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

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

La Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) ha sido bien estudiada por sus actividades promotoras de la fijacion de
nitrégeno 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
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 mas capaces de proporcionar los beneficios a las plantas de cultivo
objetivo.

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

Ademas, un aspecto importante de los biofertilizantes ha sido proporcionar una alternativa a los fertilizantes quimicos
de una forma respetuosa con la naturaleza a las plantas de cultivo agricola. Sin embargo, seria util validar la eficacia
de cualquier tratamiento en curso en condiciones de campo, de manera que un agricultor fuera capaz de determinar
gué niveles de fertilizante de nitrégeno, si los hay, se requieren suministrar para potenciar las condiciones de
crecimiento.

Los inventores han encontrado que una cepa de Gd ventajosa especifica contiene varias secuencias Unicas 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 facilmente identificada. Esto es util tanto en la monitorizacion de los tratamientos en los
campos como en la investigacion para identificar cepas beneficiosas relacionadas.

Segun la presente invencion, se proporciona una cepa fijadora de nitrégeno de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd)
depositada por CABI en el Reino Unido con el Tratado de Budapest con nimero de acceso de deposito IMI504958.

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

Se ha encontrado que la cepa es particularmente eficaz en la colonizacion intracelular de células vegetales dando
como resultado la beneficiosa fijacién del nitrégeno. En particular, se ha encontrado que el uso de la cepa de la
invencién conduce a mejoras del rendimiento en cultivos tales como cultivos de cereales como maiz y trigo.
Alternativamente, se pueden lograr rendimientos similares incluso con reduccién en las aplicaciones de fertilizantes
de nitrégeno tradicionales.

Las secuencias que tienen nimeros de SEQ ID 1-10 (mostradas en la Tabla 1 adjunta) en lo sucesivo estan presentes
en la cepa de la invencion, pero no aparecen en analisis genémicos de otras cepas disponibles.

La presencia de un plasmido, en particular de este tamafio, se diferencia de una cepa previamente conocida de Gd,
UAP5541, que se ha informado que estd ausente en los plasmidos (Luis E. Fuentes-Ramiérez et al., FEMS
Microbiology Ecology 29 (1999) 117-128). Ademas, el tamafio del plasmido es mas pequefio que el previamente
informado con respecto a las cepas PAL5 que contienen un plasmido individual (Giongo et al. Standards in Genomic
Sciences, Mayo de 2010, Volumen 2, Numero 3, pp 309-317 doi: 10.4056/sigs.972221).

El plasmido de la cepa de la invencién también se puede caracterizar porque se restringe a dos fragmentos por la
enzima de restriccion Eco RI, en donde los fragmentos tienen aproximadamente 12 Kb y aproximadamente 5,6 kb de
tamafio, respectivamente. Ademas, el plasmido carece de varias secuencias clave que se ha identificado previamente
gue estan presentes en el plasmido de PAL5. Estas secuencias se muestran como SEQ ID N° 65, 66, 67 y 68 en el
listado de secuencias adjunto. Asi, la ausencia de estas secuencias particulares puede proporcionar un rasgo
caracterizador adicional de la cepa de la invencion.

El andlisis de graficos de puntos del plasmido de esta cepa se realiz6 frente al plasmido pequefio (NC_010123; 16610
pb) del andlisis 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
sefialar que no se produjo ningin grafico cuando se compararon las secuencias de ADN de los dos plasmidos. Esto
indica que la homologia es tan baja que no se podria establecer similitud estructural por el software; confirmando asi
gue el plasmido es un plasmido individual y tnico.

Para su uso en agricultura, la cepa de la invencion se formula adecuadamente en una composicion agricola.
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Asi, un aspecto adicional de la invencién comprende una composiciéon agricola que comprende una cepa de la
invencién en combinacién con un vehiculo agricolamente aceptable. En general, la concentracion de bacterias
fijadoras de nitrégeno que esta presente en la composicion variara dependiendo de factores tales como el modo de
administracion, el tipo de planta o semilla que esta tratandose y la cepa particular de Gd usada y el nivel de fijacion de
nitrégeno potenciado requerido. Normalmente, sin embargo, las composiciones comprenderan una disoluciéon que
contiene desde 1 hasta 1x10° bacterias por mililitro de composicion, por ejemplo desde 10- 102 bacterias por mililitro
de composicion, por ejemplo, desde 50-200 bacterias por mililitro de composicién tal como 100 bacterias por mililitro
de composicion. Dicha composicion se puede obtener cultivando la cepa de bacteria hasta un nivel faciimente
detectable, por ejemplo, examinando la densidad 6ptica y luego diluyendo la disolucién en consecuencia.

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

La composicion de la invencién comprende adecuadamente un disolvente, tal como agua, aunque si se requiere se
pueden usar disolventes organicos, tales como aceites vegetales o hidrocarburos tales como aceites de parafina o de
queroseno. Adecuadamente, cualquier disolvente organico es un aceite vegetal tal como aceite de soja, aceite de
girasol, aceite de canola (aceite de semilla de colza), aceite de semilla de algodon, aceite de ricino, aceite de linaza o
aceite de palma, o mezclas de estos.

La composicion puede comprender ademas aditivos o0 excipientes tales como espesantes, dispersantes, diluyentes,
humectantes, vehiculos sélidos, etc., como se conoce en la técnica.

La composicion puede comprender ademas un polisacarido o un tensioactivo agricolamente aceptable o una
combinacién de estos. Los inventores han encontrado que dichos componentes pueden potenciar la actividad de la
composicion, como se describe en una solicitud de patente brithnica en tramitacién junto con la presente. Los
polisacéridos adecuados incluyen polisacaridos de hidrocoloide derivados de fuentes vegetales, animales o
microbianas.

En particular, estos incluyen exudados de polisacarido de goma tales como goma arabiga, goma ghatti, goma karaya
y goma tragacanto, derivados celulosicos tales como carboximetilcelulosa, metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa o celulosa microcristalina, almidones y derivados que incluyen, por ejemplo, almidon de
maiz, almidén de tapioca, almidon de patata, almidon de arroz, almiddn de trigo y versiones modificadas de los mismos,
tales como almidén pregelatinizado, almidén oxidado, almidén etilado, dextrinas de almidén o maltodextrina, pectina,
polisacéaridos derivados de alga marina tales como agar, alginatos, carragenina y furcelarano, gomas de semillas tales
como goma guar y goma de semilla de algarrobo, polisacéridos derivados de la fermentacion microbiana, tales como
goma xantana y goma gellan, y polisacaridos que contienen nitrégeno tales como quitosano; o mezcla de estos.

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

La cantidad de polisacarido presente en la composicion puede variar dependiendo de factores tales como el modo de
administracion, el tipo de planta o semilla que esta tratdndose y el nivel de fijacion de nitrdgeno potenciado requerido.
Esto variara dependiendo de diversos factores, tales como el polisacarido particular usado, el tipo de planta o semilla
que esta tratdndose y el método de administracion. Sin embargo, normalmente, se usa una composicion 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
polisacérido.

La composicion puede comprender ademas un tensioactivo o detergente que incluye en particular un detergente no
i6nico, tal como el comercializado con el nombre comercial "Tween'®, por ejemplo Tween 80. Tween 80 es un
detergente no idnico; compuesto por 70 % del acido graso acido oleico y el resto una combinacién de acido linoleico,
palmitico y estearico. El pH de una disolucion al 1 % esta 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
como agente antibacteriano (Dawson et al. (1986) Data for Biochemical Research, 32 ed., Oxford University Press
(New York, NY: 1986), p. 289). La cantidad de tensioactivo incluida varia dependiendo de diversos factores, tales como
el tensioactivo particular usado, el tipo de semilla que esta tratandose, el modo de administracion, el tipo de planta o
semilla que esta tratdndose y el nivel de fijacion de nitrdgeno potenciado requerido. Sin embargo, normalmente, una
composicion comprende desde 0,0005 hasta 0,2 % v/v, por ejemplo desde 0,0005 hasta 0,15 % v/v, tal como
aproximadamente 0,001 % vi/v.

Adecuadamente, en la composicién también se incluye un nutriente para la cepa de Gd. Los ejemplos incluyen una
disolucién 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 invencion es bajo y las composiciones pueden cumplir relativamente facilmente los requisitos
normativos.
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La formulacion se puede aplicar como un recubrimiento de semilla como se ha descrito anteriormente. En particular,
la formulacién se puede aplicar a semillas, ya sea pulverizando o por inmersién, y entonces las semillas se secan
formando un recubrimiento residual que comprende encima la cepa de Gd.

Se puede potenciar la capacidad de fijacion del nitrégeno de una planta administrando a la planta o a su entorno la
cepa de Gd de la presente invencién, o una composicion agricola que la comprende, de manera que la cepa de Gd
colonice las plantas y en particular entre en las células vegetales (colonizacion 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 germinacion, usando un método como se describe, por
ejemplo, en el documento de patente EPA-1714545. En este caso, la administracion de niveles en particular bajos,
por ejemplo desde 1-100 bacterias por mililitro de inéculo, a los medios de crecimiento, tales como agar, se aplica a
céspedes, en, por ejemplo, durante la germinacién o poco después de ella, por ejemplo hasta 7 dias después.

Alternativamente, la cepa de Gd se puede aplicar a una semilla, en particular a la superficie de una semilla, por ejemplo
en una impregnacion previa a la germinacion o, en una realizacion particular, como un recubrimiento de semillas.
Alternativamente, la una 0 méas 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, asi como
tierras o compost en los que las semillas estan 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 tramitacién junto con la presente N°
PCT/GB2015/052170. En este método, las bacterias fijadoras de nitrégeno se administran a la herida de una planta
en crecimiento. La herida puede ser el resultado de dafio accidental o natural, tras lo cual la disponibilidad de nitrégeno
adicional puede facilitar el crecimiento de reparacion. Sin embargo, la herida puede ser el resultado del dafio 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 'dafio' al césped, en
particular por siega, corte o por recogida antes de la administracion de las bacterias fijadoras de nitrégeno. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno se aplican adecuadamente en el plazo de un periodo de tiempo relativamente corto
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 dafio que se causa a la
planta.

La administracion de las bacterias se puede lograr por la aplicacion de una formulacion adecuada al area de heridas,
en particular en forma de una composicion. La composicion puede estar en forma de un liquido, gel, pasta que se
puede aplicar directamente o en forma diluida, o puede estar en forma de una composicion sélida tal como una
composicion de polvo o granulo que se disolvera en liquido tal como agua antes de uso. En composiciones sélidas,
las bacterias se usaran, en general, en forma secada, por ejemplo en forma liofilizada, que son reconstituibles tras la
adicion de agua. Sin embargo, la resistencia a la desecacion de la cepa de la presente invencion puede significar que
no se requiere la liofilizacion.

La composicion puede estar en una forma adecuada para pulverizar sobre las plantas y asi comprendera un
concentrado para dilucién que puede estar en forma de un liquido o sélido, en particular en forma de un liquido, o
puede comprender una composicion acuosa diluida que se puede pulverizar directamente.

La cantidad de bacterias fijadoras de nitrégeno administradas en cualquier caso particular variara dependiendo de
factores tales como el tipo de semilla o la planta que estéa tratandose, el nivel de mejora de la germinacién requerida
y el método de administracion. Normalmente, sin embargo, las semillas o su entorno, tal como el medio de crecimiento,
se inoculan con una disolucion que contiene desde 1 hasta 1x10° bacterias por mililitro de inéculo, por ejemplo desde
1-100 bacterias por mililitro de indculo, por ejemplo desde 10-80 bacterias por mililitro de inéculo tal como 50 bacterias
por mililitro de in6culo. Dicha disolucién se puede obtener cultivando las bacterias hasta un nivel facilmente detectable,
por ejemplo, examinando la densidad 6ptica y luego diluyendo la disolucién en consecuencia.

La cepa de Gd se puede administrar junto con o en combinacién con una cepa de Terribacillus, como se describe en
la solicitud de patente internacional del solicitante en tramitacion junto con la presente N° 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
la cepa de Gd. El Terribacillus puede estar en mezcla intima 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 maiz [Zea mays]). La planta no leguminosa también puede ser una seleccionada de familias tales como:
Solanaceae (incluye tomate, patata y tabaco), Brassicaceae /Cruciferae (incluye coles, nabos, colza oleaginosa y la
planta modelo Arabidopsis thaliana), Malvaceae (incluye algodén), 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 judias). Las semillas tratadas pueden
ser de plantas monocotiledéneas o dicotiledéneas, pero en particular son plantas monocotiledéneas tales como
céspedes, arroz, trigo, cebada, sorgo, mijo, avena, centeno y maiz. En particular, las semillas tratadas seguin el método
de la invencién son céspedes tales como Lolium perenne.

Otros cultivos enumerados anteriormente pueden usar la cepa de Gd para facilitar la supervivencia en condiciones de
pH no 6ptimo como se ha descrito anteriormente.

Una vez inoculada como se describe en el presente documento, la cepa de Gd de la invencién colonizara las células
vegetales y actuara simbidticamente dentro de la planta para potenciar la fijacién de nitrégeno.

Asi, un aspecto adicional de la invencion 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
vivas.

Los inventores han encontrado que la cepa Gd intracelular pasara de generacién a generacion y que asi las semillas
y otra descendencia obtenida de las semillas y plantas de la invencién también comprenderan la cepa de Gd
intracelular. Dicha semilla o descendencia forma aun un aspecto adicional de la invencion.

Potenciando la fijacién de nitrégeno, las plantas pueden mostrar propiedades potenciadas, tales como caracteristicas
de crecimiento mas rapido o mejorado y/o rendimiento mejorado. En un aspecto adicional, la invencién proporciona
un método de produccion 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.

Ademas, los inventores observaron que ciertas plantas colonizadas por bacterias fijadoras de nitrégeno, en particular
plantas intracelularmente colonizadas, muestran no solo caracteristicas de crecimiento o rendimiento potenciadas,
sino que también muestran un aumento del nivel de clorofila en comparacion 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 coloracion verde, que es altamente deseable en un
contexto ornamental.

Por tanto, la cepa de Gd de la invencion 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,
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
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 diagndstico que comprende medios para determinar la
presencia en una muestra de al menos una secuencia de &cidos nucleicos seleccionada de SEQ ID NOs 1-10.

Como se trata en el presente documento, las SEQ ID NO 1-10 representan secuencias Unicas y novedosas, que
aparecen en la cepa de Gd de la invencién. Asi, proporcionan un medio de identificacion de esta cepa beneficiosa.
Ademas, la cepa es sensible a la deteccion usando cebadores que no reaccionan de forma cruzada con una especie
de planta.

Ademas, 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 evaluacion de la colonizacion por
Gd después de la germinacidon en una etapa temprana y comprobar su eficiencia. Esto permitira entonces a los
agricultores tomar una "decisién informada" sobre la existencia y el grado de colonizacion y si se requiere cuanto
fertilizante de nitrégeno basado en producto quimico se requerira aplicar. Este nivel adicional de seguridad proporciona
'garantia’ a los agricultores de que sus cultivos estan siendo bien cuidados, incluso cuando se usa un fertilizante
respetuoso con la naturaleza y el cultivo en forma de Gd.

El kit puede comprender medios para determinar la presencia de mas de una de las secuencias de acidos nucleicos
de SEQ ID NOs 1-10, por ejemplo hasta 10, tal como hasta 5, o hasta 3 de dichas secuencias de acidos nucleicos de
SEQ ID NOs 1-10. De esta forma, se proporcionaria un kit de diagnéstico fiable.
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La deteccion de plasmidos, por ejemplo por aislamiento usando un kit de aislamiento de plasmidos comercialmente
disponible, puede proporcionar confirmacién adicional de la identificacion de la cepa beneficiosa. En particular,
cualquier plasmido identificado debe ser inferior a 27455 pb de tamafio, por ejemplo aproximadamente 17566 pb. La
presencia de un plasmido, en particular de este tamafio, se diferencia de una cepa de Gd previamente conocida,
UAP5541, que se ha informado que esta ausente en plasmidos (Luis E. Fuentes-Ramiéerez et al., FEMS Microbiology
Ecology 29 (1999) 117-128). Ademas, el tamafio del plasmido es mas pequefio que el previamente informado con
respecto a las cepas de PALS5 que contienen un Unico plasmido.

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

El kit de diagnoéstico puede comprender ademas medios para determinar la presencia de al menos una secuencia de
acidos nucleicos que es caracteristica de la cepa de Gd, por ejemplo 2, o 3 secuencias de acidos nucleicos que son
caracteristicas de la cepa. Si se conoce que la muestra contiene la cepa de Gd, una determinacién positiva de esta
determinacion serviria 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 deteccién de la cepa de Gd en una variedad de cultivos, sin reaccionar de forma cruzada
con especies de plantas.

Ademas, un kit puede comprender medios para detectar secuencias que no se encuentran en la cepa de la invencion,
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 &cidos nucleicos especifica de
planta, tal como un &cido nucleico especifico de cloroplasto que se amplifica universalmente a partir de ADN de planta.
La inclusion de dichos medios puede servir de control cuando el kit se usa en el contexto de la deteccion de Gd dentro
de una especie de planta, ya que este medio producird una sefial detectable, incluso en ausencia de Gd. Si falla esta
sefial, esto indicaria un fallo de la prueba en vez de que necesariamente no esta Gd presente. Un conjunto de
cebadores de cloroplastos particular que est4 comercialmente disponible de Thermo Scientific. Product como Phire
Plant Direct PCR Master Mix, se basa en la divulgacion por Demesure B et al (1995) Molecular Ecology 4:129-131.

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

Donde los &cidos nucleicos comprenden genes que se expresan, el kit puede comprender medios para detectar las
proteinas expresadas. Dichos medios pueden incluir pruebas especificas de proteina tales como analisis
inmunoquimicos que utilizan anticuerpos especificos para las proteinas para inmovilizar y/o detectar las proteinas,
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 acidos nucleicos especificos por si mismos.

En particular, se pueden detectar acidos nucleicos usando cualquiera de las técnicas disponibles que incluyen ensayos
de unién de acidos nucleicos e inmunoensayos usando anticuerpos producidos contra formas haptenizadas de los
acidos nucleicos. La deteccion puede implicar reacciones de amplificacion de acidos nucleicos, y asi en particular los
kits pueden comprender uno o mas cebadores de amplificacién que se dirigen a la o cada secuencia de &cidos
nucleicos que se detecta.

Como entenderia un experto, cuando la deteccién de una secuencia se lleva a cabo usando una reaccion de
amplificacion, no seria necesario amplificar la secuencia entera, sino solo un fragmento caracteristico de la secuencia
entera, por ejemplo un fragmento de al menos 10, y adecuadamente al menos 50 pares de bases. Asi, el tamafio de
la secuencia que se puede amplificar podria 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 tamafio del fragmento dependera de la naturaleza de la reaccion de deteccidn que se usa, pero debe ser suficiente
para garantizar que el producto sea caracteristico de SEQ ID NOs 1-10 o variantes como se han definido
anteriormente, y asi no esta presente en otras secuencias, en particular secuencias de plantas. Donde se amplifica
mas de una secuencia, se pueden seleccionar para ser tamafios diferentes, de manera que puedan ser facilmente
diferenciadas durante la deteccion, usando técnicas tales como separacién basandose en tamafio, o analisis de los
puntos de fusion.

Si se requiere, un kit puede comprender ademas uno o mas reactivos adicionales necesarios para llevar a cabo una
reaccion de amplificacion de acidos nucleicos. Asi, puede incluir enzimas tales como polimerasas, sales tales como
sales de magnesio o de manganeso, tampones y nucleétidos como seria entendido en la técnica.

Un kit puede incluir, si se requiere, medios para detectar los productos de amplificacion. 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 deteccion.
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Las reacciones de amplificacién de acidos nucleicos adecuadas incluyen reacciones que utilizan ciclado térmico tal
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), asi como reacciones
de amplificacion isotérmica, tal como amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificacion
por desplazamiento de cadenas (SDA), amplificacion mediada por la transcripcion (TMA), amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) y amplificacién por circulo rodante, 3SR, amplificacion por ramificaciéon (como se describe
por Zhang et al., Molecular Diagnosis (2001) 6 No 2, p 141-150), amplificacién por polimerasa recombinasa (disponible
de TwistDx) y otros. La amplificacion de acidos nucleicos puede usar PCR, por ejemplo PCR cuantitativa (QPCR), para
proporcionar informacion referente al grado de colonizacion.

Alternativamente, la amplificacién es por una reacciéon de LAMP. Los ensayos de LAMP utilizan al menos cuatro y
adecuadamente seis cebadores que se disefian para actuar en seis regiones diferentes de la secuencia diana. Siempre
habra dos cebadores externos (F3 y B3) y dos cebadores internos (FIP y BIP). Opcionalmente, ademas, existen dos
cebadores de bucle (FLoop y BLoop). El uso de cebadores de bucle reduce normalmente el tiempo de amplificacion y
aumenta la especificidad del ensayo. Los cebadores FIP y BIP consisten en F2, complementario a la region F2c de la
secuencia molde, y Flc, idéntico a la region F1 del molde. Se necesita considerar cuatro caracteristicas principales
para garantizar un disefio de cebadores LAMP satisfactorio: la temperatura de fusién de los cebadores (Tm), dada a
55-65 °C para cebadores F3, FIP, BIP y B3 y 265 °C para FLoop y BLoop; un contenido de GC de 50-60 % en las
secuencias de cebadores; la ausencia de formacion 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 amplificacién usando cualquier tecnologia
disponible. Asi, se pueden incluir técnicas donde se separan productos sobre un gel basandose en el tamafio 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 deteccion de los
productos de amplificacion usando una amplia variedad de sistemas de sefializacion y de deteccion. Muchos de estos
sistemas pueden funcionar en 'tiempo real', que permite que el progreso de la amplificacion se monitorice a medida
gue avanza, permitiendo la cuantificacion del producto. Muchos de dichos sistemas utilizan marcas y en particular
marcas fluorescentes que estan asociadas con elementos tales como cebadores y sondas usados en el sistema de
amplificacion y que se basan en transferencia de energia fluorescente (FET) como una base para la sefializacion. Una
forma particular de dicha transferencia de energia fluorescente es la transferencia de energia por resonancia
fluorescente o transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) para la generacién de sefales.

Un ejemplo importante de dicho proceso comercialmente usado es el proceso TagMan®, en el que una sonda
doblemente marcada, que lleva tanto una primera marca que comprende una molécula donante de energia
fluorescente o indicador como una segunda marca que comprende una molécula aceptora de energia fluorescente o
extintor, se incluye en un sistema de PCR. Cuando se unen a la sonda, estas moléculas interaccionan de manera que
la sefial fluorescente de la molécula donante sea inactivada por el aceptor. Sin embargo, durante una reaccion de
amplificacion, la sonda se une a la secuencia diana y se digiere a medida que la polimerasa extiende los cebadores
usados en la PCR. La digestion de la sonda conduce a la separacion 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 asi las emisiones
de la molécula. Este cambio en la emision se puede monitorizar y esta relacionado con el progreso de la reaccién de
amplificacion.

Donde se detecta mas de una secuencia de acidos nucleicos, el kit puede comprender componentes suficientes para
llevar a cabo mudltiples reacciones de amplificacion separadas, tal como conjuntos individuales de cebadores.
Preferentemente, sin embargo, el kit estd configurado para llevar a cabo una reaccion miultiple, donde se pueden
detectar mdltiples dianas en una Unica reaccion. En este caso, donde la deteccidn se hace usando electroforesis en
gel, los cebadores se seleccionan adecuadamente de manera que cada producto amplificado tenga un tamafio o carga
significativamente diferente de manera que puedan ser facilmente separados e identificados sobre un gel de agarosa,
o por andlisis del punto de fusién usando un reactivo de sefializacion tal como un colorante intercalante de ADN.

Alternativamente, donde el sistema de deteccién incluye marcas, cualquier marca proporcionada, por ejemplo en
cebadores o sondas, proporcionara una sefial diferente y distinguible de otros conjuntos de cebadores, por ejemplo
basandose en la longitud de onda de la sefial emitida y/o el hecho de que el producto tenga un punto de fusion o
temperatura de hibridacion diferente, que se pueden distinguir llevando a cabo un andlisis del punto de fusién de los
productos.

Los cebadores de amplificacion adecuados, en particular para la amplificacién por PCR, junto con el tamafio
aproximado de los productos que generan, se seleccionan de los considerados en la Tabla 3 a continuacion:
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Tabla 3
SEQ | Directo SEQ Inverso Tamafio de
ID ID producto
A 14 TGAAATTGACGCCCGTTGGA 15 CACGCCGGGAAAGAGGATTC | 472 pb
B 16 GGCAACGCGGTTTCTACGAA 17 CGTTAGCCGGGGTTGTCAGA | 489 pb
Cc 18 TCGTTGCCACTTTCCGAGGG 19 GTCGATTGTGTGCAGCGTCAA | 268 pb
D 20 CACCGATCTTGTGCGTTTCG 21 CGGCAATGCTCCATACCCAC | 522pb
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
especificos de cepa Utiles para cepas de Gd beneficiosas, mientras que los conjuntos de cebadores representados
por SEQ ID NOs 34-39 sirven de cebadores especificos de especie de Gd utiles.

Los kits se pueden usar en métodos de determinaciébn 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 acidos 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 acidos nucleicos de SEQ ID NOs 1-10.

Un método puede comprender ademas detectar al menos un &cido nucleico que es caracteristico de especie de Gd,
como se ha descrito anteriormente, tal como una secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NOs 11-13. Nuevamente,
si se requiere, se puede detectar mas de una de dichas secuencias de acidos nucleicos especificas de especie.

Ademas, un método puede comprender ademas detectar una secuencia de acidos nucleicos especifica de planta, que
puede ser caracteristica de la planta colonizada por Gd particular que se examina o puede estar universalmente
presente en las plantas, tal como una secuencia de acidos nucleicos especifica de cloroplasto, como control para la
reaccion.

Se pueden usar en el método diversos métodos de deteccion, como se describe en el presente documento, pero en
particular, el método puede comprender una reaccién de amplificacién de acidos nucleicos, tal como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

Cebadores adecuados son como se han descrito anteriormente.

Una muestra que se puede usar en el método de la invencidn 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 raiz, de las que se ha liberado el acido nucleico, por ejemplo provocando la lisis celular, por ejemplo usando
medios mecanicos, quimicos o sénicos. 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 colonizacién satisfactoria
de la planta por Gd.

Normalmente, dichas pruebas se llevaran a cabo en un laboratorio, aunque se pueden llevar a cabo pruebas moviles,
por ejemplo, en condiciones de campo, si esta disponible equipo adecuado, tal como maquinas de PCR moviles, o si
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se emplea deteccion de dianas en dianas de proteina particulares, usando técnicas tales como ELISA, que se puede
llevar a cabo en dispositivos de flujo lateral.

La invencion se describird ahora particularmente a modo del ejemplo con referencia a las figuras adjuntas que se
describen del siguiente modo:
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Figura 1: es un gel que muestra productos de PCR de un intervalo disefiado para ser especificos de cepa o de
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, 12y
13, respectivamente.

Figura 2: es un gel que ilustra productos de PCR usando el conjunto de cebadores E tras la inoculacion de
reacciones con 100 ng de (1) OSR var. Ability, (2) OSR var. Extrovert, (3) arroz var. Valencia, (4) trigo var. Willow,
(5) césped var. Aberglyn, (6) césped var. Dickens, (7) maiz, (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 amplicon producido a partir de 10 ng de ADN gendmico 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
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 gendmico afadido 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 graficos que muestran (A) amplificacién positiva de Gluconacetobacter diazotrophicus por LAMP
fluorescente usando la maquina en tiempo real Genie Il y un conjunto de cebadores que forma parte de la
invenciéon. La amplificacion positiva de ADN se detecta por una sefial de fluorescencia, y (B) una curva de
hibridacion para las muestras de Gluconacetobacter diazotrophicus, siguiendo la amplificacion por LAMP; la
reaccion se sometié a analisis de hibridacion y se detecta la temperatura a la que el ADNbc se vuelve a hibridar
como un estallido de fluorescencia.

La Figura 5 son graficos que muestran resultados representativos de experimentos de QPCR llevados a cabo
usando cebadores disefiados para amplificar secuencias segun la invencién, 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
P17 para SEQ ID NO 62 y 63 como se define en lo sucesivo.

La Figura 6 son graficos que muestran resultados representativos de experimentos de QPCR llevados a cabo
usando cebadores disefiados para amplificar secuencias segun la invencion, cuando se llevan a cabo usando
diluciones sucesivas de muestras que contienen ADN de GD y ADN gendmico de planta, donde (A) muestra los
resultados para el conjunto de cebadores designado P5 en presencia de ADN de trigo, (B) muestra los gréaficos
de picos de fusion 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 gréafico de picos de fusién de los controles de (A) donde
un control positivo que comprende ADN de Gd solo produjo sefial donante, y controles negativos que comprenden
ADN de planta solo y muestras negativas de QPCR solo (NTC — sin control de transcrito), ambos no produjeron
sefial donante; (D) muestra resultados para un conjunto de cebadores designado P17 como se define en lo
sucesivo en presencia de ADN de maiz; (E) muestra el grafico de picos de fusion de los productos de (D) para
todas las muestras probadas (es decir, diluciones de Gd en presencia de genoma de maiz y controles relevantes);
y (F) muestra los gréaficos de picos de fusion de los controles de (D) donde un control positivo que comprende
ADN de Gd solo produjo sefial donante, y controles negativos que comprenden ADN de planta solo y muestras
negativas de QPCR solo (NTC - sin control de transcrito), pero no produjeron sefial donante.

La Figura 7 muestra un gel de agarosa al 1 % resuelto que muestra ADN de pldsmido extraido de una cepa
particular de GD (IMI504853).

La Figura 8 muestra un producto de digestion con restriccién en gel de agarosa al 1 % resuelto de ADN de
plasmido 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 esta marcado el fragmento mas
préximo a la escalera para la comparacion de tamafio.

La Figura 9 muestra un gel de agarosa obtenido de una amplificacion 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 indice de clorofila de trigo tratado con Gd segun la invencién en
comparacion con un control.
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Sin embargo, sera evidente para un experto en la técnica que no se requieren detalles especificos para poner en
practica la invencion. Las siguientes descripciones se presentan para fines de ilustracion y descripcion. No pretenden
ser exhaustivas o limitar la invencion a las formas precisas desveladas. Son posibles muchas modificaciones y
variaciones en vista de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se muestran y se describen para explicar mejor
los principios de la invencion y sus aplicaciones practicas, para asi permitir que otros expertos en la técnica utilicen
mejor la invencién y diversas realizaciones con diversas modificaciones, ya que son aptas para el uso particular
contemplado.

Ejemplo 1: Identificacidon de secuencias Unicas

Se aislé IMI504853, una cepa de Gd obtenida de someter a pases UAP5541, que se encontré que tenia propiedades
de colonizacion de plantas particularmente beneficiosas, y se secuencié todo el genoma (esta cepa se ha depositado
con CABI en el Reino Unido y se le ha asignado el nimero de acceso del Tratado de Budapest IMI504958.) Se hizo
una comparacion con el genoma publicamente disponible de la cepa tipo (PAL5; secuenciada por JGI, EE. UU. [acceso
de secuencia de Genbank CP001189]) usando métodos convencionales.

Sorprendentemente, se observé un gran nimero de diferencias en el genoma, y en patrticular, se identificaron varios
genes que estaban presentes en el genoma de IMI504853 pero no PALS.

Se observaron muchos de estos genes con una funcion asociada. Los genes Unicos con comentarios se comprobaron
adicionalmente para naturaleza Unica 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 andlisis del resultado de BLAST redujo la lista a 20 genes Unicos no presentes en ningun genoma. Parecio que
estos genes eran "especificos de la cepa" para IMI504853.

Por tanto, se encontré que cinco conjuntos eran Unicos para las especies de Gd y posteriormente se denominaran
"especificos de especie" (es decir, presentes en IMI 504853, Pal5 y otras cepas de Gd pero no en otras especies)

Asi, parece que estas diferencias de secuencia caracterizan la cepa y se pueden usar para disefiar un kit de
diagndstico para IMI504853 y cepas similares.

Ejemplo 2: Validacion por PCR

Se disefi6 un juego de 25 conjuntos de cebadores basados en las secuencias identificadas en el analisis del genoma.
Primero se probo la especificidad de estos 25 conjuntos de cebadores (20 disefiados para ser especificos de cepa y
5 disefiados para ser especificos de especie) llevando a cabo una reaccion de PCR convencional usando ADN
gendmico de IMI504853 y PALS5. Los resultados con IMI504853 se ilustran en la Figura 1. Los resultados mostraron
que los 16 conjuntos de cebadores especificos de cepa delinearon IMI504853 a partir de PAL5 como se obtuvieron
de tres colecciones diferentes (ATCC49037, DSM5601 y LMG7603). Sin embargo, 4 supuestos conjuntos de
cebadores especificos de cepa reaccionaron de forma cruzada con al menos un PAL5 y, por tanto, se retiraron del
estudio especifico de cepa.

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

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

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

Ademas, estos 25 cebadores se comprobaron entonces para reactividad cruzada con varias especies de plantas diana
y variedades usando ADN extraido internamente. Los cebadores se probaron en una reaccién de PCR usando ADN
extraido de plantas de las siguientes especies: maiz, 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 acidos nucleicos de tejidos de
planta implicé la maceracién mecéanica de material de hoja, seguido por una extraccion de CTAB modificada (Doyle
and Doyle, 1987 Phytochem. Bull., 19: 11-15). Brevemente, se rompieron membranas celulares usando SDS y CTAB
para liberar sus contenidos, y se degradaron las proteinas celulares o se desnaturalizaron usando proteinasa Ky -
mercaptoetanol. El tampon de extraccion también contuvo PVPP para retirar los polifenoles de planta, EDTA para
quelar iones metalicos, cloruro sédico para solubilizar estructuras de acido nucleico, asi como TRIS HCI para
estabilizar el pH del tampon. 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 acidos
desoxinucleicos en etanol usando acetato sddico, 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 prob0 la sensibilidad de cebadores inoculando reacciones de PCR que contenian 100 ng de los
genomas de planta anteriormente mencionados con ADN gendmico diluido sucesivamente seis veces a partir de Gd,
a partir de 1 ng. Se encontré que la sensibilidad del sistema de PCR no estaba, en general, afectado por la presencia
de genoma de la planta y se establecio deteccion rutinaria desde un minimo 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
especificos de cepa y tres de los cinco conjuntos especificos de especie 0 no reaccionan de forma cruzada con ningun
genoma de planta probado, o reaccionan de forma cruzada con un nimero pequefio, pero producen un producto de
ADN de un tamafio diferente y tamafio distinguible.

De los conjuntos de cebadores especificos 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 encontré que solo tres de los conjuntos de cebadores
especificos de especie seleccionados eran especificos y suficientemente sensibles para su uso y estos se muestran como
los conjuntos de cebadores K-M en la Tabla 3, respectivamente. Ademas, el tamafio de los productos obtenidos usando
estos cebadores se muestra en la Tabla 3 y se ilustra en las Figuras 1A y 1B. Asi, los métodos y los kits basados en estos
cebadores son particularmente Utiles en la identificacion de Gd beneficiosa en situaciones de campo.

Ejemplo 3: Ensayo de LAMP

Se disefid una serie de cebadores de LAMP para amplificar las regiones de SEQ ID NOs 6, 7y 9 y se muestran en la
Tabla 4 a continuacion 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 disefiaron SEQ ID NOs 40-45 para amplificar la SEQ ID NO 6 anterior, se disefiaron SEQ ID NOs 46-51 para
amplificar la SEQ ID NO 7 anterior y se disefiaron 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 comprendian ADN de Gd puro
gue se habia aislado usando una metodologia de CTAB modificada a partir de bacterias que crecieron en cultivo
liquido.

Ademas, se probaron los ADN de una variedad de bacterias patdgenas de planta y hongos para la amplificacion 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.

Se llevé a cabo LAMP en tiempo real en un instrumento Genie Il (OptiGene) y se afiadié 1 uL de muestra a una mezcla
de reaccién de 24 pL que contenia 15 pL de Isothermal Master Mix ISO-001 (OptiGene), 200 nM de cada cebador
externo (F3y B3), 2 uM de cada cebador interno (FIP y BIP) y 1 uM de cebador de bucles (FLoop y BLoop). La reaccion
de RT-LAMP consisti6é en 30 minutos de amplificacion isotérmica a 63 °C. Para evaluar la temperatura de hibridacion
de los productos, las reacciones se sometieron entonces a una etapa de hibridacién lenta desde 95 hasta 68 °C (0,05
°C/s) con monitorizacion de la fluorescencia.

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

De los tres conjuntos de cebadores probados en LAMP, el tercer conjunto de cebadores especifico para SEQ ID NO
9 dio amplificacion en nueve minutos y medio con una hibridacién a 89,2 °C (véase la Figura 4A). El conjunto de
cebadores especifico para SEQ ID NO 6 amplificd el control positivo en aproximadamente 11 minutos con una
hibridacion de aproximadamente 88 °C, y el conjunto de cebadores especifico para SEQ ID NO 7 fue el més lento,
amplificando el control positivo en aproximadamente 23 minutos con una temperatura de hibridacion de
aproximadamente 90 °C.

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

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

Para validar los cebadores en ADN rapidamente extraido de semilla contaminada, se establecid una serie de
experimentos en los que la semilla de dos especies de planta, tomate y trigo, se pulveriz6 sobre la superficie con ADN
de Gd. Entonces se sometieron las muestras a la técnica de extraccion de ADN de 2 minutos en la que las muestras
se ponen en tubos de plastico que contienen perlas de acero y tampdn TE y se agitaron vigorosamente durante 2
minutos. Entonces se colocaron dos microlitros de la disolucion en la reaccion 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 amplificacion 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
de ADN de planta.

Con el fin de confirmar que cualquier muestra que dio negativo para Gd soport6 la amplificacién 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.

Ejemplo 5: Determinacion de QPCR

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

Se prepararon mezclas de reaccion de QPCR hasta un volumen de 20 pyL de volumen por reaccién. En el caso de
ADN de Gd solo, este consistié en 10 pL de iTag™ Universal SYBR Green® Supermix (2X) (Bio-Rad), 1 yL de cada
uno de cebadores directos e inversos (concentracion final de 10 umoles), 7 pL de SDW (agua destilada estéril) y 1 pL
de molde de ADN a la concentracion 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) tenia el objetivo de amplificar una
region de 149 pares de bases de SEQ ID NO 3, el conjunto de cebadores representado por SEQ ID NOs 60 y 61
(designado P8) se disefié para amplificar una regién 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 disefié para amplificar una regién de 130 pares
de bases de SEQ ID NO 10 anterior.

Se llevo a cabo ciclado térmico usando un sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX96 Touch™ de Bio-rad.
Se realizé la desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos; la amplificacion se realiz6 usando 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C durante 5 segundos seguido por 60 °C durante 30 segundos (lectura de placa después de
cada amplificacion).

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 amplificacion, y cuantitativamente como se ilustra por la
Figura 5. Se calculé el porcentaje de eficiencia usando la férmula % de E = [10¢Y/pendiente)].1 X 100.

Tabla 6
Log Diluciones | P5 (SEQ ID NOs 58 +59) | P8 (SEQ ID NOs 60 +61) | P17 (SEQ ID NOs 62 + 63) | ng/uL
-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 llevé a cabo la amplificacion cuantitativa en presencia de ADN gendmico de planta para determinar si hubo
reactividad cruzada. Se encontré 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 mostr6 reactividad
cruzada con trigo, cebada y maiz y P17 no mostré reactividad cruzada con los genomas de trigo y maiz, 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 mantendria en presencia de ADN gendémico de
planta, se repitieron los ejemplos de QPCR anteriores, pero en este caso se cambid la composicion usandose 6 L de
SDW (agua destilada estéril) junto con 1 yuL de molde de ADN de dilucién de Gd relevante y 1 uL de molde de ADN
gendémico de planta. Por ejemplo, se diluyé sucesivamente ADN de Gd (92 ng/uL) desde 10t hasta 107 con o ADN de
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trigo (70,6 ng/uL) o ADN de maiz (111 ng/uL) y se realizaron las reacciones de amplificacion como se ha descrito
anteriormente.

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

Tabla 7

Curva patrén de qPCR de ADN de Gd+Planta

Valor Cqg de la serie de qPCR

Log diluciones ng/uL en la
P5(Seq ID 3)_Trigo | P17(Seq ID 10)_ Maiz reaccion
-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

Parece que los cebadores mantendran la eficiencia en presencia de genomas de planta y asi pueden formar la base
de un kit de deteccion.

Los resultados se confirmaron llevando a cabo el andlisis de fusion después de la amplificacion, el andlisis de la curva
de desnaturalizacion (curva de fusion) se realizé desde 60 °C hasta 95 °C con incremento de 0,5 °C 5 segundos/etapa
seguido por lectura de placas después de cada incremento.

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

Ejemplo 6: Deteccidon de pladsmidos

Se realiz6 la extraccion de ADN de plasmido de Gd (IMI504853) usando el kit Qiagen mini prep (N° de Cat. 69104).
Se siguio el protocolo de extraccién de plasmido de bajo nimero de copias usando 5 mL y 10 mL de cultivo bacteriano
de 48 horas. El plasmido extraido migr6é sobre gel de agarosa al 1 % flanqueado por un HyperLadder de 1 kb plus
(Figura 7) y se obtuvieron imagenes usando Bio-rad ChemiDocTM.

Junto con el ADN de plasmido, también se incluyd ADN genémico de Gd (IMI504853) en el carril 1. Los resultados,
mostrados en la Figura 7 indican la presencia de un plasmido individual de aproximadamente 17,5 Kb de tamafio, que
es mas pequefio que el previamente informado para plasmidos encontrados en PALS5.

Se secuencid el ADN de plasmido y se disefié 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
terminacion de los datos de la secuencia lineal (P_End_Fw - CCAAATCTCTGGAACGGGTA (SEQ ID NO 64). Se
realizé secuenciacion de Sangar usando este cebador (SEQ ID NO 64) y se alinearon los datos secuenciados para
confirmar que la secuencia de plasmido estaba completa.

Puesto que el ADN de plasmido en su forma natural es circular y puede formar estructuras secundarias y terciarias,
esto podria afectar la exactitud de las mediciones de tamafio usando geles de agarosa. Para confirmar los resultados
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y también validar la secuenciacion del ADN de plasmido, se estudié un mapa de restriccion de plasmido usando
NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). La digestion con restriccion linealizara el plasmido proporcionando solo
una estructura conformacional simple. Por tanto, la seleccion de enzima de restriccion se hace después de estudiar la
secuencia, permitiendo asi que también se valide la secuencia de plasmidos. En caso de ADN de plasmido_IMI504853,
el cortador de NEB mostro6 la enzima de restriccion EcoRI para digerir el ADN de plasmido a 3864-9461 pb y 9462-
3863 pb que produce un fragmento de ADN de 5598 pb y 11968 pb. Tanto se puede estudiar el tamafio usando un
HyperLadder de 1 Kb plus (N° de Cat. de Bioline - BIO-33069) disponible en el laboratorio, que elimina también la
limitacién de la deteccidn de tamafio maximo de la escalera de referencia.

Por tanto, se realizé digestion con restriccion en el plasmido IMI504853 usando el cortador doble EcoRI (Fisher, N° de
Cat. 10819360) segun el protocolo del proveedor. Los productos de digestion después de la restriccién migraron sobre
gel de agarosa al 1 % hasta que se resolvieron las bandas y se obtuvieron imagenes usando Bio-rad ChemiDocTM.
El ADN de plasmido IMI504853 cuando se restringié con EcoRI produjo dos fragmentos (1. ~12 Kb y 2. ~5,6 Kb) de
ADN de tamafio predicho (Figura 8).

Esto validé los datos de secuenciacion en términos de tanto el tamafio como la secuencia. Puede proporcionar ademas
una prueba de identificacion o una prueba de confirmacion en relacién con un kit usado en la identificacion de cepas
de la invencién.

Ejemplo 7: llustracién de actividad de IMI504853

Se disefié 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 germinacion, se
muestrearon plantas de semillero de trigo joven a los 10-12 dias de crecimiento y se probaron para la presencia de
Gd usando el cebador G (seq ID 26 y 27) que representa la seq ID 7 de ADN. Se detecto la presencia de Gd cuando
la PCR se resolvié sobre un gel de agarosa al 1 % con controles negativos y positivos respectivos (Fig 9) que
confirmaron que en la condicion del mundo real el kit disefiado funciona bien.

Se mostré que la medicion 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 comprobé el cultivo en las etapas
de crecimiento 35y 61 para su contenido de clorofila usando SPAD se encontro que era estadisticamente significativo
(P = 0,001) en parcelas tratadas con Gd cuando se compar6 con parcelas de control (Fig 10). Es interesante sefialar
qgue el SPAD mostré un aumento significativo en el contenido de clorofila del trigo obtenido de parcelas tratadas con
Gd de la invencion en comparacién 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 diagnéstico dan como resultado plantas mucho
mas sanas y rendimiento posiblemente mas 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 sembr6 semilla de maiz forrajero no tratada y tratada con una formulacién que comprendia IMI504853 a una
concentracion de aproximadamente 10% - 107 ufc/mL en dos localizaciones diferentes, y se fertilizé en diferentes
proporciones de la tasa recomendada de fertilizante de nitrégeno, que variaba desde 0 hasta 175 kg ha* para cada
variedad particular, region y disponibilidad de nitrogeno de la tierra. Los resultados del rendimiento indicaron una
reduccion de potencial global en el fertilizante de nitrégeno de entre 40-95 % sin sufrir penalizacidn del rendimiento.
Los beneficios promedio del rendimiento en los niveles de N condujeron a un aumento en el rendimiento de entre 7 %
y 21 %. Asi, a las tasas de fertilizante de N completo recomendadas, los cultivos tratados con IMI504853 pudieron
proporcionar un beneficio de rendimiento hasta 1 t/ha en maiz.

En otro ensayo, se sembr6 semilla de trigo de primavera, ya fuera sin tratar o tratado con una formulacién que
comprendia IMI504853, a una concentracion de aproximadamente 10° - 107 ufc/mL en primavera. El cultivo se fertilizd
a diferentes proporciones de la tasa recomendada de fertilizante de nitrogeno que variaban desde 0 hasta 125 kg ha
1 basandose en la variedad, la regién y la disponibilidad del nitrégeno de la tierra. En todos los niveles de fertilizante,
los cultivos tratados con IMI504853 mostraron un aumento del rendimiento promedio de 15 %, pero a fertilizante de
nitrégeno cero y fertilizante de nitrégeno completo este aumento fue 20 % y 10 %, respectivamente. Los resultados
indican que para el cultivo tratado con IMI504853, es posible reducir la aplicacién de fertilizacion de N en hasta 85 %
y todavia 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

<130> P3088/WO

<150> GB1513277.2
<151> 28-07-2015

<160> 68

<170> BiSSAP 1.3.6

<210>1

<211> 630

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

ES 2817004 T3

<223> Glutation S-transferasa (EC 2.5.1.18)

<400> 1

atgacaaaat
gagttgggaa
gaagagttta
ataattaccyg
ttectggccaa
agcaatgtac
gagcgtcagt
gtaatagaaa
gatccegtatt
tecttteccocgg

gotttacgge

tatactattc
gaccatatga
taaaaataaa
aaagccoage
aatcagtttt
actcggttge
ggaataatgt
ataatatctc
tgtttgtttt
cgtggtcgeg

aagaaggttt

tceceggeget
gttgaaattg
ccecgagagga
aatcttattt
ggagcaagcc
ctatgggcag
tatttcaaaa
cgggaaaacg
ttattettgg
tcatgcageg

gatotogtaa

tgctetttgg
acgcccgttg
agggtgcctg
tatttatcga
cgctgectggg
gtgtggegac
gggaaaaata
tggtgtgtgg
gggaaagcca

eggatgotgy

27

cagggcatat
gagacgaagyg
ttttaattga
gttcatttte
aatggtttaa
caggacggtt
accttecatga
gtgaatcgta
teggattgga

agcggttggce

tttgctcgaa
cacgggaagt
tggtgcggaa
agacggaaat
ctggttateg
cattgatgat
atttagtgat
ttecatgegtt
tatggaatce

cgttcaaaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

630
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<210>2
<211>729
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

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

10

15

20

<400> 2
ttggatgcct ctegttttce ttgeggagtc atcatgacca ttcctcectctt tcegtcocgcaa 60
ttcacaccege agattcaacg tgegettgat cgectttatt cegagacact ctegecaagat 120
ccagcgatac gccaattggce gcaagccaaa ggactgacac atgacgggca acgcggtttc 180
tacgaagcca tgaaagatge cagactaccce gttacgccag agttcggegce cctgctctat 240
attctggeac gcageaccag agcccaacat atcatcgaat toggcacgte ctteggtgatt 300
tcaacattat ttctcgcage ggctttacge gacaatggeg ggggccgact ggtgaccteg 360
gaacttatet cagacaaage agaaaggget tcoegecaate tgegggagge aggactggea 420
gacctegtag acattegecat cggagatgec cgegecacgt tategegtga tettectgag 480
tcgatcgatc tgatcctget ggatgcgact aaaggactct acctcgatct cttactcctg 540
ctggaacctg cattacgaaa aggtggcctg gtgatcagcg atcgcecgccga tctcgatggt 600
gacgacggcg gtcgcgcagce agcctacctt acctatctga caaccccggce taacggatat 660
cgeatcgecg gcatcactac acaggegttg ggacaaacct togetcacga tgtggceggtg 720
cgecacctga 729

<210>3

<211> 462

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Regulador transcripcional, familia TetR

<400> 3

28
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gtgggaatag
agtcgtcggg
tecgttgecac
agccgtccat
gatcatctge
ggaattattc
gcacttattg

attacgcgaa

<210>4
<211> 522
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

ccacgctcta
tacgggaaac
tttccgaggg
cgcttacggt
tggtagegge
aggagaacac
acgctgcaca

ggctggtege

ES 2817004 T3

ccaatacttt
actgctccat
tgtgcgetgt
ccggettgat
tgagctttge
tgcaaaaatt
caatcgacag

gattattcag

gagaacaagg
gatgttgcgt
ctggtcgtcg
cggttggagyg
acggttgttg
ctggcagatg
atacctatcg

agegegettt

agagcgttgt
cattactcga
ctgcegtgaa
aggctctttc
cgtcgttect
atctgtgtac
atgacttgcet

aa

cgcggecactt
aaccgettgt
ggcggacaag
tttggaagcg
caagtgeccag
gataacaggg

aattgaccgt

60

120

180

240

300

360

420

462

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

<400> 4

gtgggacagc
ttegecagag
ctgcggetga
gtttaccgca
ggattgtttg
ccggaaggtg
ctgccagaac
gaaatagegyg

atggagcatt

<210>5
<211>984
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

cggacaaata
gtatcatgag
ctactgtaac
ttattcggaa
accatggggt
aggcttcagg
ggacgtgegt
ctecatttagyg

gocgeaaacy

tttcgagett
agatgatagt
agtggcacag
tctggeettt
agatagttct
gaaatccgac
cgcattggaa
tgtttotatt

tettteccaca

ttcgcgatac
ctggeggaay
gaccgegttc
gaccgttatce
tccgaaacaa
atgcgggcaa
atgcatctgt
gggatggcce

cctgaaacct

atcgcaccga
atgttgtaca
tttecggatee
gacgacggca
tcgaagcgga
tgcgegecge
tcgacggacg
actcccttgt

ga

tcttgtgcgt
ggatgetttt
tctgaattac
attcgaggece
tgcccctaca
tatggecggaa
aaagctacgg

cgecagtgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

522

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

29
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<400> 5
gtgagcgaag acttcaatcc aacaacggeg gttgagtgga aaatagccct ttcagaagag 60
cctgacgatt ctgtgctcag agaacgcttt gaagcatgge ttgctgecge agaggatcac 120
cggaaagagt ggcaggaact tacgcaggga cttgagaatt tccgeccagat tggoccegett 180
tatcgtgaga aatgggtgec ttcatcaagt ggggcacaaa atactgegte aaaacaaggt 240
aggctcaaag gaagacctge taattttgtt aggttttcag ttgctgcatt tgeggetget 300
gcetgeegtta cattggtatg gtectetgac cttetgette gattacagge cgattacgec 360
acaggctegg cagaaacgceg aacagtcagt cteccccgatyg gtagtgaatt gaccctegeg 420
ccgcgaagtg cggtaaaaat gtcttactet gtagagaaac gggatattcg tcettttasag 480
ggagaggcge tcttcacggt tcocgacatgat atggegegac cttttgaggt ccacacagac 540
aaattcaceyg taacggacat cggaactatt tttgacgtea gaatgtetca gggegaggaa 600
gaagtctectg tcegggaagg agaggtcoegg gtgcaggatg tttccggtgg atttcataat 660
ctegatgecg gaacgtggga goggattaga actgtaggea atggagtgag cgtcactceat 720
gggagegget cteocggaaga tgtgggogea tggtcagegg ggcaaattat tgeocaaggaa 780
aacagcgtgt ccagcgtcgt ggaaaggctt aggccctact accggggggt tgttgtcectt 840
tatggttctt cctttgggga gaagtcactc actggtgttt atgacgcaag tgacccggtt 300
ggcgcattte gggcecgatcge agccgcegcat catgetcaga tgecatcaggt ttcecgecatgg 360
ctgacaatat tggceogeacce gtag 584

<210>6

<211> 2604

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Receptor de ferricromo-hierro

<400> 6

30



atgaagggtg
aaggtgatga
gegetgggta
tcccaaagtg
ctogcaaggt
tetetgacaa
ctgteecggga
gcagtagecca
ccaacagggc
acgcccatca
cagcagcege
ggaggaacga
tttctctcga
agctttctgg
acacccggag
gtttcgetag
atcacgecagt
caggaagacc
gatcccaaga
accagtggtt
cgaagcacat
gaatatcaat
gagaattcca
aaatggacat
actcgettag
gatttcogea

gtgcccacte

cggttgecatt
cgattgatga
gtacgacgtt
ctecgggecgt
tcggacagea
cgcacggtgt
ctggectgac
acatcacgcet
cgggtgtcgg
cggaaatacc
agaatatecct
caaatcgcgg
gccagttcegt
accgtatcga
gaatggtcgg
gctteggaag
ccggtaatct
gaattgatta
ctcgectcac
atccggtcct
ttatecggaat
ttagtcataa
acgttcatga
atttttatece
gggggcggtt
attatgacta

agcacccgac

ES 2817004 T3

gcattcgcaa
tagaatgaag
tctgaatgee
cagatcattt
aagtgggtgg
tagaggtacyg
atacacgatce
tggtececggte
ctacttcgee
gaactcagte
acaggectttg
atctgcccag
ggatgggttyg
ggcgctcaac
tatgagcctg
ctggggacgg
gcgctategt
tcatcgggtg
tctacttggt
cgggactctt
acctagttgg
atttaataaa
gtcaaatate
ttggaaacaa
tctaactggt
tcattatact

atcaaactat

ttgtggegge
cggtgtggge
gctgtgacga
toccattocgg
caggtttetg
atgacatctyg
aggggtggec
cgtgteggag
gaaaacacaa
tacgtegtga
cgttacacte
aatgacaaca
atgacgaatt
ggtccagcat
aagaaaccca
tacgaggcaa
attgcagcca
ggtgtactte
agttatatgt
attcacaatt
aacactatgg
tttattgagt
accgatgtaa
aattatgaaa
cctgtacaac
gagctcateg

tccccatgta

31

tcatacgaat
ggcaggtgge
aaagctatgg
cccaatetet
ttgacggaaa
ctecaggocct
gaacagtegt
gaacecctege
tggttggtac
ccaagcagtt
coggeatcta
tgggcattta
cgtatgccge
cggtgatgta
ccgaaacgcc
cgttcgatgt
tcggagtcac
cttcaatcac
acacgcctgg
cggaaattcc
gagataaggt
tcaatcagac
cacctgtaga
acacaactga
atacatgggt
acgacggtge

taagtttaac

gggaacggat

gtggcttate
tgcagaacct
tgaagatggt
tettgeaaaa
caatgcgate
gotgacgaaa
gcgtcaggat
aaagacggat
gatgaccgat
ctetgaagee
tcagcgtgga
cgccgageca
tggccagacg
gctgcatcag
cagcgataag
ategggeact
gtgggatate
ctcagggagc
acgaatctca
cgggatgtte
gtttcgegta
tgttgaagga
ggtacttgat
categgttet
gacaatcgtt

ctocogegaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



10

tgtgacgcct
caggaccaga
aattcatcta
aataacactqg
tttgactttg
acggattggce
aagtataaag
gaccactatc
cgetegeagy
geetettaca
gatccegtea
gttcctegga
ggtctegget
tcttacaaaa
ataatcecett

tattatatta

ggtaacgtga

tegegggaat
taaaatggca
ataaaaatta
ctcecacacee
ggcttgeccece
agggtaagat
tteccaaacga
ttatcagtga
gtttegaggt
catatgagga
cgctaacata
atatgtttaa
ttaatggagg
cgccggegta
ctctecaaagg
cttcgtgcaa

cgtatagetg

ES 2817004 T3

aaacccagac
gcgectgtec
cagtgtaacg
tcaateggee
gtacttcagt
tttegegeet
agatatccte
tcttgttecac
tteegecagt
tgtgeggtte
tggagcaaag
tatgtttett
aattcgectac
ttatectgttt
tctgegtgec
taccgccata

gtga

tataactecgt
gttctcttgg
aacttttatg
ttcacctgga
tacgcaacat
ttgagcggaa
ataacggcat
acgggcttta
gcgaacatta
agaaagaaca
gtaagcgaga
gattacacct
accggtttta
gacattggeg
cagttggcaa

tgtactctcg

<210>7
<211> 3066
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Proteina de la familia de la retrotranscriptasa

<400> 7

32

ttcaggaggg
gtggacgcca
gaaacgtcag
gagctggtat
cectttgtgee
agcaactcga
cagcattceg
gcagtgacgce
ccaaaaacct
atttggecegt
atggaaaatt
tccacgacge
cectatgegga
cacactatga
tctcaaattt

gttatgctcg

cgtgtatttt
agattgggtt
cacccogegtt
aatctataat
acaaggaggt
agccgggttg
aattgatgaa
gggaacggta
caaacttgte
aaatteggte
cgtteetega
cccattgaag
ctatgtggag
ttttgaggaa
ggccaataaa

aaagttttac

1680

1740

1800

1860

1320

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2604



gtgacgcccg
gogttetteg
caattcgecce
cagggtttgyg
gteatcggac
tacgtcgacg
caggcgcegty
ttcteceeccgg

caatccegaa

aattgctcct
acctagtegyg
gcttcaagca
ttgeagetgyg
agattgggag
acattagact
taatggegtyg
agaagacgtc

agatggagcg

ES 2817004 T3

ctccaaggtg
cagtgttcott
gcgegeggge
cttottoteg
agaagttaca
gaccataaca
gcttgggcaa
aactgcgtcg

catccagace

cggctgetge
aattggtcct
atccctgagt
aacategtge
aacggagtgt
actgcaccag
ctectcacgg
gttggaggeyg

gegatttoeg

33

ggtcgcccaa
gggaggaaag
tcgatggegt
tgeottgattt
ggcteeggga
gtattgaccc
ggagctgtcee
agcagatgce

geggettega

tgacgacggce
agacgaacgt
cgeecttcea
cgateggate
cgectgocgy
aagagaagct
gggcttggaa
gctggttoge

tgecagtggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ggcgaggagyg
gtcgaagagt
gtcggtegtt
gatgategac
ctttogoaat
tggatacteg
cgecaactce
gcaatcacta
accgagacgg
tatagatctc
ccgtggtate
caagatcgag
ggcgaacgcyg
tegtteettt
ttcgecogagg
cgacacctca
tcagaggaaa
cgcaatgaga
aatttgcegy
tatgteegeg
atttatactg
ttacttcget
tggaaggaag
ggecttctata
caggatcttc
gatcagttgt
getgegattg
accacatcga
gaggacttct
aaacatetgt
aagcacageoca

gacgttgcca

tgatccacge
cgecctaccce
tegctgetgg
cttacatgga
cggagcttga
atccttegaa
tcaaggaagt
geeggcaagt
gcttcattga
tgettetgga
tegegeaaca
gaatttcaaa
acgtctcttc
cgaatgatca
tggccgegeg
ccgttcogge
tgagetetet
tcggegtact
aagtogtgac
tcegaacgggt
ctcccagaty
tcattcttac
gtaaacacat
atgggcatga
tcttegatcet
ccctggatga
gcooeggetac
aggggegcecec
cggctgccga
ccacggeatt
gcaagegtet

cccacctcgt

ES 2817004 T3

gatcgaagee
tceccggettyg
tcggttcaga
gattgetgaa
cgaggaagca
tgtgeggetyg
actgaaactc
tgcatactac
cgatccagag
ggcegceagta
agcactgett
gaccaatcga
agatcgcgaa
ggeegtggat
cgacatagaa
aggcattgcc
gcaaagetat
cagttttgca
gcogtegacy
gatettcaga
ggcgccggaa
tgccagaata
ctatcggect
ggcctteggg
gctcacctgg
aacggctgct
aggaaccctg
goettegggec
tctggagatg
ggeggeggtt
cgactggote

gecegttcogeg

ctegteagat
agagecggtac
aaaacctttc
tteggggagg
cgcgeatttyg
ctgogegteyg
tttgagcecct
tgectegeeg
tgectteeccg
cgagtggecce
tacattgegg
tectattgge
ttcgcagtag
ctegteggte
ttcgececgey
gaggacttgg
atccaaggea
gagaaattca
acgcagatag
teggeoeocaga
tctcaacget
gacttcagee
accagaagtc
gacgattgge
cceggetgece
cgaatccgcg
atgctcaaga
tgegtegtec
cgctecgoegyg
gagaagatgt
atactaccag

cgagcgttca

34

ccecagetaac
ccgatgtcaa
gttcattgag
agacgttceg
cgctaatcct
cactcgacet
atcttgtegg
agatattteg
ctgcogtoga
ggggcgaagce
teccacgatee
gcectegtete
ccgoggtggt
ggatgctcac
atctettteg
gggtcgecga
aagggcctet
tctceccatct
cggtacagea
caacgccgac
ggcgetttca
tteccagttag
actggttteca
tacccattte
gcacaagtag
cagctctcgt
tegatgeace
agtcgatcat
ceccttegacg
tggatctteg
aactgtetgt

agaccgcgat

gatcaacage
agacgagaca
gccactactc
gogoacooga
agtcgaacgg
ctggeogtee
gaagatcagg
agcaggggeg
tctegeeggt
cgaacgtgte
ccgggetate
atttctgaaa
gagccgcagg
gccagagegy
cgcecgtogac
atggtccatg
gaatcogeta
ccaagaagga
agtgggcaaa
ttaceggtet
geteggttat
gecgecatcg
gcggecaatac
gcagtteoact
cccggatgte
agaagccacc
tattccaggt
gccocgaagea
aaagcaccygc
cgagactcat
tecaccoggat

cctggtcgge

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



10

15

atggcctacg
ccgaggatgg
ctctctecga
tgccagtgge
accgcgtecca
tcagacgtgt
caggcgetge
ggcagcaatg
ggecagaeaes
agacacaagc

gtetga

<210>8
<211>513
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

aacaagtcgt
tgcggggeat
tggaacagaa
tggtggggta
tcotgectacga
ttgegatcee
attatcatat
ctcacgttce
aggctacaat

teggogotgy

ES 2817004 T3

cacgggagag
gggcctacag
gtacgtcaaa
cgaatggteg
tgcaacagac
agccctgaat
gttccaacte
caagggggag

tteoettttte

gaaggaagge

ccgctgatca
acggtgatca
ccggtegaac
aacaatccgg
ctgaagctgg
ctegacgteg
gtgectgateg
gcctatcaac
gagatcgacg

gggtggaaat

<223> Proteina de modulacion de topologia de ADN

<400> 8

ttgatgeoget
ttggctcaaa
ctctccgggg
cagctcgatyg
cgagcagact
cgeccgttteog
ctattggagy
gagaagattg

getttgaceg

<210>9
<211> 2352

<212> ADN

<213> Acetobacter

tgtteogtgac
gggcagetat
attggcggeg
cctgggtcat
ggatcgtegt
tcaatcgeecg
agatgegtty
gacaatcgee

aggctgtatt

ggggccaact
accactgttce
cgatcctgtt
cgaaggegtg
cctegateca
atgottttet
gtcageegac
agacaagcte

cgegactgeg

ggcagtggaa
ccgctegatg
gaacgcctgt
cagttcaaat
ccacgttgge
gagggcgggyge
tactatggte
atcgtcgtac

tga

35

actcggeccct
gacggcaggyg
tgatcaccgg
ccaaagacqge
cgagcgatct
gcaccttega
cgaacaacgg
gccaagtgtt
atatcgaggyg

atccacctge

aatcaacgct
aaattcattg
ctatgctcgg
ggactgatat
ggaacatcge
accgtggaac
atgaacgegyg

atgacgacaa

ctggattatc
aaaacagcac
attccgeceg
actttggetce
tegtgatcge
tecagatggeg
agcttatggg
ccatacccat
catgaagcag

cggctgtcaa

ggctgcaaag
ggttcgeecat
agagattgta
agcgatagaa
tegtatectg
ggtaaaggct
tatgetgtte

gggcgaacgc

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3066

60

120

180

240

300

360

420

480

513



<220>

ES 2817004 T3

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

<400>

9

atggcatatt
gaaggccgceg
gcggcggcgg
taccaggcag
ggaggccatg
caageggtca
ccecagtectee
gggacagegt
ggcggcatca
ccgacgctcg
aacgeggtge
cagtggeccga
gocggogeata
gactatgcaa
cagaaacacc
attgctgaaa
aagaccatgt
ggtcagcaat
tttgcgaata
tggaatacca
cccgaatteg
aaatatacgt
ctgagcacgt
teceggatgea
ggaggctcca
cgtccgaccec
tgggtceggaa
atcecggaatg
tatcatccee
ttgcattata

ctgtegatceg

ggatcagget
taatgcgceceg
catccecteca
gcaatgtege
tggatctage
ccageatggt
atgctcatgg
cotgtacegy
acgtggecge
gcaacgtctc
aattttacga
acctggaagg
gocgoggeat
ctgtcaatcc
aactgaccaa
tgaaccegtt
ggaatttagg
atgacggcga
atgtacaggc
ccgaccttta
gaaacacgee
cgcgcccgcet
cctttgeegt
tagccaataa
atattactct
ttaagatcga
tgcgegatet
gaaacggage
tgatacgcge
ateggattga

agatggaatt

ctegetggec
ctatctttte
aggtccgatt
gatgatttece
gatatgtteg
ggctggggeg
gtatcagttg
gacaggoage
gaatgoctgg
cgcggcccgg
cgtgetgtgy
cgtaacggtc
ggtggegete
gaaggtcacg
cggcgggggc
caatggegac
attegacgece
gggccatccg
tcagaccggg
cctacgeggt
gggctacgat
gatgacggcg
caagggtgag
ccteggeatt
tggtgatttt
cggtccattg
getgegtgte
cagtatcggce
tggcatcgcet
cgaccctgac

ctgggaaaga

gtgtggeoege
acaaccattc
gtttcgeatg
gtggaactga
cgtgggcaag
gaccagacac
gctatcgegg
acttecacgt
gaagacatca
gtgatggata
cgacatgacyg
acaaggacca
gcctataatce
gcggcaatgg
tggctgtcct
tgggccagat
gcgeatctgg
ttacctgctt
gcaccaactg
acgggaccca
gattccegaa
ttttatccge
agtgtgaagg
gagttgttge
gatcatctga
cagcaatatc
ggegtcatet
caaccttatg
ggtgaattgg
ggcaaaaaca

agcacacecgg

36

cogatcagea
tctegetott
tgcgggatga
ceecactage
tegtgggeac
tteactatec
ccctgaacaa
cgaocggeoga
acgaagecatg
atctcagcca
agcegtatte
atcttcaggc
tctggaacgg
ggctctatge
gggggtggtc
ggctaaccag
atacgttggg
taggaacgat
acatcaacgc
acctgtatat
gettatggga
agcaggtcca
tttgcgacee
tcggeccagat
taccggggec
tggcggatta
catccaatga
cccaaccggy
cgctcacaaa
atccgacooc

gggcattgta

acgttgtage
accgtcectt
tecgggetttc
cgcttggacg
gatteagage
cgtcacogtt
tggggacagc
tgtggogteoa
ggtcgacgeg
gtatcacatc
atccgooocyg
ttatatcagc
agcctgggeg
ttegtecegga
gaccgaccat
ccagatccag
tgacecctggt
tctggcagac
cgtttcgggt
cgaaccccat
catcaaacag
gagcggttcg
gacgttaaaa
tgcgectcaat
atatttccec
ctacaactgg
gagggagtcce
aaccgtctac
catgatcggg
ggtgaacaac

ctatagegeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



10

cccgacatca
gkbgatgttta
ttcaccacta
aacttctgga
tccgecacget
cgaagccaac
gececgtaatt
gtattcggga

tggaagccat

accacggctt
cgetacogac
cgaccgatta
cgaacggcag
gggacagcat
teggeggact
atgttecectge
cacataccgt

aa

<210> 10
<211> 855
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Metiltransferasa (EC 2.1.1.

<400> 10

atgatggcta
ttggcgecaag
cataaaagcyg
aggagttegt
gocgceageag
gaacttctca
cctgteggagt
ggctttgtca
tacgtcgage
gcegagegtte
ggccgccact
aacactttga
cccgacgaat
ttggtccceg

atcgggatcc

acgacaatac
gttttacttt
gtttggagac
ctggtettat
ccaacceoact
agagcaatat
tatcgaatga
cgacgagttc
gcactatcga
egttegtcaa
ttatcgccaa
gtetggacca
tgcggcagtg
ccgaaaaagc

gctga

ES 2817004 T3

cccacagcecec
tctoaagacyg
cacgateggt
cggagaggat
cgatttcgga
ggtcgaattt
gtectagegee

cttegetaaa

cactgaggtg

tagtaacagc
ttatgaaget
tttagatgtg
gatcogogte
tgetecteoaat
acggggcact
atcgcttgaa
gacccggaca
aattgacgtt
gcaccgccct
gttggtgace
cgagcgttta

ggaacggcta

ctcacctata
gtggcgcttg
acggegcagyg
gctaccggat
gcgggtgtgt
cgcctggatg
acgacaacaa

attcctggte

gttggtgcat
agtcaactag
ccgacaacta
ggagcgaata
tgctettttg
ccggagettg
ttcacttttt
aaagcacatg
cttgatgaat
gagggacatg
tttcttacte
gagtccaact
cggtttcatg

ttttcgetct

37

ggctgaacgg
tttggetgga
atgtgagggg
atcgtggctg
caacgctaac
cacctgatgg
ccactcaatt

gocgagattac

ttgeggtaag
atacgattge
atataattat
ceggtetttt
agoegettge
catcacgtat
acgaaacgat
cagagcgaat
toggagaaac
agcatgecgt
tcgaagtcct
accttgeocct
acgacgcctg

gccgocgact

aaacggtagc
aggcaccaat
tggcacagea
ctgtggtcge
gatggtaacc
accagtcatc
acgeaggcca

gotgatatee

tcatcececaac
ttetactatt
cgaactgate
tacgctagte
gagtattegt
cgetgtegag
caacaatcgt
cggecgatttg
gcetegggaat
tateteeggt
gagagaggct
ggcaatggca
gaatcatctt

tggcttgcaa

1820

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2352

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

855



10

15

ES 2817004 T3

<210>11
<211> 744
<212> ADN

<213> Acetobacter

<400> 11

atgtcgaatt
gagcegatgg
gcecgcacgca
aagctttecyg
gcaggagagg
teggtegagt
agttcttata
tcecaatacgg
gacgatggag
tatgcecetge
aacgtccagg
gttcgcagga

cgegecggta

ccgagcgecc
ttatcaggct
cggacatccc
tegegegeaa
acggacctgce
ttctgaatta
togaaacgag
acaacatttc
acatteotttt
gggtagazaa
tcatcagcga
tggtccagga

goetgattee

aatgcgcgat
acgagaagta
tctcagcaca
gatcacggaa
ggcccgggaa
cgacgtceatt
aatatcgata
ggeccgteoacg
aataagaacg
caceccttetg
gaacccgegt
cgacggcttt

atag

ttgtecggacc
gtggatcgga
ctttcaggtt
geetgeggtyg
tteggeaatg
ctetecgeee
ccgoegggatt
gcgaaatgeg
gatgtgcata
gtcaggcgtce
tacceocgaccyg

ccggccagga

<210> 12
<211> 2331
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Receptor hemo de la membrana externa

<400> 12

38

tggcaaaaaa
ccggaggege
acctgtcggg
tcagtcttga
cceggeaggce
accagggegt
ttectocettt
acagcatgaa
cgctcacaag
tgatcectcaa
aggaactgaa

tcatcggccg

ccgacaaata
gaaagctgtg
tegggaactce
ctggettgeg
gggtcccgag
cgacggggat
gtccattcag
toegatceata
tggcagecatc
gaccaacggc
cgccgaggac

ggtcatctgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

744



atgcgcatcyg
gcatcctatg
tegeggecegt
gaagcggtag
cgtgcgacga
acaccgggtg
ttttatatte
ggcgatgece
aatatcggtc
aacctgggty

atttcacaga

tcctettgee
cttgggcgga
tacatgcgca
ctgtcgtggg
tggacaagtt
tcaattttgc
geggetatte
agttcatcaa
gcgtegacat
gegegetgea

cgtteggeag

ES 2817004 T3

ctgcectegte
caatagcccg
ggggacgcge
aacacgtgag
cgtggcgggyg
ctcggacgac
ccaaagccag
ttocaacgge
gtegeagggt
atattattca

caaccagacc

gcgacctcaa
tcgcccocccca
aaagcgggca
acatecgecatg
accagtecce
ccgttecggee
ttgggcatca
ctcgatatca
ggcggtgege
ctegateooge

tatcgeacgt

39

taagtatgtt
ggacgaacaa
gogocatcac
ggatggagca
tgcagattct
tggatacatg
cectggacgg
atcaggecgat
tcgatgtcat
gegacaagge

acgtcagege

ggcggtttce
acaggccaaa
cagccaggat
gagcgttace
gteggecacyg
ggcgaacaca
tatcecegetg
catccagaac
gtccgtcace
tggtggagac

ccagagegge

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660



ES 2817004 T3

aagctcaatc ccagcgggac gaagttctat gegtegtacg cgcgcaccga tgccgggaaa 720
tggaaaggcg ccggggacca gttcgaacag caggcgaatt tcaagatcgt acagecegctce 780
gggcgttacg gaaaactgtc cggattctte aattattceg aattcgacca gtataattac 840
agcgatttga gcctggaaat catccagaag ctceggecgga acgtggatta tttctatceg 800
aactacaaag ccgegtatca ggctgccgag gggatctatc cecgcaggeta tgccaaggtce 360
ggagatgcca tggacgtctc ctattacgat ggtggccagg accagcggaa ttatctttec 1020
ggcatcacgt ccacgatcga cctgacgtec cgectgecatc tgaagacggt getgtacgac 1080
cagcaatcgg cgggggacta cgaatggacc aacccctatg tgtcecgtegeoe ctegggegeg 1140
cccatgatcece ageoaggtegyg gcacacatcg atgacgogeg tgggcgggat tggcogeggtyg 1200
cagtaccaga tcgeocaatca ttogettgaa accggegtet ggtacgaaaa caacggatat 1260
agetgggege aacggtacta caaccagcoceg cttotggggg agggtacgoe ccgaagegocd 1320
accggaccgt acaacgatce gtteogeccacc gcatacgeca tgaccttcaa taccaacagt 1380
tttcaatatt acctggaaga ttcoctacegt atcttgaaga cgetgegggt geacgeggge 1440
ttcaaatcca tgectgacgac gacgtcggge ggcgcatcct ataacaatcc cgtctatacg 1500
ggccaggaca ccctgeoccocag tggcagoctg accaccgeoca gegecttecet gecgeatgte 1560
agcatcaact ggaatttect gocceggaac gaactgtitt tcgacttege ggagaacatg 1620
cgegeattca cctataatac atggeagage gggaatgeat ggggagtcaa tgagatgece 1680
cagaacctga agoccgagac caccttcaat tacgaggtcog gttatcgata taatteccge 1740
ttcgtcacgg gectegtcaa tectgtatcat atcgattaca ggaaccgget ggecaccatce 1800
accacecggcea gectggtgaa cgeccacaat acctatatca acgtggggaa catggegate 1860
tggggtgccg atgcecggegt gacggtgege cecgetgocgg gectcgagat cttcaacage 1320
gocagetaca acaaatccac ctatgggeag gatgtateca geggeggggt aaattatcece 1380
atcageggca agcaggagge cggctatccg caatggatgt acaaggecaa cgtetegtac 2040
aggtatggca acgogaaggt caacttcaac gtcaactata tgggaaageg atacateteg 2100
tacatgaacg acgccgoegt gaacgggtat tggotggeat cgetgtegge gacgtatatce 2160
ttcaaaacca ttecccatet ctotcagoett gaattcaatt teggegteta caacctgtte 2220
aaccaggaat atateggegyg categgeggg ttoctecactgt ceggtgacac geagcaacte 2280
tttgceggeg cgecacgeca gttetteggt acgetgeacyg cacggttceta g 2331

<210> 13

<211> 1812

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Levansucrasa

40



<400> 13

gtgacggege
gegecatgtac
gtgctgggcg
atggcgeace
gceggggtge
tcggacttta
gcgacggteg
geggacttee
aagcacgccg
cccaatgeog
cgtcgcgegy
catctcttecc
gcggaatggt
tataccgacyg
atcatcacce
ttcacegece
aacgaattct
aactacatgyg
geegatetgyg
agcggggect
tegaaatgga
cggccgeagyg
accttcgcgg
cgcagtgact
ctcaacacgg
cagtcctatt
gaaaaccgtce
tcecgeggteg
aaccgegegy
ggtctggoegg

ctgaaccagt aa

ggtegtggtt
gccgaaaagt
cgcaaagtge
gtecgggtgt
cgggcttece
ccgecogetyg
eggeegggea
cggtgatcaa
atcagttecag
gatacggttt
gtattcecge
ccgacggagce
ccggttegte
tggcgtteaa
agaccctggyg
acacgcaeget
tcaatttccg
tgttegaggyg
gcettecgece
attaccagaa
agttectgte
tgtacctecca
ccggtgtcga
tccageccegat
cggcaggcac
cgcactacgt
gcgggggtac
acctgeggta
acgtgaacat
cgcaggogte

1812

ES 2817004 T3

gctetgeaat
agccacgetg
gctggecgcaa
gatgoctegt
gctgceoceoage
gacacgtgec
gaattccctyg
tceggatgte
ctataacgge
cgacgaccgc
cagccggegy
cagcgcgcag
gcgtetgatg
coegbgacgec
gcggatocac
gctgoagacoce
cgatccgttce
caataccgeg
gaacgatcec
ggccaatatc
gecgetgatt
taacggaaaa
tggaccggac
gaactatggc
ggatttcgat
catgccgggg
cctggecgeec
cggcaatgge
cgeeggette

caccaacaat

ctgaagagtt
aatatggeogt
gggaatttca
ggcggecege
attcatacge
gacgcattge
ceggegeaac
tgggtctggg
tgggaagtca
cacgtgecatg
ccggtgaatg
gtctacgececg
cagatacatg
aacgccaaca
goecgacttcoa
gacggcgtge
accttcgagg
ggccagegty
aatgeggaaa
ggcoctggeca
teggecaact
tactatatct
ggcgtctacg
agcggcctga
cccagcccgg
ggactggttg
acggtceggg

ggcctgggeg

atacaggate

geecaggtge

tcettecagga
tggcegggte
gcecggeagga
tetteoccgg
agcaggcgta
agatcaaggc
tgaccatgcce
atacctggac
ttttctgect
ccegcatcgg
gcggctggac
gccagaccta
gcaataccgt
acatcaccce
accatgtetg
tgtatcagaa
acccgaagca
gegtegacaa
cectgeagga
tegoccacgga
gegteoaatga
tcaccatcag
gcttegtggg
cgatgggcaa
accagaaccc
aatcgttcat
tgcgeatcge
gctatggcega
tgtteggeca

tggcegeaggt

ggatggaatg
cctgeteatg
ageogegege
geggtegetg
tgacccgecag
gcattcggat
gaacatcceyg
cctgatecgac
gacggccgac
cttcttetat
ctatggegge
cacgaaccag
atcggtcttce
gocgoaggec
gttecacggge
cggtgegeag
tcccggegtyg
ctgcacegag
agtcctggat
ttcgaccctg
ccagacegaa
ccaccgeacg
tgacggcatc
tccgaccgac
gcgggectte
cgacacggtg
ccagaacgceg
tatteceggee
geacacgteyg

tegecaatte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

800

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

<210> 14

<211>20

41



10

15

20

25

30

35

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 14

tgaaattgac gcccgttgga

<210> 15
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 15

cacgccggga aagaggattc

<210> 16
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 16

ggcaacgcgg tttctacgaa

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

20

20

20

ES 2817004 T3

42



10

15

20

25

30

35

<220>
<223> Cebador

<400> 17

cgttagccgg ggttgtcaga

<210>18
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 18

tcgttgccac tttccgaggg

<210> 19
<211>21
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 19

gtcgattgtg tgcagcgtca a

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

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

20

20

21

ES 2817004 T3

43



10

15

20

25

30

35

<400> 20
caccgatctt gtgcgtttcg
<210> 21

<211>20

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>
<223> Cebador

<400> 21

cggcaatgct ccatacccac

<210> 22
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 22

caccggaaag agtggcagga

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 23

aaccgggtca cttgcgtcat

<210> 24

20

20

20

20

ES 2817004 T3

44



10

15

20

25

30

35

<211> 20

<212> ADN

<213> Acetobacter
<220>

<223> Cebador

<400> 24

agccatcgga gtcacatcgg

<210> 25
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 25

ggaaacctcg aaaccctgeg

<210> 26
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 26

tcagggcaat cactagccgg

<210> 27
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

20

20

20
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<220>
<223> Cebador

<400> 27

tcgagcagcc gtttcatcca

<210> 28
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 28

tgatgcgctt gttcgtgacg

<210> 29
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 29

cgttcgecct tgtcgtcatg

<210> 30
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

20

20

20
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<400> 30

gggccatccg ttacctgett

<210> 31
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>
<223> Cebador

<400> 31

tgacacaccc gctccgaaat

<210> 32
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 32

gcatttgcgg taagtcatcc ca

<210> 33
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 33

ggatcccgat ttgcaagcca

20

20

22

20
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<210> 34
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 34

tgtcgggtcy ggaactcaag

<210> 35
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 35

cggottctcg ctgatgacct

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 36

tccegecetge atctgaagac

<210> 37
<211> 20

<212> ADN

20

20

20
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<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 37

cagcgatgcc agccaatacc
<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 38

gttcgtcgeg tetgatgeag

<210> 39
<211>20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 39

acctgggcat tgttggtgga

<210> 40
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

20

20

20
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<400> 40

ctcaggaaga ccgaattgat ta 22

<210>41
<211>19

<212> ADN

<213> Acetobacter
<220>

<223> Cebador

<400> 41

gcgaaacgtc tgattgaac 19

<210> 42
<211> 38
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 42

cggataacca ctggtgctee gactcgectc actctact

<210> 43
<211> 39
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 43

tccacgaatc tcacgaagca ccccgacctt atctcccat

38

39

50
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<210> 44
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 44

gccaggegtg tacatataac ta

<210> 45
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 45

cggaatacct agttggaaca ct

<210> 46
<211>21
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 46

tcaagatcga tgcacctatt c

<210> 47
<211> 20

<212> ADN

22

22

21
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<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 47

aacagacagt tctggtagga 20

<210> 48
<211>37
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 48

cgcatctcca gatcggcagg tcgtccagtc gatcatg

<210> 49
<211> 38
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 49

acatctgtcc acggcattgg tggctggctt atgagtct

<210> 50
<211> 19
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

37

38

52
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<223> Cebador

<400> 50

gagaagtcct ctgcttcgg

<210> 51
<211>18
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 51

cggcggttga gaagatgt

<210> 52
<211>19
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 52

ggaagacatc aacgaagca

<210> 53
<211>19
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 53

19

18

19
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ttgacagttg catagtccg 19

<210> 54
<211> 39
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>
<223> Cebador

<400> 54

atacggctcg tcatgtcgeg gtgatggata atctcagec
<210> 55

<211> 40

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 55

cagtggccga acctggaagc gctgatataa gectgaagat

<210> 56
<211> 17
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 56

attgcaccgc gttgatg 17

<210> 57

<211>18

39

40
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<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 57

gcgtaacggt cacaagga

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Acetobacter
<220>

<223> Cebador

<400> 58

aggaggctct ttctttggaa gc

<210> 59
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 59

aagtgcccct gttatcgtac ac

<210> 60
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

18

22

22
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<223> Cebador

<400> 60

tgggtcatcg gttctgattt cc

<210> 61
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 61

tagtttgatg tcgggtgctg ag

<210> 62
<211> 22
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 62

gcgaataccg gtctttttac gc

<210> 63
<211>21
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 63

22

22

22
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atgcaagctc cggattgaga g

<210> 64
<211> 20
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> Cebador

<400> 64

ccaaatctct ggaacgggta 20

<210> 65
<211> 420
<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

21

ES 2817004 T3

<223> secuencia codificante de proteina hipotética

<400> 65

atgceggatca
gecacgacac
goegtcocgaate
cagagcggtyg
cttcggeagt
tatcaggaaa

cgcagtacac

<210> 66
<211> 864
<212> ADN

<213> Acetobacter

goeggcatate
agaagagcegqg
tgcaagacgt
acttgtcectt
catcgacegyg
cgaacggtat

ttgaggaata

ttegattete
gattttgcaa
gaatgcggaa
gttggatggg
aaccctcaac
cggcgatgta

tgataccaac

gataatgcaa
tcategtete
ctetataate
tgggeactca
gectattect
aaagatacgg

aatcagaata

57

cggeccagte
tegattteag
aggggaagat
agggcgtcaa
tgcttgatac
tecgcatccct

aaacggegat

cteatcegggt
caatatttee
atcgetecgt
taatggtcaa
catgattaat
caaggcattg

cacggectaa

60

120

180

240

300

360

420
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<220>
<223> GDIA_RS17945 (7136..7999)- proteina hipotética

<400> 66
atgtacgttt cagtggcaaa ggctggtacc atcgttgata gectgtcgac gagggagaag 60
agcaaagagg gaggcggcac gctcctgacg tccgatcage cagattccge tgaaacaggce 120
cacgcecgaga ccgaatctgt ttogattacg ctgtotcagg cggeegtega cgetttgaac 180
gggactgect cgecagaacac tceggettoo atgeaacteg ccatgbocceg catggaccag 240
attatccggt ccggcaacag cgcggcaaaa gccgatgccg gggcgcegtgt cgccaatttg 300
caggcgcaga tgcggcagcet catggagace aaggatctca tgtcgecaaa agegotggeg 360
geegecetgyg cgetgatgge ccgegaactyg geoogeegeceg tcagegagta tgtgeaatge 420
ggeggategyg ctgecaacge ggecattggt acegtegtac tatecgegte ggecgacaca 480
teggetgate cgteocactge cgecccggea acatetgtaa cggoeggatca accagttgeg 540
tecggttecee aggacgcgac acaggaacag agtgceccaag gecagaccege tccecgggcoag 600
agcggtcage agacccagga aggaaacgoc gtcgatcatt cgagegatga gacggaacag 660
accgcaggtg cggcaaatac ccagcctaaa gaaagcgggg acgacctgtt tgccaaggec 720
gtgaagagcc tggcggagga aatgaagagc atcctcaacg aactgaagaa caagaagaaa 780
aaggacgatg cgtcecgaaga ccatgatctt caatcgacac agggttctct cgacagaate 840
gatcagatga ttggaggcat ataa 864

<210> 67

<211> 1392

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

<223> GDIA_RS17965 (13228..14619)- subunidad de adaptador periplasmico de la secrecion de tipo | de la
familia HIlyD

<400> 67

58
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tcatggectce
aatggttcgt
cgatgaaggt
ctgtgccgca
gtcetgtgac
accgccatac
cacaaaaccc
aacaagccge
cgtcaggacg
cttttgatag
gatgtccget
ggecttttgee
atcgttetga
togeateoctyg
cagcgegect
ggccgcaaac
gteggggtee
agtataactt
aaggcgggat
aataatcgac
ttecggtggac
cagcgcacca
cgeggeagtc

gtecagtetce

<210> 68
<211> 849

<212> ADN

<213> Acetobacter

<220>

ctcataccgt
gtacccactt
acgeccgtgca
gcggcaggat
gtattaccat
tgagagtatg
gcatctttge
atcagctctg
actgcatcct
taggeatecyg
ctccatgttt
gatgctgegt
gocgccaagag
tgtacgttgyg
tggagatcgyg
tcageettac
gacaggtagt
tgggtttgtyg
aatacttggc
gtttecgaacg
accaccegag
attatccaag
ggcgaatgaa

ac
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cagtcatgag
gaatatctge
accgataate
cgttgctcge
cgaacgtgte
gaaatgecoge
tgcttaaatg
cccecggttgt
cttgcgccgt
tggttgagag
caatatattc
catgetggge
tagaaaggcg
togegactic
ccgectggga
gacgcaggaa
ccctaceoety
acttcaaatt
ccttatgaac
gctgtacaac
tcagcggaaa
atatatageg

actcaagcaa

cggaatgaga
tgtaatggge
ttegatatge
tcgctgcccg
tgegetgatt
gaacttgata
cacctcgact
cagaacggac
caagatggtc
cttgtgttgt
ttggegtteg
aaggacctcg
getgeccace
gagoegttta
agccagttgt
tgtegecget
cgettecgea
tgoegatatca
aaggtcacct
gagaggtcte
gaccatcatg
ggctgaagge

cgccggagge

<223> GDIA_RS18030 (25282..26130) - proteina hipotética

<400> 68

59

ttgttaagaa
attcctggec
ageccgtgcge
atcccgeccgt
tectegtacea

attgeccttgt

tcaagaccge
ccaggtgaca
atgcttttge
goctagetta
gcgacgageg
gagecgctgaa
tgttectect
gegtagatgg
tettgatagt
tgctgtattg
gaaaggegty
gegtegttaa
tececcgeacgt
tgaatagata
aatacgatac
gtggccggea

aaatcggecat

gaaattgcat
gggggtgaaa
gataatagga
ttgatacggc
gcgecteage
tgecogggttyg
tatcgactgg
atctggcgat
ggagcttcge
aatcagegata
cctgeaactt
cttecateat
gcaagecgagt
tagegttgge
tetegatttt
acgctgggte
cgacttecge
ccegtagggte
ccacactacg
ctattttece
tactcgeggt
tgttgacaag

agtcaaagga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

133%2



tcaagatttt
gacgctggca
ggattccgea
agecggtgetg
ctgggecteg
ggcacgaged
ctececogetge
cagggcttee
agcctggata
ggccgcegoc
gccggtcage
cgagacgaga
gegoetgactg
cagctegtcece

ggecctgeoat

ttaccttcece
tcggetegtt
cgggettegg
gaccgacget
gacacggcct
gectgatggyg
aaggcctcca
gecaatteca
tcggegatct
tggatggcet
atcgccagga
tcceeggett
tetttecagg

cgcactttge

ES 2817004 T3

gctegattgt
cctcagcocceg
ccgegtcacg
cagagatgte
gcegeaggge
cctgacgtte
gceggegtgt
tegeeteeee
gctggtccge
gctggacgga
agccctgctt
cgcteegggg
cgttgagcag

gcacactggg

gacggaagcg
gatggcgegg
ggacttttca
ctgggettte
gtegatectece
agcggteagt
cagcectteoa
cctggeateg
cgcttececcge
ttgceccttte
catccgttcg
ctectectte
cggcaggatg

cttetegeoee

60

gcgagttcct
gcttcocegetg
gegtteteoca
teegaegoct
ceggtetgee
tegaccgtea
gectoggeoyg
gecageteeg
gccagcgeca
tggegocteeg
gccgegttgt
ggtgcttega
gegtteggac

cgcoccgacca

tgatcgegge
cctgcacgcyg
gtgcegtgge
gggcacggge
gcteggecat
geeggtecac
tagcgececage
caccegecty
ccttctggte
catcgacaaa
ccatctcgge
ccggecgeec
tgcegeeecce

gegettegge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

849
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa fijadora de nitrégeno de Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) depositada por CABI en el Reino Unido
con el nimero de acceso del depésito IMI 504958.

2. Una composicién agricolamente aceptable que comprende una cepa fijadora de nitrégeno segun la reivindicacion 1
en combinacion con un vehiculo.

3. Una composicion segun la reivindicacion 2 que se puede aplicar como recubrimiento a una semilla.

4. Un método para potenciar la capacidad de fijacion de nitrégeno de una planta, comprendiendo dicho método aplicar
a la planta o al entorno de la misma una cepa fijadora de nitrégeno segun la reivindicacién 1, o una composicién segun
la reivindicacion 2 o 3.

5. Un método segun la reivindicacion 4, en donde la cepa fijadora de nitrdgeno se aplica a un medio de crecimiento
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 nitrégeno
de la reivindicacion 1.

7. Una planta o semilla que comprende una cepa fijadora de nitrégeno segun la reivindicacion 1.

8. Una planta o semilla que comprende una cepa fijadora de nitrégeno seguin la reivindicacion 1 situada
intracelularmente en su interior.

9. Un método de produccion de un producto de planta, comprendiendo dicho método sembrar una planta o semilla
segun la reivindicacion 7 u 8 y obtener el producto de la misma.
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Figura 5
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Figura 6
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Dilucion sucesiva de ADN de AzGd en presencia de ADN de trigo
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Figura 6 continuacién
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Figura 8

Figura 9
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Figura 10

indice de clorofila Ensayo en trigo

h
o

k&%

I
)

L2
<o

ik
N\
G

N\ N\

SPAD GS 35 SPAD GS 61

&

Oa

Etapa de crecimiento de la medicion

Control L\ Gd

70



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

