y uso de la misma en agricultura 

La presente invención se refiere a una novedosa cepa de la bacteria fijadora de nitrógeno Gluconacetobacter 
diazotrophicus (Gd). La cepa tiene buena utilidad en la agricultura, en términos de capacidad para colonizar células 
vegetales intracelularmente, dando lugar a una fijación de nitrógeno particularmente eficaz. 5 

La Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) ha sido bien estudiada por sus actividades promotoras de la fijación de 

nitrógeno y del crecimiento de las plantas como se revisa en Eskin et al. International Journal of Agronomy (2014):1-
13. Sin embargo, se ha mostrado que ciertas cepas de Gd son particularmente ventajosas en el tratamiento de las 
plantas, puesto que son capaces de establecerse ellas mismas intracelularmente dentro de las células vegetales, a la 
vez que presentan independencia de especies y de tejido (Cocking et al., In vitro Cellular & Developmental Biology 10 
Plant (2006) 42 (1). Estas propiedades, combinadas con su capacidad para desplazarse a través de una variedad de 
tejidos de planta, hacen que dichas cepas sean más capaces de proporcionar los beneficios a las plantas de cultivo 
objetivo. 

Sin embargo, existe una amplia variedad de cepas de Gd y todavía no ha sido posible proporcionar medios para 
identificar fácilmente las cepas que tienen estas propiedades beneficiosas. 15 

Además, un aspecto importante de los biofertilizantes ha sido proporcionar una alternativa a los fertilizantes químicos 
de una forma respetuosa con la naturaleza a las plantas de cultivo agrícola. Sin embargo, sería útil validar la eficacia 
de cualquier tratamiento en curso en condiciones de campo, de manera que un agricultor fuera capaz de determinar 
qué niveles de fertilizante de nitrógeno, si los hay, se requieren suministrar para potenciar las condiciones de 
crecimiento. 20 

Los inventores han encontrado que una cepa de Gd ventajosa específica contiene varias secuencias únicas que no 
se encuentran en otras especies de Gd, ni en otras especies, que incluyen especies de plantas. Esto significa que la 
cepa beneficiosa puede ser fácilmente identificada. Esto es útil tanto en la monitorización de los tratamientos en los 
campos como en la investigación para identificar cepas beneficiosas relacionadas. 

Según la presente invención, se proporciona una cepa fijadora de nitrógeno de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) 25 
depositada por CABI en el Reino Unido con el Tratado de Budapest con número de acceso de depósito IMI504958. 

Esta cepa comprende SEQ ID NOs 1-10 y un plásmido individual de aproximadamente 17566 pb de tamaño. 

Se ha encontrado que la cepa es particularmente eficaz en la colonización intracelular de células vegetales dando 
como resultado la beneficiosa fijación del nitrógeno. En particular, se ha encontrado que el uso de la cepa de la 
invención conduce a mejoras del rendimiento en cultivos tales como cultivos de cereales como maíz y trigo. 30 
Alternativamente, se pueden lograr rendimientos similares incluso con reducción en las aplicaciones de fertilizantes 
de nitrógeno tradicionales. 

Las secuencias que tienen números de SEQ ID 1-10 (mostradas en la Tabla 1 adjunta) en lo sucesivo están presentes 
en la cepa de la invención, pero no aparecen en análisis genómicos de otras cepas disponibles. 

La presencia de un plásmido, en particular de este tamaño, se diferencia de una cepa previamente conocida de Gd, 35 
UAP5541, que se ha informado que está ausente en los plásmidos (Luis E. Fuentes-Ramièrez et al., FEMS 
Microbiology Ecology 29 (1999) 117-128). Además, el tamaño del plásmido es más pequeño que el previamente 
informado con respecto a las cepas PAL5 que contienen un plásmido individual (Giongo et al. Standards in Genomic 
Sciences, Mayo de 2010, Volumen 2, Número 3, pp 309-317 doi: 10.4056/sigs.972221). 

El plásmido de la cepa de la invención también se puede caracterizar porque se restringe a dos fragmentos por la 40 
enzima de restricción Eco RI, en donde los fragmentos tienen aproximadamente 12 Kb y aproximadamente 5,6 kb de 
tamaño, respectivamente. Además, el plásmido carece de varias secuencias clave que se ha identificado previamente 
que están presentes en el plásmido de PAL5. Estas secuencias se muestran como SEQ ID Nº 65, 66, 67 y 68 en el 
listado de secuencias adjunto. Así, la ausencia de estas secuencias particulares puede proporcionar un rasgo 
caracterizador adicional de la cepa de la invención. 45 

El análisis de gráficos de puntos del plásmido de esta cepa se realizó frente al plásmido pequeño (NC_010123; 16610 
pb) del análisis de secuencias de ADN Pal5 (M. Bertalan et al. BMC Genomics (2009) 10:450 DOI: 10.1186/1471-
2164-10-450) usando el software GEPARD V 1.30 (Krusiek et al. Bioinformatics 2007; 23(8): 1026-8). Es interesante 
señalar que no se produjo ningún gráfico cuando se compararon las secuencias de ADN de los dos plásmidos. Esto 
indica que la homología es tan baja que no se podría establecer similitud estructural por el software; confirmando así 50 
que el plásmido es un plásmido individual y único. 

Para su uso en agricultura, la cepa de la invención se formula adecuadamente en una composición agrícola. 
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Así, un aspecto adicional de la invención comprende una composición agrícola que comprende una cepa de la 
invención en combinación con un vehículo agrícolamente aceptable. En general, la concentración de bacterias 
fijadoras de nitrógeno que está presente en la composición variará dependiendo de factores tales como el modo de 
administración, el tipo de planta o semilla que está tratándose y la cepa particular de Gd usada y el nivel de fijación de 
nitrógeno potenciado requerido. Normalmente, sin embargo, las composiciones comprenderán una disolución que 5 
contiene desde 1 hasta 1x109 bacterias por mililitro de composición, por ejemplo desde 10- 103 bacterias por mililitro 
de composición, por ejemplo, desde 50-200 bacterias por mililitro de composición tal como 100 bacterias por mililitro 
de composición. Dicha composición se puede obtener cultivando la cepa de bacteria hasta un nivel fácilmente 
detectable, por ejemplo, examinando la densidad óptica y luego diluyendo la disolución en consecuencia. 

La cepa de Gd puede ser el único componente activo de la composición, o se puede combinar con componentes 10 
agroquímicamente activos adicionales tales como insecticidas, fungicidas o reguladores del crecimiento de las plantas, 
siempre que estos sean compatibles con Gd. 

La composición de la invención comprende adecuadamente un disolvente, tal como agua, aunque si se requiere se 
pueden usar disolventes orgánicos, tales como aceites vegetales o hidrocarburos tales como aceites de parafina o de 
queroseno. Adecuadamente, cualquier disolvente orgánico es un aceite vegetal tal como aceite de soja, aceite de 15 
girasol, aceite de canola (aceite de semilla de colza), aceite de semilla de algodón, aceite de ricino, aceite de linaza o 
aceite de palma, o mezclas de estos. 

La composición puede comprender además aditivos o excipientes tales como espesantes, dispersantes, diluyentes, 
humectantes, vehículos sólidos, etc., como se conoce en la técnica. 

La composición puede comprender además un polisacárido o un tensioactivo agrícolamente aceptable o una 20 
combinación de estos. Los inventores han encontrado que dichos componentes pueden potenciar la actividad de la 
composición, como se describe en una solicitud de patente británica en tramitación junto con la presente. Los 
polisacáridos adecuados incluyen polisacáridos de hidrocoloide derivados de fuentes vegetales, animales o 
microbianas. 

En particular, estos incluyen exudados de polisacárido de goma tales como goma arábiga, goma ghatti, goma karaya 25 
y goma tragacanto, derivados celulósicos tales como carboximetilcelulosa, metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, 
hidroxipropilmetilcelulosa o celulosa microcristalina, almidones y derivados que incluyen, por ejemplo, almidón de 
maíz, almidón de tapioca, almidón de patata, almidón de arroz, almidón de trigo y versiones modificadas de los mismos, 
tales como almidón pregelatinizado, almidón oxidado, almidón etilado, dextrinas de almidón o maltodextrina, pectina, 
polisacáridos derivados de alga marina tales como agar, alginatos, carragenina y furcelarano, gomas de semillas tales 30 
como goma guar y goma de semilla de algarrobo, polisacáridos derivados de la fermentación microbiana, tales como 
goma xantana y goma gellan, y polisacáridos que contienen nitrógeno tales como quitosano; o mezcla de estos. 

El polisacárido puede ser un exudado de polisacárido de goma, tal como goma arábiga, goma ghatti, goma karaya o 
goma tragacanto. Un ejemplo particular del polisacárido es goma arábiga. 

La cantidad de polisacárido presente en la composición puede variar dependiendo de factores tales como el modo de 35 
administración, el tipo de planta o semilla que está tratándose y el nivel de fijación de nitrógeno potenciado requerido. 
Esto variará dependiendo de diversos factores, tales como el polisacárido particular usado, el tipo de planta o semilla 
que está tratándose y el método de administración. Sin embargo, normalmente, se usa una composición que 
comprende desde 0,1 hasta 1 % p/p, por ejemplo desde 0,1 hasta 0,5 % p/p tal como aproximadamente 0,3 % p/p de 
polisacárido. 40 

La composición puede comprender además un tensioactivo o detergente que incluye en particular un detergente no 
iónico, tal como el comercializado con el nombre comercial 'Tween'®, por ejemplo Tween 80. Tween 80 es un 
detergente no iónico; compuesto por 70 % del ácido graso ácido oleico y el resto una combinación de ácido linoleico, 
palmítico y esteárico. El pH de una disolución al 1 % está en el intervalo de desde 5,5-7,2. Se usa ampliamente para 
sustancias emulsionantes y dispersantes en productos medicinales y alimenticios. Tiene poca o ninguna actividad 45 
como agente antibacteriano (Dawson et al. (1986) Data for Biochemical Research, 3ª ed., Oxford University Press 
(New York, NY: 1986), p. 289). La cantidad de tensioactivo incluida varía dependiendo de diversos factores, tales como 
el tensioactivo particular usado, el tipo de semilla que está tratándose, el modo de administración, el tipo de planta o 
semilla que está tratándose y el nivel de fijación de nitrógeno potenciado requerido. Sin embargo, normalmente, una 
composición comprende desde 0,0005 hasta 0,2 % v/v, por ejemplo desde 0,0005 hasta 0,15 % v/v, tal como 50 
aproximadamente 0,001 % v/v. 

Adecuadamente, en la composición también se incluye un nutriente para la cepa de Gd. Los ejemplos incluyen una 
disolución al 3 % p/v de sacarosa como se describe en el documento de patente EP-B-1422997. 

Como por lo general todos los componentes de las composiciones son productos naturales, el impacto medioambiental 
de los tratamientos de la invención es bajo y las composiciones pueden cumplir relativamente fácilmente los requisitos 55 
normativos. 
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La formulación se puede aplicar como un recubrimiento de semilla como se ha descrito anteriormente. En particular, 
la formulación se puede aplicar a semillas, ya sea pulverizando o por inmersión, y entonces las semillas se secan 
formando un recubrimiento residual que comprende encima la cepa de Gd. 

Se puede potenciar la capacidad de fijación del nitrógeno de una planta administrando a la planta o a su entorno la 
cepa de Gd de la presente invención, o una composición agrícola que la comprende, de manera que la cepa de Gd 5 
colonice las plantas y en particular entre en las células vegetales (colonización intracelular). 

Esto se puede lograr en una variedad de formas. Por ejemplo, la cepa de Gd se puede administrar a un medio de 
crecimiento de la planta, en particular durante o después de la germinación, usando un método como se describe, por 
ejemplo, en el documento de patente EPA-1714545. En este caso, la administración de niveles en particular bajos, 
por ejemplo desde 1-100 bacterias por mililitro de inóculo, a los medios de crecimiento, tales como agar, se aplica a 10 
céspedes, en, por ejemplo, durante la germinación o poco después de ella, por ejemplo hasta 7 días después. 

Alternativamente, la cepa de Gd se puede aplicar a una semilla, en particular a la superficie de una semilla, por ejemplo 
en una impregnación previa a la germinación o, en una realización particular, como un recubrimiento de semillas. 
Alternativamente, la una o más composiciones se pueden aplicar a un medio de crecimiento sobre el que se deja que 
germinen las semillas. Dichos medios de crecimiento incluyen medios artificiales tales como geles de agar, así como 15 
tierras o compost en los que las semillas están a punto de sembrarse o se han sembrado. 

La cepa de Gd se puede aplicar a plantas en crecimiento y en particular a una herida de la planta. Esta técnica se 
describe en la solicitud de patente internacional del solicitante en tramitación junto con la presente Nº 
PCT/GB2015/052170. En este método, las bacterias fijadoras de nitrógeno se administran a la herida de una planta 
en crecimiento. La herida puede ser el resultado de daño accidental o natural, tras lo cual la disponibilidad de nitrógeno 20 
adicional puede facilitar el crecimiento de reparación. Sin embargo, la herida puede ser el resultado del daño provocado 
por acciones tales como segar (césped de disfrute), cortar (cultivos de silaje y de heno), consumo por ganado (césped 
de pasto) o por recogida. Por tanto, se puede llevar a cabo una etapa preliminar de causar 'daño' al césped, en 
particular por siega, corte o por recogida antes de la administración de las bacterias fijadoras de nitrógeno. Las 
bacterias fijadoras de nitrógeno se aplican adecuadamente en el plazo de un periodo de tiempo relativamente corto 25 
desde que se llevan a cabo dichas acciones, por ejemplo, en el plazo de 48 horas, por ejemplo en el plazo de 24 
horas, tal como en el plazo de 10 horas y adecuadamente en el plazo de 1-2 horas desde el daño que se causa a la 
planta. 

La administración de las bacterias se puede lograr por la aplicación de una formulación adecuada al área de heridas, 
en particular en forma de una composición. La composición puede estar en forma de un líquido, gel, pasta que se 30 
puede aplicar directamente o en forma diluida, o puede estar en forma de una composición sólida tal como una 
composición de polvo o gránulo que se disolverá en líquido tal como agua antes de uso. En composiciones sólidas, 
las bacterias se usarán, en general, en forma secada, por ejemplo en forma liofilizada, que son reconstituibles tras la 
adición de agua. Sin embargo, la resistencia a la desecación de la cepa de la presente invención puede significar que 
no se requiere la liofilización. 35 

La composición puede estar en una forma adecuada para pulverizar sobre las plantas y así comprenderá un 
concentrado para dilución que puede estar en forma de un líquido o sólido, en particular en forma de un líquido, o 
puede comprender una composición acuosa diluida que se puede pulverizar directamente. 

La cantidad de bacterias fijadoras de nitrógeno administradas en cualquier caso particular variará dependiendo de 
factores tales como el tipo de semilla o la planta que está tratándose, el nivel de mejora de la germinación requerida 40 
y el método de administración. Normalmente, sin embargo, las semillas o su entorno, tal como el medio de crecimiento, 
se inoculan con una disolución que contiene desde 1 hasta 1x109 bacterias por mililitro de inóculo, por ejemplo desde 
1-100 bacterias por mililitro de inóculo, por ejemplo desde 10-80 bacterias por mililitro de inóculo tal como 50 bacterias 
por mililitro de inóculo. Dicha disolución se puede obtener cultivando las bacterias hasta un nivel fácilmente detectable, 
por ejemplo, examinando la densidad óptica y luego diluyendo la disolución en consecuencia. 45 

La cepa de Gd se puede administrar junto con o en combinación con una cepa de Terribacillus, como se describe en 
la solicitud de patente internacional del solicitante en tramitación junto con la presente Nº PCT/GB2015/052171. Los 
inventores han encontrado que dicha cepa puede potenciar la actividad de Gd. Las cepas de Terribacillus incluyen 
Terribacillus saccharophilus, Terribacillus halophilus, Terribacillus goriensis o Terribacillus aidingensis, pero en 
particular es una cepa de Terribacillus saccharophilus. El Terribacillus se administra o por separado o en mezcla con 50 
la cepa de Gd. El Terribacillus puede estar en mezcla íntima con la cepa de Gd, o se puede administrar en una forma 
de cocultivo, o de cultivo mixto. 

Las plantas adecuadas incluyen cultivos leguminosos y no leguminosos y ornamentales. La planta no leguminosa 
seleccionada preferentemente de la familia de céspedes Graminaae incluye arroz [Oryza sativa], trigo [Triticum 
aestivum] y maíz [Zea mays]). La planta no leguminosa también puede ser una seleccionada de familias tales como: 55 
Solanaceae (incluye tomate, patata y tabaco), Brassicaceae /Cruciferae (incluye coles, nabos, colza oleaginosa y la 
planta modelo Arabidopsis thaliana), Malvaceae (incluye algodón), Compositae/Asteraceae (incluye girasol y lechuga), 
Euphorbiaceae (incluye yuca), Chenopodiaceae (incluye remolacha azucarera). La planta leguminosa se selecciona 
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preferentemente de Leguminosae (incluye soja, trébol, alfalfa, guisantes y otras judías). Las semillas tratadas pueden 
ser de plantas monocotiledóneas o dicotiledóneas, pero en particular son plantas monocotiledóneas tales como 
céspedes, arroz, trigo, cebada, sorgo, mijo, avena, centeno y maíz. En particular, las semillas tratadas según el método 
de la invención son céspedes tales como Lolium perenne. 

Otros cultivos enumerados anteriormente pueden usar la cepa de Gd para facilitar la supervivencia en condiciones de 5 
pH no óptimo como se ha descrito anteriormente. 

Una vez inoculada como se describe en el presente documento, la cepa de Gd de la invención colonizará las células 
vegetales y actuará simbióticamente dentro de la planta para potenciar la fijación de nitrógeno. 

Así, un aspecto adicional de la invención proporciona una planta o semilla que se ha colonizado por la cepa de Gd 
como se ha descrito anteriormente. En particular, la cepa de Gd se localiza intracelularmente en células vegetales 10 
vivas. 

Los inventores han encontrado que la cepa Gd intracelular pasará de generación a generación y que así las semillas 
y otra descendencia obtenida de las semillas y plantas de la invención también comprenderán la cepa de Gd 
intracelular. Dicha semilla o descendencia forma aún un aspecto adicional de la invención. 

Potenciando la fijación de nitrógeno, las plantas pueden mostrar propiedades potenciadas, tales como características 15 
de crecimiento más rápido o mejorado y/o rendimiento mejorado. En un aspecto adicional, la invención proporciona 
un método de producción de un producto de planta, comprendiendo dicho método cultivar una planta colonizada con 
la cepa de Gd como se ha descrito anteriormente, y obtener el producto de la misma. 

Además, los inventores observaron que ciertas plantas colonizadas por bacterias fijadoras de nitrógeno, en particular 
plantas intracelularmente colonizadas, muestran no solo características de crecimiento o rendimiento potenciadas, 20 
sino que también muestran un aumento del nivel de clorofila en comparación con plantas sin dichas bacterias 
intracelulares. Las plantas que parece que demuestran particularmente esta propiedad son céspedes que incluyen 
céspedes de pasto, de disfrute y para carreras de caballos. Esto es particularmente ventajoso en el contexto de dichas 
plantas, ya que altos niveles de clorofila dan lugar a una mejor coloración verde, que es altamente deseable en un 
contexto ornamental. 25 

Por tanto, la cepa de Gd de la invención se puede usar para aumentar la clorofila en los céspedes. 

Los céspedes pueden incluir céspedes tales como céspedes de pasto, de disfrute, para carreras de caballos u 
ornamentales, por ejemplo, Lolium spp, tales como Lolium perenne, Lolium multiflorum, Lolium persicium, Agrostis 
spp. tales como Agrostis castellana, Agrostis capillaris, Agrostis stoloniferia, Festuca spp. tales como Festuca rubra, 
Festuca ovina, Festuca longifolia, Festuca arundinacea, Poa spp. tales como Poa annua, Poa Pratensis y Poa trivialis, 30 
Paspalum vaginatum, Cynodon spp. tal como Cynodon dactylon, Zoysia spp. tales como Zoysia japonica, Zoysia 
tenuifolia, o Emerald Zoysia, Stenotaphrum secundatum, Buchloe dactyloides o Pennisetum clandesinium. Sin 
embargo, generalmente, Lolium spp. y/o Festuca spp. forman la base de muchos céspedes de disfrute o para carreras 
de caballos. 

La cepa de Gd se puede administrar a céspedes usando cualquiera de las técnicas descritas en el presente 35 
documento, pero en particular, se puede aplicar a las semillas de céspedes como un recubrimiento, o a heridas de los 
céspedes causadas después del corte. 

La cepa se puede identificar y/o monitorizar usando un kit de diagnóstico que comprende medios para determinar la 
presencia en una muestra de al menos una secuencia de ácidos nucleicos seleccionada de SEQ ID NOs 1-10. 

Como se trata en el presente documento, las SEQ ID NO 1-10 representan secuencias únicas y novedosas, que 40 
aparecen en la cepa de Gd de la invención. Así, proporcionan un medio de identificación de esta cepa beneficiosa. 
Además, la cepa es sensible a la detección usando cebadores que no reaccionan de forma cruzada con una especie 
de planta. 

Además, puesto que la cepa puede colonizar células vegetales hospedadoras intracelularmente, es capaz de 
desplazarse eficazmente por la planta. Se puede usar un kit para proporcionar una evaluación de la colonización por 45 
Gd después de la germinación en una etapa temprana y comprobar su eficiencia. Esto permitirá entonces a los 
agricultores tomar una "decisión informada" sobre la existencia y el grado de colonización y si se requiere cuánto 
fertilizante de nitrógeno basado en producto químico se requerirá aplicar. Este nivel adicional de seguridad proporciona 
'garantía' a los agricultores de que sus cultivos están siendo bien cuidados, incluso cuando se usa un fertilizante 
respetuoso con la naturaleza y el cultivo en forma de Gd. 50 

El kit puede comprender medios para determinar la presencia de más de una de las secuencias de ácidos nucleicos 
de SEQ ID NOs 1-10, por ejemplo hasta 10, tal como hasta 5, o hasta 3 de dichas secuencias de ácidos nucleicos de 
SEQ ID NOs 1-10. De esta forma, se proporcionaría un kit de diagnóstico fiable. 
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La detección de plásmidos, por ejemplo por aislamiento usando un kit de aislamiento de plásmidos comercialmente 
disponible, puede proporcionar confirmación adicional de la identificación de la cepa beneficiosa. En particular, 
cualquier plásmido identificado debe ser inferior a 27455 pb de tamaño, por ejemplo aproximadamente 17566 pb. La 
presencia de un plásmido, en particular de este tamaño, se diferencia de una cepa de Gd previamente conocida, 
UAP5541, que se ha informado que está ausente en plásmidos (Luis E. Fuentes-Ramièrez et al., FEMS Microbiology 5 
Ecology 29 (1999) 117-128). Además, el tamaño del plásmido es más pequeño que el previamente informado con 
respecto a las cepas de PAL5 que contienen un único plásmido. 

El plásmido se puede someter a corte, en particular por medio de una enzima de restricción Eco RI, dando dos 
fragmentos de aproximadamente 12 kb y aproximadamente 5,6 kb. 

El kit de diagnóstico puede comprender además medios para determinar la presencia de al menos una secuencia de 10 
ácidos nucleicos que es característica de la cepa de Gd, por ejemplo 2, o 3 secuencias de ácidos nucleicos que son 
características de la cepa. Si se conoce que la muestra contiene la cepa de Gd, una determinación positiva de esta 
determinación serviría de 'control' confirmando que la prueba se ha llevado a cabo eficazmente. 

Los ejemplos particulares de dichas secuencias se muestran como SEQ ID NOs 11-13 en la Tabla 2 en lo sucesivo. 
Estos son responsables de la detección de la cepa de Gd en una variedad de cultivos, sin reaccionar de forma cruzada 15 
con especies de plantas. 

Además, un kit puede comprender medios para detectar secuencias que no se encuentran en la cepa de la invención, 
para proporcionar un control negativo. Los ejemplos de dichas secuencias se muestran como SEQ ID Nos 65-68. 

Un kit puede comprender medios para detectar la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos específica de 
planta, tal como un ácido nucleico específico de cloroplasto que se amplifica universalmente a partir de ADN de planta. 20 
La inclusión de dichos medios puede servir de control cuando el kit se usa en el contexto de la detección de Gd dentro 
de una especie de planta, ya que este medio producirá una señal detectable, incluso en ausencia de Gd. Si falla esta 
señal, esto indicaría un fallo de la prueba en vez de que necesariamente no está Gd presente. Un conjunto de 
cebadores de cloroplastos particular que está comercialmente disponible de Thermo Scientific. Product como Phire 
Plant Direct PCR Master Mix, se basa en la divulgación por Demesure B et al (1995) Molecular Ecology 4:129-131. 25 

Los medios para detectar la presencia de las secuencias de ácidos nucleicos pueden adoptar diversas formas como 
sería entendido en la técnica. 

Donde los ácidos nucleicos comprenden genes que se expresan, el kit puede comprender medios para detectar las 
proteínas expresadas. Dichos medios pueden incluir pruebas específicas de proteína tales como análisis 
inmunoquímicos que utilizan anticuerpos específicos para las proteínas para inmovilizar y/o detectar las proteínas, 30 
tales como técnicas de ELISA o de RIA, o métodos inmunoelectroforéticos tales como transferencia Western. 

Sin embargo, se prefiere que un kit comprenda medios para detectar ácidos nucleicos específicos por sí mismos. 

En particular, se pueden detectar ácidos nucleicos usando cualquiera de las técnicas disponibles que incluyen ensayos 
de unión de ácidos nucleicos e inmunoensayos usando anticuerpos producidos contra formas haptenizadas de los 
ácidos nucleicos. La detección puede implicar reacciones de amplificación de ácidos nucleicos, y así en particular los 35 
kits pueden comprender uno o más cebadores de amplificación que se dirigen a la o cada secuencia de ácidos 
nucleicos que se detecta. 

Como entendería un experto, cuando la detección de una secuencia se lleva a cabo usando una reacción de 
amplificación, no sería necesario amplificar la secuencia entera, sino solo un fragmento característico de la secuencia 
entera, por ejemplo un fragmento de al menos 10, y adecuadamente al menos 50 pares de bases. Así, el tamaño de 40 
la secuencia que se puede amplificar podría estar en el intervalo de desde 10-3070 pares de bases, y adecuadamente 
desde 20-2000 pares de bases, por ejemplo desde 50-500 pares de bases, tal como desde 100-300 pares de bases. 
El tamaño del fragmento dependerá de la naturaleza de la reacción de detección que se usa, pero debe ser suficiente 
para garantizar que el producto sea característico de SEQ ID NOs 1-10 o variantes como se han definido 
anteriormente, y así no está presente en otras secuencias, en particular secuencias de plantas. Donde se amplifica 45 
más de una secuencia, se pueden seleccionar para ser tamaños diferentes, de manera que puedan ser fácilmente 
diferenciadas durante la detección, usando técnicas tales como separación basándose en tamaño, o análisis de los 
puntos de fusión. 

Si se requiere, un kit puede comprender además uno o más reactivos adicionales necesarios para llevar a cabo una 
reacción de amplificación de ácidos nucleicos. Así, puede incluir enzimas tales como polimerasas, sales tales como 50 
sales de magnesio o de manganeso, tampones y nucleótidos como sería entendido en la técnica. 

Un kit puede incluir, si se requiere, medios para detectar los productos de amplificación. Dichos medios pueden incluir 
colorantes o sondas, en particular sondas marcadas que se unen al producto intermedio de la secuencia diana con 
los cebadores. Alternativamente, los cebadores se pueden marcar ellos mismos para facilitar la detección. 
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Las reacciones de amplificación de ácidos nucleicos adecuadas incluyen reacciones que utilizan ciclado térmico tal 
como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la reacción en cadena de la ligasa (LCR), así como reacciones 
de amplificación isotérmica, tal como amplificación basada en secuencias de ácidos nucleicos (NASBA), amplificación 
por desplazamiento de cadenas (SDA), amplificación mediada por la transcripción (TMA), amplificación isotérmica 
mediada por bucle (LAMP) y amplificación por círculo rodante, 3SR, amplificación por ramificación (como se describe 5 
por Zhang et al., Molecular Diagnosis (2001) 6 No 2, p 141-150), amplificación por polimerasa recombinasa (disponible 
de TwistDx) y otros. La amplificación de ácidos nucleicos puede usar PCR, por ejemplo PCR cuantitativa (qPCR), para 
proporcionar información referente al grado de colonización. 

Alternativamente, la amplificación es por una reacción de LAMP. Los ensayos de LAMP utilizan al menos cuatro y 
adecuadamente seis cebadores que se diseñan para actuar en seis regiones diferentes de la secuencia diana. Siempre 10 
habrá dos cebadores externos (F3 y B3) y dos cebadores internos (FIP y BIP). Opcionalmente, además, existen dos 
cebadores de bucle (FLoop y BLoop). El uso de cebadores de bucle reduce normalmente el tiempo de amplificación y 
aumenta la especificidad del ensayo. Los cebadores FIP y BIP consisten en F2, complementario a la región F2c de la 
secuencia molde, y F1c, idéntico a la región F1 del molde. Se necesita considerar cuatro características principales 
para garantizar un diseño de cebadores LAMP satisfactorio: la temperatura de fusión de los cebadores (Tm), dada a 15 
55-65 ºC para cebadores F3, FIP, BIP y B3 y ≥65 ºC para FLoop y BLoop; un contenido de GC de 50-60 % en las 
secuencias de cebadores; la ausencia de formación de estructuras secundarias y estabilidad en los extremos de cada 
cebador; y finalmente la distancia entre regiones de cebadores. Se desvelan en lo sucesivo ejemplos de los conjuntos 
de cebadores de LAMP adecuados. 

Se puede determinar la presencia de los productos de reacciones de amplificación usando cualquier tecnología 20 
disponible. Así, se pueden incluir técnicas donde se separan productos sobre un gel basándose en el tamaño y/o la 
carga y se detectan, tal como por electroforesis en gel de agarosa. Alternativamente, se pueden detectar in situ, 
usando, por ejemplo, usando colorantes intercalantes o sondas o cebadores marcados. Se conoce la detección de los 
productos de amplificación usando una amplia variedad de sistemas de señalización y de detección. Muchos de estos 
sistemas pueden funcionar en 'tiempo real', que permite que el progreso de la amplificación se monitorice a medida 25 
que avanza, permitiendo la cuantificación del producto. Muchos de dichos sistemas utilizan marcas y en particular 
marcas fluorescentes que están asociadas con elementos tales como cebadores y sondas usados en el sistema de 
amplificación y que se basan en transferencia de energía fluorescente (FET) como una base para la señalización. Una 
forma particular de dicha transferencia de energía fluorescente es la transferencia de energía por resonancia 
fluorescente o transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET) para la generación de señales. 30 

Un ejemplo importante de dicho proceso comercialmente usado es el proceso TaqMan®, en el que una sonda 
doblemente marcada, que lleva tanto una primera marca que comprende una molécula donante de energía 
fluorescente o indicador como una segunda marca que comprende una molécula aceptora de energía fluorescente o 
extintor, se incluye en un sistema de PCR. Cuando se unen a la sonda, estas moléculas interaccionan de manera que 
la señal fluorescente de la molécula donante sea inactivada por el aceptor. Sin embargo, durante una reacción de 35 
amplificación, la sonda se une a la secuencia diana y se digiere a medida que la polimerasa extiende los cebadores 
usados en la PCR. La digestión de la sonda conduce a la separación de las moléculas de donante y de aceptor, de 
manera que ya no interaccionan. De esta forma, se elimina el efecto extintor del aceptor, modificando así las emisiones 
de la molécula. Este cambio en la emisión se puede monitorizar y está relacionado con el progreso de la reacción de 
amplificación. 40 

Donde se detecta más de una secuencia de ácidos nucleicos, el kit puede comprender componentes suficientes para 
llevar a cabo múltiples reacciones de amplificación separadas, tal como conjuntos individuales de cebadores. 
Preferentemente, sin embargo, el kit está configurado para llevar a cabo una reacción múltiple, donde se pueden 
detectar múltiples dianas en una única reacción. En este caso, donde la detección se hace usando electroforesis en 
gel, los cebadores se seleccionan adecuadamente de manera que cada producto amplificado tenga un tamaño o carga 45 
significativamente diferente de manera que puedan ser fácilmente separados e identificados sobre un gel de agarosa, 
o por análisis del punto de fusión usando un reactivo de señalización tal como un colorante intercalante de ADN. 

Alternativamente, donde el sistema de detección incluye marcas, cualquier marca proporcionada, por ejemplo en 
cebadores o sondas, proporcionará una señal diferente y distinguible de otros conjuntos de cebadores, por ejemplo 
basándose en la longitud de onda de la señal emitida y/o el hecho de que el producto tenga un punto de fusión o 50 
temperatura de hibridación diferente, que se pueden distinguir llevando a cabo un análisis del punto de fusión de los 
productos. 

Los cebadores de amplificación adecuados, en particular para la amplificación por PCR, junto con el tamaño 
aproximado de los productos que generan, se seleccionan de los considerados en la Tabla 3 a continuación:  

55 
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Tabla 3 

 
SEQ 

ID 
Directo SEQ 

ID 
Inverso Tamaño de 

producto 

A 14 TGAAATTGACGCCCGTTGGA 15 CACGCCGGGAAAGAGGATTC 472 pb 

B 16 GGCAACGCGGTTTCTACGAA 17 CGTTAGCCGGGGTTGTCAGA 489 pb 

C 18 TCGTTGCCACTTTCCGAGGG 19 GTCGATTGTGTGCAGCGTCAA 268 pb 

D 20 CACCGATCTTGTGCGTTTCG 21 CGGCAATGCTCCATACCCAC 522 pb 

E 22 CACCGGAAAGAGTGGCAGGA 23 AACCGGGTCACTTGCGTCAT 783 pb 

F 24 AGCCATCGGAGTCACATCGG 25 GGAAACCTCGAAACCCTGCG 1129 pb 

G 26 TCAGGGCAATCACTAGCCGG 27 TCGAGCAGCCGTTTCATCCA 1118 pb 

H 28 TGATGCGCTTGTTCGTGACG 29 CGTTCGCCCTTGTCGTCATG 478 pb 

I 30 GGGCCATCCGTTACCTGCTT 31 TGACACACCCGCTCCGAAAT 1102 pb 

J 32 GCATTTGCGGTAAGTCATCCCA 33 GGATCCCGATTTGCAAGCCA 814 pb 

K 34 TGTCGGGTCGGGAACTCAAG 35 CGGGTTCTCGCTGATGACCT 464 pb 

L 36 TCCCGCCTGCATCTGAAGAC 37 CAGCGATGCCAGCCAATACC 1098 pb 

M 38 GTTCGTCGCGTCTGATGCAG 39 ACCTGGGCATTGTTGGTGGA 1045 pb 

 

Se ha encontrado que los conjuntos de cebadores representados por SEQ ID NOs 14-33 sirven de cebadores 
específicos de cepa útiles para cepas de Gd beneficiosas, mientras que los conjuntos de cebadores representados 
por SEQ ID NOs 34-39 sirven de cebadores específicos de especie de Gd útiles. 5 

Los kits se pueden usar en métodos de determinación de la presencia en una muestra de una cepa de 
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) capaz de colonizar intracelularmente células vegetales, comprendiendo dicho 
método detectar en dicha muestra al menos una secuencia de ácidos nucleicos seleccionada de SEQ ID NOs 1-10. 

Se pueden detectar adecuadamente hasta 10, por ejemplo hasta 5 tal como aproximadamente 3 de dichas secuencias 
de ácidos nucleicos de SEQ ID NOs 1-10. 10 

Un método puede comprender además detectar al menos un ácido nucleico que es característico de especie de Gd, 
como se ha descrito anteriormente, tal como una secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NOs 11-13. Nuevamente, 
si se requiere, se puede detectar más de una de dichas secuencias de ácidos nucleicos específicas de especie. 

Además, un método puede comprender además detectar una secuencia de ácidos nucleicos específica de planta, que 
puede ser característica de la planta colonizada por Gd particular que se examina o puede estar universalmente 15 
presente en las plantas, tal como una secuencia de ácidos nucleicos específica de cloroplasto, como control para la 
reacción. 

Se pueden usar en el método diversos métodos de detección, como se describe en el presente documento, pero en 
particular, el método puede comprender una reacción de amplificación de ácidos nucleicos, tal como la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 20 

Cebadores adecuados son como se han descrito anteriormente. 

Una muestra que se puede usar en el método de la invención puede ser cualquier muestra que contenga o que se 
sospecha que contiene una cepa de Gd. Esto puede incluir cultivos o muestras de laboratorio, que pueden contener 
la cepa de Gd deseada. Alternativamente, puede comprender muestras de plantas, que incluyen muestras de hoja, 
tallo o raíz, de las que se ha liberado el ácido nucleico, por ejemplo provocando la lisis celular, por ejemplo usando 25 
medios mecánicos, químicos o sónicos. En particular, la muestra es de una planta a la que se ha aplicado previamente 
una cepa de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd). De esta forma, se puede confirmar la colonización satisfactoria 
de la planta por Gd. 

Normalmente, dichas pruebas se llevarán a cabo en un laboratorio, aunque se pueden llevar a cabo pruebas móviles, 
por ejemplo, en condiciones de campo, si está disponible equipo adecuado, tal como máquinas de PCR móviles, o si 30 
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se emplea detección de dianas en dianas de proteína particulares, usando técnicas tales como ELISA, que se puede 
llevar a cabo en dispositivos de flujo lateral. 

La invención se describirá ahora particularmente a modo del ejemplo con referencia a las figuras adjuntas que se 
describen del siguiente modo:  

Figura 1: es un gel que muestra productos de PCR de un intervalo diseñado para ser específicos de cepa o de 5 

especie, que incluye los conjuntos de cebadores A-H en la Tabla 3 (mostrados en la Figura 1A en los carriles 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 12 y 13 respectivamente) e I-M en la Tabla 3 mostrados en la Figura 1B en los carriles 4, 5, 9, 12 y 
13, respectivamente. 

Figura 2: es un gel que ilustra productos de PCR usando el conjunto de cebadores E tras la inoculación de 

reacciones con 100 ng de (1) OSR var. Ability, (2) OSR var. Extrovert, (3) arroz var. Valencia, (4) trigo var. Willow, 10 
(5) césped var. Aberglyn, (6) césped var. Dickens, (7) maíz, (8) quinoa, (9) Arabidopsis var. Columbia, (10) 
cebada var. Chapeaux, (11) césped var. Twystar, (12) césped var. J Premier Wicket, (13) patata y (14) tomate. 
El carril (15) contiene amplicón producido a partir de 10 ng de ADN genómico de Gd, (16) contiene el control de 
PCR sin molde y el marcador de peso molecular en cada extremo del gel es HyperLadder 1 kb plus (Bioline). 

Figura 3: es un gel que ilustra la PCR de sensibilidad usando el conjunto de cebadores B en reacciones que 15 

contienen 100 ng de ADN de OSR var. Ability, inoculado con (1) 1 ng, (2) 100 picogramos, (3) 10 picogramos, 
(4) 1 picogramo, (5) 100 femtogramos, (6) 10 femtogramos y (7) sin ADN genómico añadido de Gd. El carril (8) 
es la muestra de control sin molde y el marcador de peso molecular en cada extremo del gel es HyperLadder 
1 kb plus (Bioline). 

La Figura 4 son gráficos que muestran (A) amplificación positiva de Gluconacetobacter diazotrophicus por LAMP 20 

fluorescente usando la máquina en tiempo real Genie II y un conjunto de cebadores que forma parte de la 
invención. La amplificación positiva de ADN se detecta por una señal de fluorescencia, y (B) una curva de 
hibridación para las muestras de Gluconacetobacter diazotrophicus, siguiendo la amplificación por LAMP; la 

reacción se sometió a análisis de hibridación y se detecta la temperatura a la que el ADNbc se vuelve a hibridar 
como un estallido de fluorescencia. 25 

La Figura 5 son gráficos que muestran resultados representativos de experimentos de QPCR llevados a cabo 

usando cebadores diseñados para amplificar secuencias según la invención, cuando se llevan a cabo usando 
diluciones sucesivas de muestras que contienen ADN de GD, donde (A) muestra los resultados para el conjunto 
de cebadores designado P5 para SEQ ID NOs 58 y 59, (B) muestra los resultados para un conjunto de cebadores 
designado P8 para SEQ ID NOs 60 y 61 y (C) muestra los resultados para un conjunto de cebadores designado 30 
P17 para SEQ ID NO 62 y 63 como se define en lo sucesivo. 

La Figura 6 son gráficos que muestran resultados representativos de experimentos de QPCR llevados a cabo 

usando cebadores diseñados para amplificar secuencias según la invención, cuando se llevan a cabo usando 
diluciones sucesivas de muestras que contienen ADN de GD y ADN genómico de planta, donde (A) muestra los 
resultados para el conjunto de cebadores designado P5 en presencia de ADN de trigo, (B) muestra los gráficos 35 
de picos de fusión de los productos de (A) para todas las muestras (es decir, diluciones de Gd en presencia de 
genoma de trigo y controles relevantes); (C) muestra el gráfico de picos de fusión de los controles de (A) donde 
un control positivo que comprende ADN de Gd solo produjo señal donante, y controles negativos que comprenden 
ADN de planta solo y muestras negativas de QPCR solo (NTC – sin control de transcrito), ambos no produjeron 
señal donante; (D) muestra resultados para un conjunto de cebadores designado P17 como se define en lo 40 
sucesivo en presencia de ADN de maíz; (E) muestra el gráfico de picos de fusión de los productos de (D) para 
todas las muestras probadas (es decir, diluciones de Gd en presencia de genoma de maíz y controles relevantes); 
y (F) muestra los gráficos de picos de fusión de los controles de (D) donde un control positivo que comprende 
ADN de Gd solo produjo señal donante, y controles negativos que comprenden ADN de planta solo y muestras 
negativas de QPCR solo (NTC - sin control de transcrito), pero no produjeron señal donante. 45 

La Figura 7 muestra un gel de agarosa al 1 % resuelto que muestra ADN de plásmido extraído de una cepa 

particular de GD (IMI504853). 

La Figura 8 muestra un producto de digestión con restricción en gel de agarosa al 1 % resuelto de ADN de 

plásmido con Eco RI de la cepa de Gd (IMI504853). Los fragmentos restringidos se mencionan como 1) ∼12 Kb 

y 2) ∼5,6 Kb cuando migran a lo largo de HyperLadder de 1 kb (Bioline) donde está marcado el fragmento más 50 
próximo a la escalera para la comparación de tamaño. 

La Figura 9 muestra un gel de agarosa obtenido de una amplificación por PCR para detectar Gd de plantas de 

semillero de trigo obtenidas durante un ensayo de campo. 

La Figura 10 es una tabla que muestra el índice de clorofila de trigo tratado con Gd según la invención en 

comparación con un control. 55 
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Sin embargo, será evidente para un experto en la técnica que no se requieren detalles específicos para poner en 
práctica la invención. Las siguientes descripciones se presentan para fines de ilustración y descripción. No pretenden 
ser exhaustivas o limitar la invención a las formas precisas desveladas. Son posibles muchas modificaciones y 
variaciones en vista de las enseñanzas anteriores. Las realizaciones se muestran y se describen para explicar mejor 
los principios de la invención y sus aplicaciones prácticas, para así permitir que otros expertos en la técnica utilicen 5 
mejor la invención y diversas realizaciones con diversas modificaciones, ya que son aptas para el uso particular 
contemplado. 

Ejemplo 1: Identificación de secuencias únicas 

Se aisló IMI504853, una cepa de Gd obtenida de someter a pases UAP5541, que se encontró que tenía propiedades 
de colonización de plantas particularmente beneficiosas, y se secuenció todo el genoma (esta cepa se ha depositado 10 
con CABI en el Reino Unido y se le ha asignado el número de acceso del Tratado de Budapest IMI504958.) Se hizo 
una comparación con el genoma públicamente disponible de la cepa tipo (PAL5; secuenciada por JGI, EE. UU. [acceso 
de secuencia de Genbank CP001189]) usando métodos convencionales. 

Sorprendentemente, se observó un gran número de diferencias en el genoma, y en particular, se identificaron varios 
genes que estaban presentes en el genoma de IMI504853 pero no PAL5. 15 

Se observaron muchos de estos genes con una función asociada. Los genes únicos con comentarios se comprobaron 
adicionalmente para naturaleza única en todos los genomas secuenciados hasta la fecha usando la herramienta 
BLAST basada en la web de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

El análisis del resultado de BLAST redujo la lista a 20 genes únicos no presentes en ningún genoma. Pareció que 
estos genes eran "específicos de la cepa" para IMI504853. 20 

Por tanto, se encontró que cinco conjuntos eran únicos para las especies de Gd y posteriormente se denominarán 
"específicos de especie" (es decir, presentes en IMI 504853, Pa15 y otras cepas de Gd pero no en otras especies) 

Así, parece que estas diferencias de secuencia caracterizan la cepa y se pueden usar para diseñar un kit de 
diagnóstico para IMI504853 y cepas similares. 

Ejemplo 2: Validación por PCR 25 

Se diseñó un juego de 25 conjuntos de cebadores basados en las secuencias identificadas en el análisis del genoma. 
Primero se probó la especificidad de estos 25 conjuntos de cebadores (20 diseñados para ser específicos de cepa y 
5 diseñados para ser específicos de especie) llevando a cabo una reacción de PCR convencional usando ADN 
genómico de IMI504853 y PAL5. Los resultados con IMI504853 se ilustran en la Figura 1. Los resultados mostraron 
que los 16 conjuntos de cebadores específicos de cepa delinearon IMI504853 a partir de PAL5 como se obtuvieron 30 
de tres colecciones diferentes (ATCC49037, DSM5601 y LMG7603). Sin embargo, 4 supuestos conjuntos de 
cebadores específicos de cepa reaccionaron de forma cruzada con al menos un PAL5 y, por tanto, se retiraron del 
estudio específico de cepa. 

Reaccionaron los 5 cebadores específicos de especie, como era de esperar. 

Además, se hizo la prueba de cebadores específicos de cepa y de especie contra otras dos cepas de Gd, una 35 
originalmente aislada en India (IMI 502398) y la otra de Mauricio (IMI 502399), así como un cultivo revivido en 2001 
de la cepa UAP5541 (conservada en glicerol a -80 ºC), usando el método descrito anteriormente. Los datos estuvieron 
de acuerdo con los 16 conjuntos de cebadores específicos de cepa y 4 de cebadores específicos de especie, ya que 
uno de los conjuntos de cebadores específicos de especie producidos produjo una banda de mayor peso molecular. 
Esto fue un resultado sorprendente. 40 

Se comprobó la sensibilidad de detección de los 25 conjuntos de cebadores (20 específicos de cepa y 5 específicos 
de especie) usando diluciones sucesivas de cultivos de caldo bacteriano. Se encontró que 24 de estos conjuntos 
produjeron niveles de detección muy altos (que requirieron 1-10 células bacterianas). 

Además, estos 25 cebadores se comprobaron entonces para reactividad cruzada con varias especies de plantas diana 
y variedades usando ADN extraído internamente. Los cebadores se probaron en una reacción de PCR usando ADN 45 
extraído de plantas de las siguientes especies: maíz, trigo (var. Willow), quinoa, arroz (var. Valencia), cebada (var. 
Chapeaux), patata, Arabidopsis (var. Columbia), colza oleaginosa (vars. Ability y Extrovert) y una variedad de 
céspedes (vars. Aberglyn, Dickens, J Premier Wicket y Twystar). El método para aislar ácidos nucleicos de tejidos de 
planta implicó la maceración mecánica de material de hoja, seguido por una extracción de CTAB modificada (Doyle 
and Doyle, 1987 Phytochem. Bull., 19: 11-15). Brevemente, se rompieron membranas celulares usando SDS y CTAB 50 
para liberar sus contenidos, y se degradaron las proteínas celulares o se desnaturalizaron usando proteinasa K y β-
mercaptoetanol. El tampón de extracción también contuvo PVPP para retirar los polifenoles de planta, EDTA para 
quelar iones metálicos, cloruro sódico para solubilizar estructuras de ácido nucleico, así como TRIS HCl para 
estabilizar el pH del tampón. Se degradaron las moléculas de ARN usando tratamiento con RNasa A. Tras la retirada 
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de los residuos celulares insolubles usando mezcla de cloroformo:isoamilo (24:1), precipitaron los ácidos 
desoxinucleicos en etanol usando acetato sódico, se lavaron usando etanol diluido y se resuspendieron en agua de 
calidad molecular. 

Se muestran resultados ilustrativos en la Figura 2. 

Al mismo tiempo, se probó la sensibilidad de cebadores inoculando reacciones de PCR que contenían 100 ng de los 5 
genomas de planta anteriormente mencionados con ADN genómico diluido sucesivamente seis veces a partir de Gd, 
a partir de 1 ng. Se encontró que la sensibilidad del sistema de PCR no estaba, en general, afectado por la presencia 
de genoma de la planta y se estableció detección rutinaria desde un mínimo de 1 picogramo de ADN de Gd. 

Se muestran resultados ilustrativos en la Figura 3. Los resultados sugirieron que 17 de los 20 conjuntos de cebadores 
específicos de cepa y tres de los cinco conjuntos específicos de especie o no reaccionan de forma cruzada con ningún 10 
genoma de planta probado, o reaccionan de forma cruzada con un número pequeño, pero producen un producto de 
ADN de un tamaño diferente y tamaño distinguible. 

De los conjuntos de cebadores específicos de cepa, solo 10 produjeron resultados que fueron de (1) alta especificidad, (2) 
alta sensibilidad, y (3) no produjeron reacciones cruzadas con ADN de planta y estos se representan en la Tabla 3 
anteriormente como los conjuntos de cebadores A-J. Similarmente, se encontró que solo tres de los conjuntos de cebadores 15 
específicos de especie seleccionados eran específicos y suficientemente sensibles para su uso y estos se muestran como 
los conjuntos de cebadores K-M en la Tabla 3, respectivamente. Además, el tamaño de los productos obtenidos usando 
estos cebadores se muestra en la Tabla 3 y se ilustra en las Figuras 1A y 1B. Así, los métodos y los kits basados en estos 
cebadores son particularmente útiles en la identificación de Gd beneficiosa en situaciones de campo. 

Ejemplo 3: Ensayo de LAMP  20 

Se diseñó una serie de cebadores de LAMP para amplificar las regiones de SEQ ID NOs 6, 7 y 9 y se muestran en la 
Tabla 4 a continuación del siguiente modo:  

Tabla 4 

SEQ ID NO Secuencia Tipo 

40 CTCAGGAAGACCGAATTGATTA F3 

41 GCGAAACGTCTGATTGAAC B3 

42 CGGATAACCACTGGTGCTCCGACTCGCCTCACTCTACT FIP 

43 TCCACGAATCTCACGAAGCACCCCGACCTTATCTCCCAT BIP 

44 GCCAGGCGTGTACATATAACTA FL 

45 CGGAATACCTAGTTGGAACACT BL 

46 TCAAGATCGATGCACCTATTC F3 

47 AACAGACAGTTCTGGTAGGA B3 

48 CGCATCTCCAGATCGGCAGGTCGTCCAGTCGATCATG FIP 

49 ACATCTGTCCACGGCATTGGTGGCTGGCTTATGAGTCT BIP 

50 GAGAAGTCCTCTGCTTCGG FL 

51 CGGCGGTTGAGAAGATGT BL 

52 GGAAGACATCAACGAAGCA F3 

53 TTGACAGTTGCATAGTCCG B3 

54 ATACGGCTCGTCATGTCGCGGTGATGGATAATCTCAGCC FIP 

55 CAGTGGCCGAACCTGGAAGCGCTGATATAAGCCTGAAGAT BIP 

56 ATTGCACCGCGTTGATG FL 

57 GCGTAACGGTCACAAGGA BL 
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Se diseñaron SEQ ID NOs 40-45 para amplificar la SEQ ID NO 6 anterior, se diseñaron SEQ ID NOs 46-51 para 
amplificar la SEQ ID NO 7 anterior y se diseñaron SEQ ID NOs 52-57 para amplificar la SEQ ID NO 9 anterior. 

Estos cebadores se obtuvieron y se probaron en un ensayo de LAMP en muestras que comprendían ADN de Gd puro 
que se había aislado usando una metodología de CTAB modificada a partir de bacterias que crecieron en cultivo 5 
líquido. 

Además, se probaron los ADN de una variedad de bacterias patógenas de planta y hongos para la amplificación en 
LAMP por los conjuntos de cebadores. Estos incluyeron Bacillus subtilis, Lactobacillus, Fructobacillus, Pseudomonas 
spp., Agrobacterium spp., una variedad de fitoplasmas y diversos hongos que incluyen especies de los géneros 
Fusarium, Penicillium y Aspergillus. 10 

Se llevó a cabo LAMP en tiempo real en un instrumento Genie II (OptiGene) y se añadió 1 µL de muestra a una mezcla 
de reacción de 24 µL que contenía 15 µL de Isothermal Master Mix ISO-001 (OptiGene), 200 nM de cada cebador 
externo (F3 y B3), 2 µM de cada cebador interno (FIP y BIP) y 1 µM de cebador de bucles (FLoop y BLoop). La reacción 
de RT-LAMP consistió en 30 minutos de amplificación isotérmica a 63 ºC. Para evaluar la temperatura de hibridación 
de los productos, las reacciones se sometieron entonces a una etapa de hibridación lenta desde 95 hasta 68 ºC (0,05 15 
ºC/s) con monitorización de la fluorescencia. 

También se usaron controles de reacción negativos, que consisten en agua. 

De los tres conjuntos de cebadores probados en LAMP, el tercer conjunto de cebadores específico para SEQ ID NO 
9 dio amplificación en nueve minutos y medio con una hibridación a 89,2 ºC (véase la Figura 4A). El conjunto de 
cebadores específico para SEQ ID NO 6 amplificó el control positivo en aproximadamente 11 minutos con una 20 
hibridación de aproximadamente 88 ºC, y el conjunto de cebadores específico para SEQ ID NO 7 fue el más lento, 
amplificando el control positivo en aproximadamente 23 minutos con una temperatura de hibridación de 
aproximadamente 90 ºC. 

Todos los conjuntos de cebadores que dieron la amplificación de Gd positiva fueron específicos para las bacterias y 
no se amplificaron a partir de ADN de ninguno de los otros ADN bacterianos y fúngicos en los que se probaron. Por 25 
tanto, todos son adecuados como conjuntos de cebadores que se van a usar para la detección de la bacteria Gd. 

Ejemplo 4: Detección de Gd en muestras de planta usando LAMP 

Para validar los cebadores en ADN rápidamente extraído de semilla contaminada, se estableció una serie de 
experimentos en los que la semilla de dos especies de planta, tomate y trigo, se pulverizó sobre la superficie con ADN 
de Gd. Entonces se sometieron las muestras a la técnica de extracción de ADN de 2 minutos en la que las muestras 30 
se ponen en tubos de plástico que contienen perlas de acero y tampón TE y se agitaron vigorosamente durante 2 
minutos. Entonces se colocaron dos microlitros de la disolución en la reacción de LAMP como se describe en el 
Ejemplo 4 usando el conjunto de cebadores que comprende SEQ ID NOs 52 a 57 para probar la amplificación del 
ADN de Gd de estas muestras. 

Los resultados mostraron que el ADN de Gd es detectable cuando se somete a estos ensayos, contra una referencia 35 
de ADN de planta. 

Con el fin de confirmar que cualquier muestra que dio negativo para Gd soportó la amplificación de LAMP (es decir, 
no contiene inhibidores de reacciones de LAMP), se usaron los cebadores del gen citocromo-oxidasa (COX) 
(Tomlinson et al., 2012 Journal of Virological Methods, 191: 148-154), que amplifican ADN de la planta hospedadora, 
como controles para negativos falsos en todas las muestras. 40 

Ejemplo 5: Determinación de QPCR  

Se llevaron a cabo una variedad de reacciones de QPCR en muestras que comprendían cantidades conocidas de 
ADN de Gd (IMI504853) y también a partir de una variedad de especies de cultivo que incluyen ADN genómico de 
maíz, cebada y trigo. 

Se prepararon mezclas de reacción de QPCR hasta un volumen de 20 µL de volumen por reacción. En el caso de 45 
ADN de Gd solo, este consistió en 10 µL de iTaq™ Universal SYBR Green® Supermix (2X) (Bio-Rad), 1 µL de cada 
uno de cebadores directos e inversos (concentración final de 10 µmoles), 7 µL de SDW (agua destilada estéril) y 1 µL 
de molde de ADN a la concentración requerida. 
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Los cebadores usados en este caso fueron como se expone en la Tabla 5.  

Tabla 5 

SEQ ID NO Secuencia Tipo 

58 AGGAGGCTCTTTCTTTGGAAGC Directo 

59 AAGTGCCCCTGTTATCGTACAC Inverso 

60 TGGGTCATCGGTTCTGATTTCC Directo 

61 TAGTTTGATGTCGGGTGCTGAG Inverso 

62 GCGAATACCGGTCTTTTTACGC Directo 

63 ATGCAAGCTCCGGATTGAGAG Inverso 

 

El conjunto de cebadores representado por SEQ ID NOs 58 y 59 (designado P5) tenía el objetivo de amplificar una 
región de 149 pares de bases de SEQ ID NO 3, el conjunto de cebadores representado por SEQ ID NOs 60 y 61 5 
(designado P8) se diseñó para amplificar una región de 104 pares de bases de SEQ ID NO 6 anterior y el par de 
cebadores representado por SEQ ID NO 62 y 63 (designado P17) se diseñó para amplificar una región de 130 pares 
de bases de SEQ ID NO 10 anterior. 

Se llevó a cabo ciclado térmico usando un sistema de detección de PCR en tiempo real CFX96 Touch™ de Bio-rad. 
Se realizó la desnaturalización inicial a 95 ºC durante 3 minutos; la amplificación se realizó usando 40 ciclos de 10 
desnaturalización a 95 ºC durante 5 segundos seguido por 60 ºC durante 30 segundos (lectura de placa después de 
cada amplificación). 

Todos los conjuntos de cebadores amplificaron el ADN de Gd con buena eficiencia como se expone en la Tabla 6, que 
muestra los valores de Cq promedio de tres duplicados de la amplificación, y cuantitativamente como se ilustra por la 
Figura 5. Se calculó el porcentaje de eficiencia usando la fórmula % de E = [10(-1/pendiente)]-1 X 100.  15 

Tabla 6 

Log Diluciones P5 (SEQ ID NOs 58 +59) P8 (SEQ ID NOs 60 +61) P17 (SEQ ID NOs 62 + 63) ng/µL 

-1 19,23 19,68 19,96 12 

-2 22,75 22,55 23,39 1,2 

-3 26,19 26,10 26,78 0,12 

-4 30,23 29,97 30,75 0,012 

-5 33,64 32,85 33,96 0,0012 

-6 36,15 36,26 37,04 0.00012 

-7 NA NA NA   

Pendiente -3,4659 -3,3613 -3,4594   

% de eficiencia 94,32 98,38 94,57   

 

Se llevó a cabo la amplificación cuantitativa en presencia de ADN genómico de planta para determinar si hubo 
reactividad cruzada. Se encontró que aunque hubo reactividad cruzada con algunas especies de plantas, los pares de 
cebadores P5 no mostraron reactividad cruzada con los genomas de trigo y de cebada, P8 no mostró reactividad 20 
cruzada con trigo, cebada y maíz y P17 no mostró reactividad cruzada con los genomas de trigo y maíz, haciendo que 
estos sean conjuntos de cebadores posiblemente adecuados para detectar Gd en especies de cultivo. 

Para garantizar que la eficiencia y la robustez de los cebadores se mantendría en presencia de ADN genómico de 
planta, se repitieron los ejemplos de QPCR anteriores, pero en este caso se cambió la composición usándose 6 µL de 
SDW (agua destilada estéril) junto con 1 µL de molde de ADN de dilución de Gd relevante y 1 µL de molde de ADN 25 
genómico de planta. Por ejemplo, se diluyó sucesivamente ADN de Gd (92 ng/µL) desde 10-1 hasta 10-7 con o ADN de 

ES 2 817 004 T3

 



 
14 

 

trigo (70,6 ng/µL) o ADN de maíz (111 ng/µL) y se realizaron las reacciones de amplificación como se ha descrito 
anteriormente. 

Se muestran resultados representativos en la Figura 6(A) y (C) y en la Tabla 7.  

Tabla 7 

Curva patrón de qPCR de ADN de Gd+Planta 

Log diluciones 
Valor Cq de la serie de qPCR 

ng/µL en la 
reacción 

P5(Seq ID 3)_ Trigo P17(Seq ID 10)_ Maíz 

-1 21,47 21,76 9,2 

-2 24,56 25,11 9,2 

-3 27,69 28,13 0,92 

-4 31,38 32,08 0,092 

-5 34,89 35,32 0,0092 

-6 37,55 37,80 0,00092 

-7 N/A N/A 0,000092 

ADN de AzGd (0,01) 24,20 25,00 
 

ADN de planta N/A NA 
 

NTC NA NA 
 

Pendiente -3,2887 -3,2794 
 

% de eficiencia 101,41 101,81 
 

 5 

Parece que los cebadores mantendrán la eficiencia en presencia de genomas de planta y así pueden formar la base 
de un kit de detección. 

Los resultados se confirmaron llevando a cabo el análisis de fusión después de la amplificación, el análisis de la curva 
de desnaturalización (curva de fusión) se realizó desde 60 ºC hasta 95 ºC con incremento de 0,5 ºC 5 segundos/etapa 
seguido por lectura de placas después de cada incremento. 10 

Los ejemplos representativos de los resultados se muestran en la Figura 6(B) y 6(E). Son visibles curvas de fusión 
claras para ADN de Gd amplificado, sin ADN genómico de planta. 

Ejemplo 6: Detección de plásmidos 

Se realizó la extracción de ADN de plásmido de Gd (IMI504853) usando el kit Qiagen mini prep (Nº de Cat. 69104). 
Se siguió el protocolo de extracción de plásmido de bajo número de copias usando 5 mL y 10 mL de cultivo bacteriano 15 
de 48 horas. El plásmido extraído migró sobre gel de agarosa al 1 % flanqueado por un HyperLadder de 1 kb plus 
(Figura 7) y se obtuvieron imágenes usando Bio-rad ChemiDocTM. 

Junto con el ADN de plásmido, también se incluyó ADN genómico de Gd (IMI504853) en el carril 1. Los resultados, 
mostrados en la Figura 7 indican la presencia de un plásmido individual de aproximadamente 17,5 Kb de tamaño, que 
es más pequeño que el previamente informado para plásmidos encontrados en PAL5. 20 

Se secuenció el ADN de plásmido y se diseñó un cebador usando Primer3 (Untergasser et al. (2012) Primer3 - new 
capabilities and interfaces. Nucleic Acids Research 40(15):e115; Koressaar and Remm (2007) Enhancements and 
modifications of primer design program Primer3 Bioinformatics 23(10):1289-91) para cubrir los sitios de inicio y 
terminación de los datos de la secuencia lineal (P_End_Fw - CCAAATCTCTGGAACGGGTA (SEQ ID NO 64). Se 
realizó secuenciación de Sangar usando este cebador (SEQ ID NO 64) y se alinearon los datos secuenciados para 25 
confirmar que la secuencia de plásmido estaba completa. 

Puesto que el ADN de plásmido en su forma natural es circular y puede formar estructuras secundarias y terciarias, 
esto podría afectar la exactitud de las mediciones de tamaño usando geles de agarosa. Para confirmar los resultados 
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y también validar la secuenciación del ADN de plásmido, se estudió un mapa de restricción de plásmido usando 
NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). La digestión con restricción linealizará el plásmido proporcionando solo 
una estructura conformacional simple. Por tanto, la selección de enzima de restricción se hace después de estudiar la 
secuencia, permitiendo así que también se valide la secuencia de plásmidos. En caso de ADN de plásmido_IMI504853, 
el cortador de NEB mostró la enzima de restricción EcoRI para digerir el ADN de plásmido a 3864-9461 pb y 9462-5 
3863 pb que produce un fragmento de ADN de 5598 pb y 11968 pb. Tanto se puede estudiar el tamaño usando un 
HyperLadder de 1 Kb plus (Nº de Cat. de Bioline - BIO-33069) disponible en el laboratorio, que elimina también la 
limitación de la detección de tamaño máximo de la escalera de referencia. 

Por tanto, se realizó digestión con restricción en el plásmido IMI504853 usando el cortador doble EcoRI (Fisher, Nº de 
Cat. 10819360) según el protocolo del proveedor. Los productos de digestión después de la restricción migraron sobre 10 
gel de agarosa al 1 % hasta que se resolvieron las bandas y se obtuvieron imágenes usando Bio-rad ChemiDocTM. 
El ADN de plásmido IMI504853 cuando se restringió con EcoRI produjo dos fragmentos (1. ∼12 Kb y 2. ∼5,6 Kb) de 
ADN de tamaño predicho (Figura 8). 

Esto validó los datos de secuenciación en términos de tanto el tamaño como la secuencia. Puede proporcionar además 
una prueba de identificación o una prueba de confirmación en relación con un kit usado en la identificación de cepas 15 
de la invención. 

Ejemplo 7: Ilustración de actividad de IMI504853 

Se diseñó un ensayo de campo para probar Gd (IMI504853) como biofertilizante usando trigo (cultivar Mulika). Se 
plantaron dos parcelas, tratada con Gd y de control (sin tratar) respectivamente. Después de la germinación, se 
muestrearon plantas de semillero de trigo joven a los 10-12 días de crecimiento y se probaron para la presencia de 20 
Gd usando el cebador G (seq ID 26 y 27) que representa la seq ID 7 de ADN. Se detectó la presencia de Gd cuando 
la PCR se resolvió sobre un gel de agarosa al 1 % con controles negativos y positivos respectivos (Fig 9) que 
confirmaron que en la condición del mundo real el kit diseñado funciona bien. 

Se mostró que la medición del contenido de clorofila, es decir, el "verdor" usando un medidor de SPAD se 
correlacionaba con la salud de las plantas y el rendimiento del cultivo en general. Se comprobó el cultivo en las etapas 25 
de crecimiento 35 y 61 para su contenido de clorofila usando SPAD se encontró que era estadísticamente significativo 
(P = 0,001) en parcelas tratadas con Gd cuando se comparó con parcelas de control (Fig 10). Es interesante señalar 
que el SPAD mostró un aumento significativo en el contenido de clorofila del trigo obtenido de parcelas tratadas con 
Gd de la invención en comparación con controles no tratados (fig 10). Esto indica que las parcelas tratadas con Gd 
que se ha confirmado que tienen la bacteria presente usando el kit de diagnóstico dan como resultado plantas mucho 30 
más sanas y rendimiento posiblemente más alto. Los datos del ensayo de campos de trigo indica la eficacia de Gd 
como biofertilizante. 

Ejemplo 8: Beneficios del rendimiento de uso de IMI504853 

Se sembró semilla de maíz forrajero no tratada y tratada con una formulación que comprendía IMI504853 a una 
concentración de aproximadamente 105 - 107 ufc/mL en dos localizaciones diferentes, y se fertilizó en diferentes 35 
proporciones de la tasa recomendada de fertilizante de nitrógeno, que variaba desde 0 hasta 175 kg ha-1 para cada 
variedad particular, región y disponibilidad de nitrógeno de la tierra. Los resultados del rendimiento indicaron una 
reducción de potencial global en el fertilizante de nitrógeno de entre 40-95 % sin sufrir penalización del rendimiento. 
Los beneficios promedio del rendimiento en los niveles de N condujeron a un aumento en el rendimiento de entre 7 % 
y 21 %. Así, a las tasas de fertilizante de N completo recomendadas, los cultivos tratados con IMI504853 pudieron 40 
proporcionar un beneficio de rendimiento hasta 1 t/ha en maíz. 

En otro ensayo, se sembró semilla de trigo de primavera, ya fuera sin tratar o tratado con una formulación que 
comprendía IMI504853, a una concentración de aproximadamente 105 - 107 ufc/mL en primavera. El cultivo se fertilizó 
a diferentes proporciones de la tasa recomendada de fertilizante de nitrógeno que variaban desde 0 hasta 125 kg ha-

1 basándose en la variedad, la región y la disponibilidad del nitrógeno de la tierra. En todos los niveles de fertilizante, 45 
los cultivos tratados con IMI504853 mostraron un aumento del rendimiento promedio de 15 %, pero a fertilizante de 
nitrógeno cero y fertilizante de nitrógeno completo este aumento fue 20 % y 10 %, respectivamente. Los resultados 
indican que para el cultivo tratado con IMI504853, es posible reducir la aplicación de fertilización de N en hasta 85 % 
y todavía alcanzar el mismo rendimiento que un cultivo completamente fertilizado.  
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Listado de secuencias  

<110> Azotic Technologies Ltd 

 

<120> MICROORGANISMOS NOVEDOSOS Y SU USO EN AGRICULTURA 

 5 

<130> P3088/WO 

 

<150> GB1513277.2 

<151> 28-07-2015 

 10 

<160> 68 

 

<170> BiSSAP 1.3.6 

 

<210> 1 15 

<211> 630 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 20 

<223> Glutatión S-transferasa (EC 2.5.1.18) 

 

<400> 1  

 

 25 
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<210> 2 

<211> 729 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 5 

<220> 

<223> O-metiltransferasa (EC 2.1.1.-) 

 

<400> 2  

 10 

 

 

 

<210> 3 

<211> 462 15 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Regulador transcripcional, familia TetR  20 

 

<400> 3  
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<210> 4 

<211> 522 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Factor sigma de tipo ECF de ARN polimerasa::Factor sigma de tipo ECF de ARN polimerasa 

 10 

<400> 4  

 

 

 

 15 

<210> 5 

<211> 984 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 20 

<220> 

<223> Proteína de la familia FecR, sensor de COG:dicitrato de Fe2+, componente de membrana; 
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<400> 5  

 

 

<210> 6 

<211> 2604 5 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Receptor de ferricromo-hierro 10 

 

<400> 6  
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<210> 7 

<211> 3066 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Proteína de la familia de la retrotranscriptasa 

 10 

<400> 7  
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<210> 8 

<211> 513 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Proteína de modulación de topología de ADN  

 10 

<400> 8  

 

 

 

<210> 9 15 

<211> 2352 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 
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<220> 

<223> Precursor de glucanotransferasa de cicloisomaltooligosacárido (EC 2.4.1.-) 

 

<400> 9  

 5 
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<210> 10 

<211> 855 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Metiltransferasa (EC 2.1.1.-) 

 10 

<400> 10  
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<210> 11 

<211> 744 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 5 

<400> 11  

 

 

 

<210> 12 10 

<211> 2331 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 15 

<223> Receptor hemo de la membrana externa 

 

<400> 12  
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40 

 

 

 

<210> 13 

<211> 1812 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Levansucrasa 
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<400> 13  

 

 

ctgaaccagt aa   1812 

 5 

<210> 14 

<211> 20 
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<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 5 

 

<400> 14 

tgaaattgac gcccgttgga   20 

 

<210> 15 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 15 

<223> Cebador 

 

<400> 15 

cacgccggga aagaggattc   20 

 20 

<210> 16 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 25 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 16 

ggcaacgcgg tttctacgaa   20 30 

 

<210> 17 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 35 
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<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 17 

cgttagccgg ggttgtcaga   20 5 

 

<210> 18 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 10 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 18 15 

tcgttgccac tttccgaggg   20 

 

<210> 19 

<211> 21 

<212> ADN 20 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 25 

<400> 19 

gtcgattgtg tgcagcgtca a   21 

 

<210> 20 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 35 
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<400> 20 

caccgatctt gtgcgtttcg   20 

<210> 21 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 10 

<400> 21 

cggcaatgct ccatacccac   20 

 

<210> 22 

<211> 20 15 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 20 

 

<400> 22 

caccggaaag agtggcagga   20 

 

<210> 23 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 30 

<223> Cebador 

 

<400> 23 

aaccgggtca cttgcgtcat   20 

 35 

<210> 24 
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<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

<220> 

<223> Cebador 5 

 

<400> 24 

agccatcgga gtcacatcgg   20 

 

<210> 25 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 15 

<223> Cebador 

 

<400> 25 

ggaaacctcg aaaccctgcg   20 

 20 

<210> 26 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 25 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 26 

tcagggcaat cactagccgg   20 30 

 

<210> 27 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 35 
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<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 27 

tcgagcagcc gtttcatcca   20 5 

 

<210> 28 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 10 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 28 15 

tgatgcgctt gttcgtgacg   20 

 

<210> 29 

<211> 20 

<212> ADN 20 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 25 

<400> 29 

cgttcgccct tgtcgtcatg   20 

 

<210> 30 

<211> 20 30 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 35 
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<400> 30 

gggccatccg ttacctgctt   20 

 

<210> 31 

<211> 20 5 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 10 

 

<400> 31 

tgacacaccc gctccgaaat   20 

 

<210> 32 15 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 20 

<223> Cebador 

 

<400> 32 

gcatttgcgg taagtcatcc ca   22 

 25 

<210> 33 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 30 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 33 

ggatcccgat ttgcaagcca   20 35 
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<210> 34 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 5 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 34 

tgtcgggtcg ggaactcaag   20 10 

 

<210> 35 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 15 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 35 20 

cgggttctcg ctgatgacct   20 

 

<210> 36 

<211> 20 

<212> ADN 25 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 30 

<400> 36 

tcccgcctgc atctgaagac   20 

 

<210> 37 

<211> 20 35 

<212> ADN 
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<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 5 

<400> 37 

cagcgatgcc agccaatacc   20 

<210> 38 

<211> 20 

<212> ADN 10 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 15 

<400> 38 

gttcgtcgcg tctgatgcag   20 

 

<210> 39 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 25 

 

<400> 39 

acctgggcat tgttggtgga   20 

 

<210> 40 30 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 35 

<223> Cebador 
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<400> 40 

ctcaggaaga ccgaattgat ta   22 

 

<210> 41 5 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

<220> 

<223> Cebador 10 

 

<400> 41 

gcgaaacgtc tgattgaac   19 

 

<210> 42 15 

<211> 38 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 20 

<223> Cebador 

 

<400> 42 

cggataacca ctggtgctcc gactcgcctc actctact   38 

 25 

<210> 43 

<211> 39 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 30 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 43 

tccacgaatc tcacgaagca ccccgacctt atctcccat   39 35 
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<210> 44 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 5 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 44 

gccaggcgtg tacatataac ta   22 10 

 

<210> 45 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 15 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 45 20 

cggaatacct agttggaaca ct   22 

 

<210> 46 

<211> 21 

<212> ADN 25 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 30 

<400> 46 

tcaagatcga tgcacctatt c   21 

 

<210> 47 

<211> 20 35 

<212> ADN 
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<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 5 

<400> 47 

aacagacagt tctggtagga   20 

 

<210> 48 

<211> 37 10 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 15 

 

<400> 48 

cgcatctcca gatcggcagg tcgtccagtc gatcatg   37 

 

<210> 49 20 

<211> 38 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 25 

<223> Cebador 

 

<400> 49 

acatctgtcc acggcattgg tggctggctt atgagtct   38 

 30 

<210> 50 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 35 

<220> 
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<223> Cebador 

 

<400> 50 

gagaagtcct ctgcttcgg   19 

 5 

<210> 51 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 10 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 51 

cggcggttga gaagatgt   18 15 

 

<210> 52 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 20 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 52 25 

ggaagacatc aacgaagca   19 

 

<210> 53 

<211> 19 

<212> ADN 30 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 35 

<400> 53 
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ttgacagttg catagtccg   19 

 

<210> 54 

<211> 39 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 10 

<400> 54 

atacggctcg tcatgtcgcg gtgatggata atctcagcc   39 

<210> 55 

<211> 40 

<212> ADN 15 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 20 

<400> 55 

cagtggccga acctggaagc gctgatataa gcctgaagat   40 

 

<210> 56 

<211> 17 25 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 30 

 

<400> 56 

attgcaccgc gttgatg   17 

 

<210> 57 35 

<211> 18 

ES 2 817 004 T3

 



 
55 

 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 5 

 

<400> 57 

gcgtaacggt cacaagga   18 

 

<210> 58 10 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

<220> 

<223> Cebador 15 

 

<400> 58 

aggaggctct ttctttggaa gc   22 

 

<210> 59 20 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 25 

<223> Cebador 

 

<400> 59 

aagtgcccct gttatcgtac ac   22 

 30 

<210> 60 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 35 

<220> 
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<223> Cebador 

 

<400> 60 

tgggtcatcg gttctgattt cc   22 

 5 

<210> 61 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 10 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 61 

tagtttgatg tcgggtgctg ag   22 15 

 

<210> 62 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 20 

 

<220> 

<223> Cebador 

 

<400> 62 25 

gcgaataccg gtctttttac gc   22 

 

<210> 63 

<211> 21 

<212> ADN 30 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 35 

<400> 63 

ES 2 817 004 T3

 



 
57 

 

atgcaagctc cggattgaga g   21 

 

<210> 64 

<211> 20 

<212> ADN 5 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> Cebador 

 10 

<400> 64 

ccaaatctct ggaacgggta   20 

 

<210> 65 

<211> 420 15 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> secuencia codificante de proteína hipotética 20 

 

<400> 65  

 

 

 25 

<210> 66 

<211> 864 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 30 
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<220> 

<223> GDIA_RS17945 (7136..7999)- proteína hipotética 

 

<400> 66  

 5 

 

<210> 67 

<211> 1392 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 10 

 

<220> 

<223> GDIA_RS17965 (13228..14619)- subunidad de adaptador periplásmico de la secreción de tipo I de la 
familia HlyD  

 15 

<400> 67  
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<210> 68 

<211> 849 5 

<212> ADN 

<213> Acetobacter 

 

<220> 

<223> GDIA_RS18030 (25282..26130) - proteína hipotética 10 

 

<400> 68  
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REIVINDICACIONES 

1. Una cepa fijadora de nitrógeno de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) depositada por CABI en el Reino Unido 

con el número de acceso del depósito IMI 504958. 

2. Una composición agrícolamente aceptable que comprende una cepa fijadora de nitrógeno según la reivindicación 1 
en combinación con un vehículo. 5 

3. Una composición según la reivindicación 2 que se puede aplicar como recubrimiento a una semilla. 

4. Un método para potenciar la capacidad de fijación de nitrógeno de una planta, comprendiendo dicho método aplicar 
a la planta o al entorno de la misma una cepa fijadora de nitrógeno según la reivindicación 1, o una composición según 
la reivindicación 2 o 3. 

5. Un método según la reivindicación 4, en donde la cepa fijadora de nitrógeno se aplica a un medio de crecimiento 10 
de la planta, a la superficie de una semilla, o a una herida de la planta. 

6. Una semilla que tiene un recubrimiento encima, en donde el recubrimiento comprende la cepa fijadora de nitrógeno 
de la reivindicación 1. 

7. Una planta o semilla que comprende una cepa fijadora de nitrógeno según la reivindicación 1. 

8. Una planta o semilla que comprende una cepa fijadora de nitrógeno según la reivindicación 1 situada 15 
intracelularmente en su interior. 

9. Un método de producción de un producto de planta, comprendiendo dicho método sembrar una planta o semilla 
según la reivindicación 7 u 8 y obtener el producto de la misma. 
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