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DESCRIPCION
Seleccién y uso de cepas de bacilos tolerantes al frio como fitoestimuladores biolégicos

[0001] La invencion se refiere a un medio bioldgico para la mejora del rendimiento de plantas de cultivos. Campos
de aplicacién de la invencién son la agricultura, la jardineria y proteccién de vegetales.

Estado de la técnica

[0002] La introduccioén de pesticidas o fertilizantes biolégicos proporciona una alternativa ecolégica para pesticidas
guimicos y abonos minerales. Las rizobacterias "promotoras del crecimiento vegetal" (PGPR) se utilizan con éxito
para la produccion de bioférmulas eficaces. Tienen mucha importancia representante del género Bacillus con la
capacidad de formacién de endosporas duraderas, porque presentan una gran estabilidad natural. Las esporas
son formas permanentes de la célula bacteriana, que resisten influencias ambientales extremas como calor y
sequia y durante afios se pueden almacenar sin pérdida de actividad.

[0003] Las bioférmulas de representantes del género Bacillus son los medios de proteccién de proteccion de
cultivos bioldgicos y fitoestimuladores (Borriss 2011) mas utilizados. Ademas de los fabricantes conocidos de los
insecticidas Bacillus thuringiensis y Bacillus kurstakii, son las cepas de la familia Bacillus subtilis, entre otras, B.
Amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. Subtilis, B. Licheniformis y B. Pumilus, las que presentan mayor aplicacion
en este campo. Ejemplos de productos comerciales (abonos biolégicos y/o medios de proteccion de cultivos), que
contienen esporas de B. Amyloliquefaciens plantarum, son Kodiak™ (Baier Crop Science), Companion (Growth
Products Ltd.), BioYield™ (Bayer Crop Science), INTEGRAL® (BASF), VAULT® (BASF), SERENADE ® Max
(Bayer Crop Science), CEASE® (BioWorks, inc.), RhizoVital® (ABITEP GmbH), FZB24® (ABITEP GmbH), Double
Nickel 55™ (Certis U.S.A.), Amylo-X® (Certis U.S.A.). EcoGuard y Green Releaf (Novozyme Biologicals Inc.) son
medios de proteccion de plantas a base de B. licheniformis. La cepa B. pumilus GB34 (Yield Shield, Bayer Crop
Science) es componente activo de fungicidas bioldgicos. Otros biofungicidas de B. Pumilus registrados en OEP
son SONATA (Bayer Crop Science), y GHA 180 (Premier Horticulture). Representantes de B. Mojavensis se
describieron igualmente como fitoestimuladores y capaces de crecimiento endofitico (Bacon & Hinton 2002). Otros
bacilos que no pertenecen al complejo de B. Subtilis Species, estimulan igualmente el crecimiento de las plantas
y la salud de las plantas. B. Firmus GB126 (BioNem AgroGreenes, Israel ahora tomado por Bayer Crop Science)
se utiliza como nematicida registrado en OEP para el control biolégico de nematodos fitopatégenos. Un producto
similar de B. Firmus Bmj WG se desarrolla actualmente por Certis U.S.A. Una cepa fitoestimuladora de B.
Megaterium (Bucio-Lépez et al. 2007) es la base del biofungicida BioArc. Representantes del complejo Bacillus
cereus Species, p.ej. B. Cereus UW8 (Handelsman et al. 1990), B. Thuringiensis y B. Weihenstephanensis se
describieron igualmente como rizobacterias formadoras de endosporas y estimuladoras del crecimiento de plantas.

[0004] Estas bacterias empleadas para la fabricacion de los bioproductos actuales se conocen como bacterias
"mesofilas" y necesitan temperaturas de crecimiento de méas de 15°C, para desplegar su efecto como
fitoestimuladoras.

Mas del 85% de la superficie de la tierra esta ocupada sin embargo por ecosistemas frios, incluyendo regiones
montafiosas, zonas polares y oceénicas (Feller & Gerdai 2003). En condiciones climaticas por debajo de 15°C,
como son tipicas para estas regiones, las bacterias mesofilas no pueden tener ningin efecto positivo sobre el
crecimiento de las plantas. Una alternativa atractiva proporciona el uso de microorganismos tolerantes al frio.
Aunque el crecimiento Optimo se encuentra en la zona mesofila, estos microorganismos han desarrollado
mecanismos que les confieren la capacidad de seguir creciendo a temperaturas bajas (£10° - 0° C) (Kumar et al.
2010). Se ha sefalado al respecto que el uso de bacterias tolerantes al frio y estimuladoras de crecimiento como
inoculantes puede ser atractivo en particular para la produccion agraria en zonas climaticas templadas con
temperaturas bajas y estacién de crecimiento corta (Mishra et al. 2012). Sin embargo, los ejemplos conocidos para
el uso de bacterias tolerantes al frio en la produccién de plantas se limitan a bacterias fitoestimuladoras gram
negativas, como Pseudomonas (Katiyar & Goel 2003), Burkholderia (Barka et al. 2006), Acinetobacter (Gulati et
al. 2009), Azospirillum (Kaushik et al. 2002), Rhizobium (Prevost et al. 2003), Bradyrhizobium (Zhang et al. 2003),
Pantoea (Selvakumar et al. 2008a), Serratia (Selvakumar et al. 2008b).

Aunque en el pasado se describieron algunos tipos de bacilos psicréfilos o tolerantes al frio, como Bacillus
globisporus (ahora Sporosarcina globisporus), Bacillus insolitus (ahora: Psychrobacillus insolitus), Paenibacillus
macquariensis, Bacillus marinus (ahora: Marinibacillus marinus), Bacillus psychrophilus (ahora: Sporosarcina
psychrophilus), Bacillus psychrosaccharolyticus, Bacillus psychrotolerans (ahora: Psichrobacillus psychrotolerans)
y Bacillus psychrodurans (ahora: Psichrobacillus psychrodurans) (El-Rahman et al. 2002, Krishnamurti et al. 2010)
falta informacion sobre cepas de bacilos tolerantes al frio con efecto fitoestimulante.

[0005] Se divulga en Yadav Ajar Nath et al. World journal of microbiology and Biotechnology, Rapid
communications of Oxford, Oxford GB, Bd 31, N° 1, 5 de noviembre 2014, paginas 95-108, que la cepa Bacillus
simplex IARI-L-118 (véase Tabla 2) tolerante al frio estimula el crecimiento de plantas.
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[0006] En Yadav Ajar Nath et al. Journal of Bioscience and Bioengineering, Elsevier, Amsterdam, NL, Bd. 119, Nr.
6, 6. Januar 2015 (2015-01-06), paginas 683-693 se divulga que la cepa tolerante al frio Bacillus simple IARI-R-3
(véase Tabla 2) fomenta el crecimiento de las plantas.

Objetivo y tarea de la invencién

[0007] La invencion tiene el objetivo de desarrollar un medio ecoldgico y sostenible para la estimulacion del
crecimiento de plantas también a temperaturas por debajo de 15°C. El medio debe emplearse en particular en
regiones desfavorables climaticamente, p.ej. regiones montafiosas y regiones cercanas a los polos del hemisferio
septentrional y meridional.

Esencia de la invencién

[0008] La tarea se resuelve segun la reivindicacion, las reivindicaciones dependientes 2 - 9 son variantes
preferidas.

[0009] La esencia de la invencion es el uso de cepas de bacilos tolerantes al frio como fitoestimuladores biolégicos.
Forma parte de la invencion ademas la combinacion de cepas de bacilos tolerantes al frio con bacterias mesofilas
del orden Bacillales preferiblemente el género Bacillus y Paenibacillus y la combinacion con acidos humicos. En la
busqueda de bacterias que estimulan el crecimiento de plantas, que muestran un claro crecimiento a temperaturas
por debajo de 15°C se descubrié que bacilos que forman endosporas que proceden de zonas climaticas frias, p.
ej. regiones montafiosas de las tierras altas tibetanas (RP China) o las faldas de los Alpes (1400 m), también
pueden crecer a temperaturas por debajo de 12°C de. Segun sus secuencias 16S ARNr estas bacterias adaptadas
al frio se asignaron a las especies Bacillus simplex, Bacillus pumilus, asi como al Bacillus subtilis Species complex.
Debido a sus secuencias gyrAy cheA los representantes de la especie compleja B. Subtilis se identificaron como
pertenecientes a la especie Bacillus atrophaeus. El efecto estimulante de crecimiento de plantas se examiné con
brotes de Arabidopsis en experimentos en macetas. Los representantes tolerantes al frio de las especies Bacillus
simple, Bacillus atrophaeus y Bacillus pumilus mostraron un claro efecto fitoestimulante (ejemplo 6). Las cepas B.
Simple (ABI0O2S), B. Atrophaeus (ABI02A), y B. Pumilus (ABIO2P1) se seleccionaron a titulo de ejemplo para las
investigaciones adicionales. Sigue una descripcion de estas cepas: Bacillus atrophaeus se distingue de B. Subtilis
a través de su secuencia ADN y la formacion de un pigmento oscuro (Nakamura 1989). Su capacidad para
promover el crecimiento de plantas se document6 (Karlidag et al. 2010, Ertuk et al. 2011, Chan et al. 2013). La
pertenencia taxonémica de la cepa ABIO2A a Bacillus atrophaeus se determiné a través de la comparacion de su
16S rRNA, gyrA y la secuencia parcial cheA (véase el ejemplo 1):

Tabla 1
Cebador Fragmento de | Especie Registro BLAST
gen
pRB1601 16SrRNA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 451/453 (99%)
pRB1602 16SrRNA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 470/473 (99%)
gyrFwW gyrA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 863/872 (99%)
gyrRV gyrA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 857/865 (99%)
cheAFW cheA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 604/698 (87%)
cheARV cheA B. Atrophaeus 1942 CP002207.1 509/533 (95%)

[0010] ABIO2A, ABIO3 y ABIO5 se caracterizan por los siguientes rasgos: las caracteristicas fisioldgicas de ABIO2A,
ABIO3 y ABIO5 se representan en el ejemplo de aplicacién 3. Las cepas fomentan el crecimiento de plantas (véase
el ejemplo de aplicacién 1), suprimen el crecimiento de patdgenos bacterianos in vitro (Xanthomonas oryzae) y
fungicos (Sclerotinia sclerotorum). ABIO2A se deposité como cepa DSM 32019, ABIO3 como cepa DSM 32285 y
ABIO5 como cepa DSM 24918 en DSMZ, Braunschweig. Bacillus atrophaeus ya se habia descrito como bacteria
que fomenta el crecimiento de plantas (Bai et al. 2002). Sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado sobre un
efecto fitoestimulador a temperaturas bajas como en el caso de B. simplex.

[0011] Bacillus simplex ABIO2S y ABI12 ya crecen a temperaturas de 4°C. El maximo de crecimiento es 45°C. Las
caracteristicas fisiologicas de la cepa se representan en el ejemplo de realizacién 4. Se identificaron actualmente
representantes de la especie Bacillus simplex como bacterias fitoestimulantes (Schwartz et al. 2013). No se informé
hasta ahora sobre un efecto estimulante del crecimiento a temperaturas bajas. La cepa ABI0O2S se depositd como
cepa DSM 32020 y la cepa ABI12 como DSM 32283 en DSMZ Braunschweig, Alemania.

[0012] La invencidn se explica méas detalladamente a continuacién con ejemplos.

Ejemplos de realizacién
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Ejemplo 1: Aislamiento de bacilos potencialmente tolerantes al frio

[0013] Se aislaron cepas de bacilos tolerantes al frio p.ej. de las altas tierras de la provincia autonoma Tibet y las
laderas de los Alpes, altura 1400 m. Las montafias tibetanas estan a una altura media de 4000 m y presentan una
temperatura media anual de 10°C. Tipico de esta region son las grandes diferencias de temperatura entre el dia 'y
la noche. Las muestras se tomaron o bien directamente de las raices de las plantas o de la tierra adherente:

2.5 g de material de muestra fueron resuspendidos bajo agitacidon continua en 25 g de agua destilada durante 2
horas. A continuacion, la suspensién se incubé durante una hora a 80° C para matar células vegetativas. 10 ml de
la suspension se afiadieron a 40 ml de un medio de sal mineral y se incub6 durante una semana a 20° C hasta
presentar células vegetativas en forma de varillas con control microscépico. A continuacion, la suspension se diluyé
10! hasta 10° y se prepar6 sobre placas de minimo agar. Las placas fueron incubadas a 20°C y las colonias
formadas se separaron sobre agar nutriente o LB-agar.

[0014] La clasificacion taxondmica de los aislados se llevo a cabo a través de la determinacion de su secuencia de
16S rRNA, asi como en el caso de cepas de la familia de B. Subtilis por su secuencia gyrA y cheA. El aislamiento
de ADN cromosémico de células Bacillus que crecen exponencialmente, la secuenciacion y amplificacién de ADN
se realiz6 segun Idriss et al. 2002. Asi se utilizaron los siguientes cebadores para la amplificacion de las secuencias
de ADN mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR):

pRB1601: 55GGATCCTAATACATGCAAGTCGAGCGG

pRB1602: 55GGATCCACGTATTACCGCGGCTGCTGGC

gyrFW: 5' CAGTCAGGAAATGCGTACGTC

gyrRV: 5' CAAGGTAATGCTCCAGGCATT

cheAFW: 5' GAAACGGAKAYATGGMAGTBACMTCARACTGGCTG
cheARV: 5 TGCTCRAGACGCCCGCGGWCAATGACAAGCTCTTC

[0015] En la tabla 2 se presenta una vista en conjunto de los aislados obtenidos y su clasificacion taxonémica sobre
la base de su secuencia 16S ARNT.

Tabla 2: Secuencias de ADN de aislados de Bacillus adaptados al frio de las altas tierras tibetanas y laderas de
los Alpes (altura 1400m)

Cepa lugar del | Similitud con | PGP?! Crecimiento
aislamiento 16SrRNA
ABIO2S Raices de hierbas, | B.simplex + 04 - 45°C
montafia  Sejila, | 338/358(94%)
Niingtri, Tibet (pPRB1601)
B.simplex
403/464(87%)
(pPRB1602)
ABIO2A Raices de hierbas, | B. Atropheus | + 10 - 45°C
Niingtri, Tibet 450/458 (98%)
(pPRB1601)
B.atrophaeus
572/590(97%)
(9yrFW)
B.atrophaeus
733/757(97%)
(9yrREV)
ABIO2P1 Lago Nam, Lhasa, | B. Pumilus | + 10 - 50°C
Tibet 457/468(98%)
(pPRB1602)
ABIO3 Raices de hierbas, | B. Atropheus | + 10-45°C
laderas de los | 446/465 (96%)
Alpes, altura 1400 | (pRB1601)
m 4741475 (99%)
B.atrophaeus
608/625 (97%)
(9yrFW)
(pPRB1602)
ABIO5 Raices de hierbas, | Bacillus + 10-45°C
laderas de los | atrophaeus
Alpes, altura 1400 | 450/458 (98%)
m (pPRB1601)
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4471478(94%)
(pRB1601)
ABI12 Raices de hierbas, | B. Simple 450/472 | + 04-45°C
laderas de los | (95%) (pRB1601)
Alpes, altura 1400 | 461/472(98%)

m) (pRB1602)

PGP = efecto estimulante del crecimiento.

Ejemplo 2: Caracteristica de crecimiento de bacterias tolerantes al frio

[0016] Los ensayos de crecimiento se realizaron en medio-LB a temperaturas diferentes. La tabla 2 da una vision
en conjunto de los comportamientos de crecimiento de las cepas tolerantes al frio. El limite superior para el
crecimiento de B. simplex ABIO2S y ABI12, asi como B. Atrophaeus ABIO2A ABIO3 y ABIO5 estaba en 45°C,
mientras que B. Pumilus ABIO2P1 también crece a 50°C. B. Atrophaeus y mesophile B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum FZB42 fueron cultivados a 20°C y 25°. A estas temperaturas la cepa tolerante al frio B. atrophaeus
mostré una velocidad de crecimiento més alta que FZB42 (Fig.1).

[0017] B. Atrophaeus ABIO2A se cultivo a temperaturas diferentes entre 20° hasta 50°C (figura. 1). El crecimiento
Optimo se determind a 33 - 35°C. A 30°C se registrd una ligera ralentizacién de la velocidad del crecimiento. Por
debajo de 30° C (25°Cy 20°C) se reforz6 mas este efecto. A 40° C se ralentiz6 el crecimiento de forma significativa.
A 50°C se observo ademas una lisis de las células. Estos resultados confirman que B. Atrophaeus ABIO2A es una
cepa mesofila, pero al mismo tiempo tolerante al frio, que a pesar de alcanzar el crecimiento 6ptimo a 33 - 35° C,
también sigue creciendo a temperaturas bajas.

[0018] Las caracteristicas fisiologicas de las cepas tolerantes al frio Bacillus atrophaeus y Bacillus simplex se
describen detalladamente en los ejemplos 3 y 4 que siguen.

Ejemplo 3: Caracteristicas fisioldgicas de Bacillus atrophaeus

[0019]

Tabla 3: Caracteristicas fisiologicas de Bacillus atrophaeus ABIO2A, ABIO3 y

ABIO5
Utilizacion de azucares
Glucosa +
Sacarosa +
Lactosa -
Maltosa +
Fructosa +
Voges Proskauer +
Formacion de exoenzima
Lipasa (tributirina) +
Amilasa (almidon) +
Proteasa (caseina) +
Keratinasa (queratina) -
Celulasa (celulosa) -
Test de yema (lecitinasa) -
Formacion de pgmentos +
Inhibicidn a través de los antibiéticos (test de hojas)
CM5 Cloramfenicol +
KM5 canamicina +++
ER1 eritromicina ++
Li25 lincomicina +
AP100 ampicilina ++
RIF 25* rifampicina +++
SPEC 100 espectinomicina ++
Bleol bleomicina +

[0020] Al contrario que B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 Bacillus atrophaeus ABIO2A, ABIO3 y ABIO5
crecen también a 10°C. A 20°C y 25°C presenta ABIO2A una velocidad de crecimiento mas alta que FZB42. En la
prueba de difusién de agar ABIO2A, ABIO3 y ABIOS inhiben Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, asi como los
fitopatdgenos Erwinia amylovora, Xanthomonas oryzae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia
sclerotiorum.
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Ejemplo 4: Caracteristicas fisioldgicas de Bacillus simplex
[0021] B. Simple ABIO2S y ABI12 tienen las siguientes caracteristicas fisioldgicas (tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas fisiologicas de ABI0O2S y ABI12

Forma de células barritas, 0.9-1.0 X 3.0->4.0 m
Endosporas elipsoide

célula primaria de espora no hinchada

Uso de acido citrico +

Uso de acido propionico -

catalasa +

Nitrato reductasa (NO2 de NOs) +

Fenilalanina desaminasa
Arginina dihidrolasa
formacion de indol -
Crecimiento anaerobico -
Voges Proskaueres (formacién de acetoina) -
pH en medio de Voges Proskauer 6.2
Lecitinasa (reaccion de yema) -
Crecimiento a 50°C -
Crecimiento a 45°C (+)
Crecimiento a 40°C +
Crecimiento en pH 5.7 -
Crecimiento a 2% de NaCl +
Crecimiento a 5% NacCl -
Crecimiento a 7% NacCl
Crecimiento a 10% NacCl

Formacioén de &cido de D-glucosa
Formacién de acido de L-Arabinosa
Formacion de acido de D-silosa
Formacion de acido de D-manita
Formacién de acido de D-fructosa
Gas de D-glucosa

Hidrélisis de almidon

Hidrdlisis de gelatina

Hidrélisis de caseina

Hidrélisis de Tween 80

Hidrélisis de Aesculina (+)

||+

+ |+ [+

[0022] Las caracteristicas fisiolégicas confirman la clasificacion en Bacillus simplex en gran parte, pero no todas
las caracteristicas son tipicas para Bacillus simplex. El andlisis de los acidos grasos celulares muestra un perfil
tipico del género Bacillus. B. Simplex ABIO2S y ABI12 crecen en el medio LB a 10°C, una temperatura en la que
B. amyloliquefaciens FZB42 no puede crecer mas. En otros experimentos se mostré que estas dos cepas B.
simplex también pueden crecer a una temperatura de 4°C. El crecimiento 6ptimo se alcanzé a 45°C.

[0023] En la prueba de difusion de agar B. simplex tiene un efecto supresivo sobre los hongos patégenos
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum, asi como sobre Xanthomonas oryzae.

Ejemplo 5: Fermentacién de Bacillus atrophaeus ABIO2A y produccion de una suspension de esporas

[0024] A modo de ejemplo se realiza aqui la descripcidn para la produccién de una suspension de esporas para B.
atrophaeus ABIO2A. La fermentacion de B. atrophaeus se realizé en un fermentador de remover convencional con
un volumen de preparacion de un medio de 1.4 L realizado bajo las condiciones siguientes:

Medio: medio completo con fuente N y C organica: harina de soja o0 agua de maiz, leche en polvo desnatada,
extracto de levadura, sales

Esterilizacion del medio: 20 min. a 121 °C

Agente antiespumante: 200 ml

Velocidad de remocién: 700 r.p.m.

Temperatura de fermentacion: 33 °C

Ventilacion: 0,7 L/min (40% O:2 saturacién)

pH: con NaOH ajustado a 6,9
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[0025] Después de 16 h se consiguié una densidad celular maxima de 1 x 10%° células/ml. Se siguié con el cultivo
para alcanzar una esporulacién a ser posible completa de las células vegetativas. Después de 40 h se consiguié
un titulo de esporas de 3 x 10°. Las esporas fueron centrifugadas y se absorbieron en 10% del volumen del medio
original bajo adicién de propanodiol (concentracion final: 5%).

Ejemplo 6: Fomento de la germinacion de semillas de maiz a través de bacilos tolerantes al frio

[0026] 10 ml de una suspensidn de esporas de Bacillus se mezclaron con 30 ml de 1% de carboximetil celulosa
(CMC), que servia como adhesivo para una mejor adherencia de las esporas a la superficie del maiz. La
concentracion final de las esporas de Bacillus en la suspensién era 1 x 107,1 x106,1 x105,1 x104 cfu/ml. Las
semillas de maiz se desinfectaron en la superficie con 75% etanol, 5% NaCIlO durante 5 min., antes de tratarse
durante 5 minutos con las diluciones diferentes de las suspensiones de esporas de Bacillus. Respectivamente 3x
10 semillas de una concentracion de esporas se colocaron en una plaquita petri con papel de filtro humedo. La
determinacion de la velocidad de germinacion se realizé después de una semana con una incubacion a oscuras a
30°C. Como control se usaron semillas de maiz, que se habian tratado con un medio nutriente estéril + CMC. Se
constaté un aumento claro de la velocidad de germinacion con la aplicaciéon de B. simplex y B. Atrophaeus (figura.
3).

Ejemplo 7: Experimentos de crecimiento con Arabidopsis thaliana

[0027] Las raices de una germinacion de 6 dias de Arabidopsis thaliana se incubaron durante 5 min. en una
suspension de esporas (10° esporas/ml) de bacilos adaptados al frio. Para comparar se realizé también un
tratamiento con una suspension de esporas de FZB42, que se conoce por su efecto estimulante del crecimiento.
A continuacién, las germinaciones tratadas se transfirieron a agar (1%) de Skoog-Murashige (MS). Las placas
cuadradas (12 x 12 cm) se cerraron con parafilm y se mantuvieron durante tres semanas a 23°C (8/16 h ritmo de
luz-oscuridad). A continuacion, se realizé la determinacion del peso en fresco de las plantas Arabidopsis.
Representantes tolerantes al frio de las especies Bacillus Simplex, Bacillus atrophaeus, y Bacillus pumilus
mostraron un claro efecto fitoestimulante (figura. 4, figura 5).

Ejemplo 8: Ensayo en maceta con plantas de patatas en el invernadero

[0028] El ensayo se realiz6 en el punto de examen para investigacion sobre las patatas Agro Nord, D-18190 Grol3-
Lusewitz como ensayo en maceta del 11.07. - 11.10. 2011. Los tubérculos de las patatas empleadas -planta de
ensayo de la especie "Burana”, tenian sintomas de infestacion Rhizoctonia solani ("costra negra”, "viruela"). A los
tubérculos se les aplicéd antes del cultivo una suspension de poros diluida de las formulaciones de Bacillus. La
plantacion se realizd6 después de secar los tubérculos. La recoleccion se realizd tres meses después de la
plantacion. La valoracidn de las La valoracion de las plantas de patatas y - tubérculos mostré una reduccion de la
plaga-Rhizoctonia en comparacion para el control del 40 -45 % en las variantes tratadas con Bacillus pumilus
ABIO2P1 y Bacillus simplex ABI02S. Al mismo tiempo se consiguié un aumento de la cosecha del 95% (ABIO2P1)
0 57% (ABI02S) (figura. 6). Los resultados logrados con el uso de las cepas tolerantes al frio se pueden comparar
por tanto con los resultados que fueron conseguidos con el uso de FZB42. Hay que tener en cuenta que el ensayo
se realizé en verano y a principios de otofio, donde las temperaturas medias diurnas en ningin caso son optimas
para un uso de bacterias tolerantes al frio.

Ejemplo 9: Ensayo in situ con patatas con B. pumilus y B. simplex

[0029] Para la realizacién del ensayo véase el ejemplo siguiente. El recubrimiento de los tubérculos de patata con
la bacteria meséfila FZB42 estimulante del crecimiento condujo a un aumento de la cosecha frente al control no
tratado de 14% (cantidades utilizadas: 1 L de suspension de esporas/ha). El aumento de cosecha a través del
recubrimiento con Bacillus pumilus ABIO2P1 tolerante al frio (cantidades utilizadas: 1L suspension de esporas/ha)
fue del 6% frente al control no tratado. No hubo aumento de la cosecha con el uso de una suspension de esporas
de Bacillus simplex ABIO2S tolerante al frio (figura. 7). En la interpretacién hay que tener en cuenta que el ensayo
se realiz6 desde mayo hasta septiembre, donde las temperaturas medias diurnas en ninguin caso son éptimas para
un uso de bacterias tolerantes al frio.

Ejemplo 10: Ensayo en situ: El uso de Bacillus atrophaeus (ABIO2A) conduce a un aumento de la cosecha de
patatas

[0030] El ensayo en situ se llevd a cabo por Punto de Examen para investigacion sobre la patata, 18190 Grof3
Lusewitz, en Sanitz (Mecklenburg-Vorpommern). Fruto anterior: maiz. Tipo/namero de suelo IS / 35, Abono: 140
KG N. Se us6 la variedad de patata "Verdi" (medio tardia - tardia). La aplicacion de la suspension de esporas se
realiz6 a través de pulverizacion (pulverizacién de parcelas PL1, tipo de boquillas: boquillas de chorro plano TJ
800 15). Para ello las suspensiones de esporas empleadas (2 x 10' esporas/L) se diluyeron en 300 L de agua
antes del uso. El "recubrimiento” se realiz6 el 05.05.2013 en el almacén. Después de secar los tubérculos se realizd
la siembra al 06.05.2013 a una temperatura del suelo de 15.8°C.
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[0031] Condiciones climaticas: el mes mayo era tenia 1,2 °C de mas y 42,5 mm (79%) de mas en humedad. De
esta manera se daban buenas condiciones de partida para las patatas. El mes junio se correspondi6 en total a los
valores medios de largo plazo. Las precipitaciones caian, pero sobre todo en forma de precipitaciones mas fuertes
(13. = 26 mm; 20. = 14,3 mm; 25. = 13,5 mm) aprox. 74% de la suma de precipitaciones del mes. La Unica
precipitacion digna de mencionar cayd en julio el 3 de julio con 28,4 mm, luego tuvo lugar un periodo seco muy
largo, que continué hasta finales de agosto combinado con temperaturas demasiado altas.

[0032] El ensayo se vio afectado por la presencia del hongo fitopatégeno, que se encuentra en el suelo Rhizoctonia
solani. Rhizoctonia solani J.G. Kiihn es la forma anamoérfica de Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk
(teleomorfica), de un basidiomiceto de la familia de los agaricales. Produce pérdidas de cosecha (dafios de
emergencia, necrosis en tallos y estolones, muchos tubérculos pequefios o deformados) asi como pérdidas de
calidad (viruelas de patatas, sintomas de "ndcleo seco"). Se determiné el efecto antagonista de B. atrophaeus,
FZB42 y el fungicida quimico Monceren Pro (figura. 9).

[0033] El uso de una suspension de esporas (2 x 10 cfu/ml) de Bacillus atrophaeus (ABIO2A) en una
concentracion de 1,0 L/ha conduce a una reduccion de los sintomas de la enfermedad de "costra negra" (ntcleo
seco) y un aumento de la cosecha del 10%. De tal modo el efecto de este fitoestimulante bioldgico se corresponde
con el del fungicida quimico Monceren Pro (concentracion: 1,5 L/L).

Ejemplo 11: Ensayo en situ: Confirmacion: El uso de Bacillus atrophaeus (ABIO2A) conduce a un aumento de la
cosecha de patatas y a reducir la infeccion a través de Rhizoctonia solani (Kuerzinger 2014)

[0034] En una segunda serie de ensayos (Kurzinger 2014) se confirmaron los resultados del ejemplo 10. El efecto
de las suspensiones de esporas B. atrophaeus ABIO2A era comparable con del fungicida quimico Monceren (figura.
11y figura 12).

Leyenda a las ilustraciones
[0035]

Fig. 1: comparacion del crecimiento de B. atrophaeus ABIO2A y la cepa mesofila FZB42 a 20°C y 25°C.

Fig. 2: Contraste de fases: Bacillus simplex ABIO2S. Las endosporas distales ovales se pueden ver bien en las
células madre de las esporas.

Fig. 3: germinacion mejorada de Zea mays después de la incubacion con B. simplex ABIO2A (fila inferior) en
comparacion con el control.

Fig. 4: Estimulacion del crecimiento (en peso en fresco en g) de Arabidopsis thaliana mediante las suspensiones
de esporas de cepas Bacillus tolerantes al frio. Para comparacion: Efecto de B. amyloliquefaciens FZB42. Control:
sin inoculacion de esporas de Bacillus. Las columnas representan el valor medio de tres ensayos independientes.
Fig. 5: estimulacion del crecimiento de raices de Arabidopsis thaliana a través del B. atrophaeus ABIO2A (de
izquierda arriba), y B. simplex ABIO2S (arriba a la derecha). CK= control sin inoculacién con bacterias

Fig. 6: ensayo en maceta con plantas de patatas (Kirzinger GmbH 2011). Comparacion de la cosecha de
tubérculos para el control no tratado. Aplicacion de 1 L de suspensién de esporas por ha de FZB42 y B. Pumilus
ABIO2P1. La

suspension de esporas de B. simplex ABI02S mostré una concentracién mas baja en el factor 5 y se aplico en una
cantidad correspondientemente mas alta (5L/ha) a las plantas de patatas.

Fig. 7: aplicacion de B. Pumilus ABIO2P1 (1L/ha) y B.simplex ABIO2S a las plantas de patatas. Aplicacion tGnica a
través del recubrimiento con la suspensién de esporas (FZB42 y Bacillus pumilus ABIO2P1: 2 X 1010 cfu/ml,
Bacillus simplex ABI02S: 4 X 109 cfu/ml) antes de la plantacién.

Fig. 8: plano del sitio aleatorizado: 1 (control, ningn aditivo), 2 fungicida quimico (Monceren Pro, 1,5 L/L), 3 FZB42
(0,5 L/L), 4 FZB42 (1,0 L/L), 5 FZB42 (2 x 0,5 L/L), 8 ABIO2A (1 L/ha). Para cada variante se realizaron cuatro
repeticiones. El tamafo de las parcelas era: 6,90 m x 3,00 m = 20,70 m?, espacio entre las filas: 75 cm, espacio
entre los tubérculos en la fila: 30 cm. "recubrimiento" de los tubérculos en el almacén: 0.5.2013, Fecha de
plantacion: 06.05.2013, fecha de afloramiento: 02.06.2013, cosecha 30.08.2013, preparacién: 07.10.2013.

Fig. 9: reduccion de los sintomas de la enfermedad ("costra negra”) durante la aplicacién de fungicidas quimicos
(Monceren Pro) y estimuladores biologicos. El uso de ABIO2A 'Bacillus atrophaeus' (1,0 L/L) conduce a una
reduccion clara de los sintomas de la enfermedad.

Fig. 10: Uso de Monceren (fungicida quimico) y suspensiones de esporas de FZB42 y ABIO2A (Bacillus atrophaeus)
en patatas de la especie Verdi (Sanitz, Kirzinger 2013) conduce a un aumento de la cosecha (%). Cantidades de
utilizacién: 1.0 = 1.0 kG/ha.

Fig. 11: la aplicacién de Bacillus atrophaeus ABIO2A conduce a un claro aumento de la cosecha, que es comparable
al del fungicida quimico Monceren. Con la cepa mesofila FZB42 se consiguié un aumento de cosecha algo mas
alto. Cantidades de utilizacion de los fungicidas: 1,5 L/ha (Monceren), 0,5 1,0 L/ha asi como 2x0,5L/ha en
suspensiones de esporas de FZB42 y ABIO2A.
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Fig. 12: al mismo tiempo se redujo la infestacion por esclerocios (Rhizoctonia solani) durante la aplicacion de
Bacillus atrophaeus ABIO2A en comparacion con el control no tratado. La representacion de todas las clases de
infestaciones (% infestacion por esclerocios) durante el uso de Monceren, FZB42 y B. atrophaeus.

B. atrophaeus conduce a una reduccién de la infestacion por esclerocios en comparacién con el control no tratado.
Clases de infestaciones: 0, <1, 1,1-5, 5,1-10, 10,1-15 y >15.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién para estimular el crecimiento de plantas de cultivo, caracterizada por el hecho de que contiene
la cepa tolerante al frio Bacillus atrophaeus ABIO2A DSM 32019 o ABIO3 DSM 32285 o ABIO5 DSM 24918 o una
mezcla de dos o tres de estas cepas.

2. Composicion para estimular el crecimiento de plantas de cultivo, caracterizada por el hecho de que contiene
una cepa tolerante al frio Bacillus simplex ABI02S DSM 32020 o ABI12 DSM 32283 o una mezcla de los dos.

3. Composicion segun la reivindicacién 1-2, caracterizada por el hecho de que contiene una cepa o una mezcla
de las cepas tolerantes al frio Bacillus atrophaeus ABIO2A DSM 32019 o ABIO3 DSM 32285 o ABIO5 DSM 24918
y una cepa o una mezcla de las cepas tolerantes al frio Bacillus simplex ABI02S DSM 32020 o ABI12 DSM 32283.

4. Composicién seguin la reivindicacion 1 - 3, caracterizada por el hecho de que se formula como suspension de
esporas liquida, preferiblemente con al menos 2x10° esporas/ml, de manera especialmente preferida con al menos
1x10%° esporas/ml.

5. Composicion segun la reivindicacion 1 - 3, caracterizada por el hecho de que se usa para el tratamiento de
semillas o como preparacion para el riego durante la plantacion, o se utiliza como agente de pulverizacion de hojas
en un momento posterior.

6. Composicion segun la reivindicacion 1 - 3, caracterizada por el hecho de que se formula como preparacion
seca ("revestimiento seco"), preferiblemente con al menos 5x10° esporas/ml, de manera especialmente preferida
con al menos 2x101° esporas/ml.

7. Composicién segun la reivindicacion 1 - 3, caracterizada por el hecho de que ademas de una o varias cepas
de Bacillus tolerantes al frio contiene acido humico.

8. Uso de las composiciones segun la reivindicacién 1 - 3 junto con bacterias mesdfilas que fomentan el crecimiento
de las plantas del género Bacillales, preferiblemente del género Bacillus o Paenibacillus, de manera especialmente
preferida del tipo Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum.

9. Uso de las composiciones segun la reivindicacion 1 - 3 junto con el hongo estimulante del crecimiento de las
plantas Trichoderma sp.
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