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DESCRIPCION
Método para aumentar la produccion de flores, semillas y/o frutas en una planta.
Campo de la Invencion

El campo de la presente invencion es el sector de la agronomia, en particular, los métodos para aumentar la produccion
de flores, semillas y/o frutas usando el microorganismo Colletotrichum tofieldiae.

Antecedentes de la Invencion

Las plantas en la naturaleza forman asociaciones simbiéticas con microorganismos llamados mutualistas que le confieren
beneficios en su crecimiento, supervivencia y multiplicacion. Estos microorganismos pueden aislarse, y sus propiedades
beneficiosas usarse en cultivos para mejorar el rendimiento.

Género Colletotrichum (Ascomycota, teleomorpho Glomerella) comprende mas de 60 especies y complejos de especies.
Morfoldgicamente se caracteriza por tener tipicamente acervuli conidioma, que puede tener cerdas o no, con conidios
hialinos unicelulares que pueden ser rectos o curvos, con un tamaiio preferiblemente mayor de 12 , tipicamente granular.
Los conidios también pueden formarse a partir del micelio u otros conidios (conidios microciclicos). Los conidios forman
apresorios cuando germinan. Algunas especies forman estroma o esclerocios.

Género Colletotrichum comprende especies que son patégenos importantes de los cultivos y, por lo tanto, son las especies
mas conocidas y mejor estudiadas. Sin embargo, hay muchas especies dentro del género que han sido citadas como
enddfitas o epifitas que no causan dafio a la planta huésped (llamadas comensales) o que incluso pueden ser beneficiosas
para la planta (mutualista). Hyde y otros. (Diversidad fungica 39 (2009) 147-182) presentan una descripcion completa de
todas las especies del género Colletotrichum actualmente conocido, con la lista de huéspedes de estas especies citada
en la literatura y especificando el tipo de interacciones establecidas con cada huésped (patégena, comensal o mutualista).
La evidencia citada en esta publicaciéon indica que, dentro de las especies o complejos de especies considerados
patégenos, pueden existir cepas asintomaticas. También hay casos de cepas que pueden comportarse como patégenas,
comensales o mutualistas dependiendo del huésped en el que se inoculan. Un ejemplo de este caso es C. orbiculare, que
se comporta como un patégeno en las cucurbitaceas, pero puede comportarse como mutualista en el tomate, lo que
confiere resistencia a los patégenos y la sequia y promueve el crecimiento vegetativo de las plantas cuando se inocula a
través de la raiz.

Descripcion de la invencion

Una modalidad preferente de la presente invencién es un método para aumentar la produccion de flores, semillas y/o
frutas en una planta, caracterizado porque comprende la etapa de poner en contacto dicha planta con una composicién
que comprende el microorganismo Colletotrichum tofieldiae y/o extractos de dicho microorganismo y/o filtrados de dicho
microorganismo, en adelante método de la invencion.

En adelante, el término "microorganismo de la invencion" se refiere al microorganismo de la especie Colletotrichum
tofieldiae.

El aumento de la produccion de flores, semillas y/o frutas en una planta tratada de acuerdo con el método de la invencion
se entiende como el aumento del nimero, tamafio y/o peso de flores, semillas y/o frutas de esa planta contra una planta
que no ha sido tratado de acuerdo con el método de la invencién.

La especie Colletotrichum tofieldiae se describe en Damm y otros. (Diversidad fungica 39 (2009) 45-87). Esta especie se
caracteriza por conidios curvos y acervuli con cerdas que pueden ser de color marrén oscuro o negro. Los conidios y
cerdas pueden formarse directamente en las hifas. Las esporas germinan para formar apresorios de diferente morfologia
y coloracion. La definicion de la especie también se debe a las caracteristicas moleculares con respecto a las secuencias
de la subunidad ribosémica 5.8S con las dos regiones flanqueantes espaciadoras (ITS), un intron de 200 pb del gen de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), una secuencia parcial del gen de la actina (ACT), el gen de la quitina
sintasa 1 (CHS-1), el gen de la beta-tubulina (tub2) y el gen de la histona 3 (HIS3). Los aislamientos estandar usados para
describir la especie C. tofieldiae viene de Tofieldia spp. (monocotiledoéneas), Lupinus polyphyllus y Dianthus sp. (ambos
dicotiledoneas), por lo que esta especie puede colonizar diferentes especies de huéspedes tanto mono como
dicotiledoneas. C. tofieldiae no ha sido citado como patdégeno o mutualista de ningun huésped.

En la presente invencion, un nuevo Colletotrichum tofieldiae Se ha aislado, identificado y caracterizado aislamientos que
sorprendentemente tienen la capacidad de aumentar significativamente la produccion de flores, semillas y/o frutas en las
plantas. Los aislamientos de otras especies de hongos de la misma area no mostraron esta capacidad. Las plantas
aumentan la produccion de flores, semillas y/o frutos como consecuencia del contacto de cualquier parte de la planta con
el microorganismo Colletotrichum tofieldiae para establecer una relacion duradera que induzca el aumento de produccion
identificado. La presente invencion muestra que el microorganismo C. tofieldiae se transloca o dispersa a los diversos
organos de la planta tratada, y puede permanecer alli al menos cuatro meses después del tratamiento. Esta caracteristica
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hace que el efecto del microorganismo en la planta sea mas duradero, que dure durante el ciclo de la planta y mejore el
rendimiento al final de la misma. Esta caracteristica hace que este microorganismo sea mas efectivo que otros
microorganismos usados para fines similares.

El método de la invencion mejora la produccion de flores, frutas y semillas en una proporcion mayor que el aumento del
crecimiento vegetativo de la planta. Es decir, la planta usa los recursos de manera mas eficiente, produciendo flores,
frutas y semillas mas y/o mas grandes en relacion con el tamafio general de la planta. Es la primera vez que esta
caracteristica se describe en cepas deColletotrichum tofieldiae de la invencion. Este es un fenomeno general para la
especie Colletotrichum tofieldiae porque se han obtenido efectos similares con diferentes cepas de esta especie.

El método de la invencién produce un aumento en el tamafio y/o peso y/o nimero de flores y/o frutas y/o semillas que
también pueden deberse a la mejor salud o viabilidad del cultivo (por ejemplo, debido a la reduccién en la aplicacion de
riego, fertilizantes y/o pesticidas, mayor resistencia sistémica o mayor resistencia a los herbicidas) y/o al aumento de la
germinacion de semillas y/o caracteristicas de biocontrol, tal como una disminucién de las enfermedades debido a la
disminucion de la sensibilidad a los patégenos y/o la mejora de infecciones previas.

El método de la invencion produce al menos uno de los siguientes efectos:
— un aumento en el rendimiento general de la planta;

— un aumento en la calidad del material de la planta;

- un aumento en el numero y/o tamafo de las flores;

- un aumento en el numero, tamafio y/o peso de las frutas;

— un aumento en el numero, tamafio y/o peso de las semillas.

Un aumento en el rendimiento global indica preferiblemente un aumento en el rendimiento de las partes cosechables de
la planta. El aumento en el rendimiento puede ser, por ejemplo, cualquier aumento tal como un aumento en el nimero de
partes cosechables y/o un aumento en la ganancia de peso y/o un aumento en el contenido de sustancias de
almacenamiento, metabolitos interesantes, etcétera. Un aumento en el rendimiento de la planta significa que las partes
cosechables de la planta son al menos 2 %, preferiblemente al menos 25 %, mas preferiblemente 70 % y particularmente
preferente al menos 500 % mas cuando la planta se pone en contacto con la composicion que comprende esporas, micelio
y/o cualquier otra parte del microorganismo de la invencion, el medio de cultivo o el filirado de acuerdo con la invencion
en comparacioén con las plantas no tratadas.

Un aumento en la calidad indica preferiblemente una mejora de las cualidades deseadas de la planta. Este aumento en
la calidad puede diferir de una planta a otra. Con respecto a las plantas ornamentales, por ejemplo, Petunia, un aumento
en la calidad puede significar un aumento en el nimero de flores u hojas. Con respecto a los cereales, un aumento en la
calidad puede significar un aumento en la cantidad de proteina o contenido de almidén en las semillas o una alteracion
deseada en la estructura o composicion de las sustancias de almacenamiento.

En el método de la invencion, una planta se pone en contacto con una composicion que comprende el microorganismo
Colletotrichum tofieldiae, el medio de cultivo o el filtrado de acuerdo con la invencion. La composicién se puede aplicar en
toda la planta o en cualquier parte de la misma, como en las hojas, en los brotes, en las flores, en los frutos, en las
mazorcas, en las semillas, en los bulbos, en los tubérculos, en las raices y en plantulas. La aplicacién de la composicion
a la planta se puede realizar en cualquier etapay, por ejemplo, se puede aplicar a la semilla antes de plantar, al plantar,
después de plantar y antes o después de la emergencia, durante el periodo de crecimiento y durante el cultivo en el
semillero, o en el momento del trasplante de las plantulas, o en el momento del corte o enraizamiento de esquejes, o en
el momento del crecimiento en una plantacion, o incluso en el periodo reproductivo antes de la floraciéon o durante la
floracion o durante el proceso de maduracion de los frutos.

Por lo tanto, otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha composicién se aplica a las semillas de dicha
planta.

Otra modalidad es el método de la invencién, en el que dicha composicidn se aplica a las partes aéreas de dicha planta.

Otra modalidad es el método de la invencioén, en el que dicha composicion se aplica a las raices de dicha planta o a otras
partes subterraneas de dicha planta.

El método de la invencion incluye el tratamiento por atomizacion o pulverizacion sobre plantas completas o cualquier parte
de las mismas de una dilucion apropiada de la composicién segun la invencion o inmersion de plantas enteras o cualquier
parte de las mismas en dicha dilucion. El método de la invencion también incluye el tratamiento por empolvado en seco
de plantas enteras o cualquier parte de las mismas de una composiciéon de acuerdo con la invencién. El método de la
invencion incluye la granulacién o el revestimiento de semillas con una pelicula delgada de una composiciéon de acuerdo
con la invencion. La composicion segun la invencion también se puede mezclar con el fluido de riego. El método de la
invencion también incluye el tratamiento mediante fragmentos de agar con micelio que se ponen en contacto con una
parte de la planta, ya sea raiz, tallo u hojas, o incluso en la superficie del suelo cerca de las raices del cultivo.
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En la presente especificacion, "filtrado" significa un medio de cultivo liquido obtenido del cultivo del microorganismo de la
invencion. Es posible obtener un medio de cultivo liquido libre o esencialmente libre del microorganismo de la invencion.
Este medio de cultivo se puede preparar cultivando primero el microorganismo de la invencion en un medio de cultivo
liquido y luego separando el medio de cultivo liquido del microorganismo de la invencion. La separacion se puede llevar
a cabo mediante diferentes métodos conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, por centrifugacion o filtracion.
Es posible, por ejemplo, calentar el medio con el microorganismo de la invencion dos veces hasta aproximadamente 80
°C durante 30 minutos y luego eliminar el material fungico por centrifugacion.

Preferiblemente, el filtrado se obtiene por filtracién del medio de cultivo a través de un filtro con un tamafo de poro de no
mas de 2 uym, preferiblemente a través de un filtro que tiene un tamafio de poro de no mas de 0,2 um. La etapa de filtracion
permite la extraccion de sustancialmente todas las hifas del microorganismo de la invenciéon, mas preferiblemente la
filtracion también eliminaria las esporas y ain mas preferiblemente esto deberia eliminar cualquier material fungico.

La presente invencion también esta relacionada con plantas que, segun el método de la invencion, se han puesto en
contacto con una composicion que comprende el microorganismo Colletotrichum fofieldiae ylo extractos de dicho
microorganismo Y/o filtrados de dicho microorganismo, y a los productos producidos a partir de las partes cosechadas de
dichas plantas.

Otra modalidad es el método de la invencién, en donde dicho microorganismo es una cepa Colletotrichum tofieldiae
depositada bajo los nimeros de depdsito CECT 20833, CECT 20834, CECT 20835 o CECT 20836.

Las cepas Colletotrichum tofieldiae se han depositado el 30/05/2013 (cepas con numeros de depdsito CECT 20833, CECT
20834 y CECT 20835) y el 7/05/2013 (cepa con numero de depdsito CECT 20836) en la autoridad depositaria internacional
Spanish Type Culture Collection (CECT) con domicilio en Parc Cientific Universitat de Valéncia, Catedratico Agustin
Escardino, 9. 46980, Paterna, (Valencia), Espafa, por la Universidad Politécnica de Madrid, con domicilio en ¢/ Ramiro
de Maeztu, 7, 28040 Madrid, Espafia.

El microorganismo de la invencion puede cultivarse en una amplia variedad de sustratos naturales o sintéticos. Por
ejemplo, puede cultivarse en diferentes tipos de medios de cultivo soélidos o liquidos, como los medios de
Papa/Dextrosa/Agar (PDA) o Caldo (PDB), y puede propagarse mediante técnicas conocidas por los expertos. También
puede crecer en varias fuentes naturales, como hojas de varias plantas, granos de polen, harina de avena, papa,
zanahoria y celulosa. También puede crecer en fuentes artificiales como papel o cartulina y polimeros.

El medio de cultivo puede agitarse constantemente durante el cultivo, por ejemplo con aproximadamente 1 rps. Ademas,
la temperatura de cultivo se puede establecer en el rango entre 20 y 30 °C.

Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicho microorganismo esta en forma de esporas, hifas, micelio o
esclerocios.

Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha composicion se aplica al sustrato para el cultivo de dicha
planta.

El sustrato se trata preferiblemente de modo que el microorganismo de la invencion se cultive en él antes de que el
sustrato se use para el cultivo de plantas. Los ejemplos de tratamiento del sustrato incluyen la perfusion de un liquido en
el sustrato (por riego, inyeccion o goteo), pulverizacion, polvo o mezcla directa con el sustrato. El método de la invencion
también comprende el tratamiento de un medio hidropénico para cultivo hidropénico. El método de la invencién comprende
el tratamiento del sustrato o medio hidropénico con una composicién que comprende la concentracion apropiada de
micelio y/o esporas y/o cualquier otra parte del microorganismo de la invencion, el medio de cultivo o el filtrado de acuerdo
con la invencién en forma liquida y/o sélida como granulos o en forma de polvo.

El método de la invencion puede llevarse a cabo con una composicion que incluye el microorganismo de la invencion solo
o formulado con ingredientes inertes. Los ejemplos de ingredientes inertes incluyen polvos finos o granulos como
minerales, como arcillas, bentonita, calcita, diatomaceas y materiales organicos como polvo de maiz o polvo de piel de
nuez, materiales organicos sintéticos como urea, sales como carbonato de calcio y sulfato de amonio, materiales
inorganicos sintéticos como el 6xido de silicio; o diluyentes liquidos tales como hidrocarburos aromaticos como xileno,
alquilbenceno, metil naftaleno, alcoholes tales como 2-5 propanol, etilenglicol, propilenglicol y etilenglicol monoetil éter,
cetonas tales como acetona, ciclohexanona e isoforona, aceites vegetales tales como aceite de soja o aceite de semilla
de algododn, hidrocarburos alifaticos derivados del petréleo, ésteres, dimetilsulféxido, acetonitrilo y agua. Los ejemplos de
tensioactivos incluyen tensioactivos anionicos tales como sales de ésteres de alquil sulfato, sales de alquil aril sulfonato,
sales de dialquil sulfosuccinato, sales de polioxietilen alquil aril fosfato éter, sales de lignosulfonato y policondensados de
formaldehido y tensioactivos no iénicos tales como polioxietilen alquil aril éteres, copolimeros de alquil polioxipropileno,
ésteres de polioxietileno y acidos grasos y tensioactivos catidnicos tales como sales de alquil trimetilamonio. Los ejemplos
de otros agentes auxiliares de la formulacién incluyen polimeros solubles en agua como el alcohol polivinilico o
polivinilpirrolidona, polisacaridos tales como agar, acacia, acido alginico y sus sales, carboximetilcelulosa, goma xantana,
materiales inorganicos tales como silicato de aluminio y magnesio, conservantes, agentes colorantes, estabilizadores
como el fosfato de acido isopropilico y BHT.
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Por lo tanto, otra modalidad es el método de la invencién, en donde dicha composicion comprende minerales, materiales
organicos, compuestos organicos, compuestos inorganicos, diluyentes liquidos, alcoholes, cetonas, aceites vegetales,
hidrocarburos alifaticos, ésteres, dimetilsulféxido, acetonitrilo, agua, tensioactivos aniénicos, tensioactivos no iénicos,
tensioactivos cationicos, polimeros solubles en agua, polisacaridos, conservantes, agentes colorantes y/o estabilizadores.
En particular, dichos minerales se seleccionan del grupo que consiste en arcillas, bentonita, calcita y diatomeas, dichos
materiales organicos se seleccionan del grupo que consiste en polvo de maiz o polvo de piel de nuez, dicho compuesto
organico es urea, dichos compuestos inorganicos se seleccionan del grupo que consisten en carbonato de calcio, sulfato
de amonio, 6xido de silicio, silicato de aluminio y magnesio, dichos diluyentes liquidos se seleccionan del grupo que
consiste en hidrocarburos aromaticos, hidrocarburos alifaticos, alcoholes, cetonas, aceites vegetales, ésteres, sulféxido
de dimetilo, acetonitrilo y agua, dichos tensioactivos anidnicos se seleccionan del grupo que consiste en sales de ésteres
de alquil sulfato, sales de alquil aril sulfonato, sales de dialquil sulfosuccinato, sales de éster de éter de polioxietilen alquil
aril fosfato, sales de lignosulfonato y policondensados de formaldehido, dichos tensioactivos no idnicos se seleccionan
del grupo que consiste en polioxietilen alquil aril éteres, copolimero de bloques de alquilpolioxipropileno, polioxietileno y
ésteres de acidos grasos, dichos tensioactivos catidnicos son sales de alquil trimetilamonio, dichos polimeros solubles en
agua son alcohol polivinilico o polivinilpirrolidona, dichos polisacaridos se seleccionan del grupo que consiste en agar,
acacia, acido alginico, sales de acido alginico, carboximetil celulosa y goma de xantana y dichos estabilizadores son
fosfato de acido isopropilico o BHT. Particularmente, dichos hidrocarburos aromaticos se seleccionan del grupo que
consiste en xileno, alquilbenceno, metil naftaleno, dichos alcoholes se seleccionan del grupo que consiste en 2-5 propanoal,
etilenglicol, propilenglicol y etilenglicol mono etil éter, se seleccionan dichas cetonas del grupo que consiste en acetona,
ciclohexanona e isoforona y dichos aceites vegetales son aceite de soja o aceite de semilla de algodén.

Otra modalidad es el método de la invencién, en donde dicha composicion comprende sales de fertiriego, fertilizantes,
insecticidas, nematocidas, fungicidas, bactericidas y/o herbicidas.

Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha composicién es un liquido, un soélido, una pasta o un gel.

Otra modalidad es el método de la invencién, en donde dicha composicion es un polvo, pildora, tableta, granulado o
concentrado emulsionable.

Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha composiciéon se aplica por atomizacién, pulverizacion,
inmersion, riego o empolvado.

Otra modalidad es el método de la invencidon, en donde dicha planta se selecciona del grupo que consiste en
gimnospermas, monocotiledoneas y dicotiledéneas. Particularmente, dicha planta es una planta de la familia
Brassicaceae.

Otra modalidad es el método de la invencién, en donde dicha planta es una planta monocotiledénea.

Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha planta es una planta de cebada (Hordeum vulgare).
Otra modalidad es el método de la invencion, en donde dicha planta es una planta de maiz (Zea mays).

En la presente invencion, la planta puede ser una planta natural o transgénica.

El método de la invencién puede llevarse a cabo con todas las plantas y células posibles o tejidos derivados de tales
plantas. En particular, se puede llevar a cabo con todas las Gimnospermas y Angiospermas (monocotiledoneas o
dicotiledoneas) o material vegetal derivado de dichas plantas, incluidos arboles, arbustos, hierbas y pasto.
Preferiblemente, los usos y procesos son aplicables para usarse en plantas o materiales o células utiles de tales plantas,
mas preferiblemente para agricultura, horticultura, plantas forestales, plantas ornamentales, o de cualquier otro interés
comercial. Entre otros, con fines ilustrativos y sin limitar el alcance de la presente invencion: arroz, trigo, cebada, maiz,
soja, colza, tomate, frijol, y diferentes frutas (naranja, limoén, etcétera) y especies ornamentales.

Otra modalidad de la invencidon es un material de propagacion de una planta que comprende el microorganismo
Colletotrichum tofieldiae y/o extractos de dicho microorganismo y/o filtrados de dicho microorganismo. En particular, dicho
material de propagacion se selecciona del grupo que consiste en semillas, plantulas, plantas jévenes, esquejes, bulbos y
tubérculos.

En la presente especificacion, "material de propagacion” significa cualquier tipo de material celular a partir del cual una
planta puede germinar o crecer. Los ejemplos de material de propagacion incluyen, pero sin limitacion: semillas, esquejes,
suspensiones celulares, cultivo de callos, cultivo de tejidos, protocolos, explantes o germoplasma. El material de
propagacion puede tener diferentes origenes. Por ejemplo, puede ser recién cosechado, o derivado de un stock, como
una muestra de semillas o un stock de células congeladas.

Otra modalidad de la invencién es un sustrato para cultivar plantas que comprende el microorganismo Colletotrichum
tofieldiae yl/o extractos de dicho microorganismo y/o filtrados de dicho microorganismo.
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El sustrato para el crecimiento de las plantas puede comprender la espora, el micelio o cualquier otra parte del
microorganismo de la invencién o el medio de cultivo o el filtrado del mismo o cualquiera de las posibles combinaciones
de algunos de estos componentes. El sustrato puede ser liquido o solido.

Ejemplos de sustratos para el cultivo de plantas son medios naturales o sintéticos solidificados y para el cultivo de las
plantas, especialmente in vitro. Otros ejemplos son tierra, arena, turba o humus o mezclas de los mismos.

Otra modalidad de la invencién es una cepa del microorganismo Colletotrichum tofieldiae, depositados bajo los nimeros
de deposito CECT 20833, CECT 20834, CECT 20835y CECT 20836.

Otra modalidad de la invencion es el uso del microorganismo Colletotrichum tofieldiae ylo extractos de dicho
microorganismo Yy/o filtrados de dicho microorganismo para aumentar la produccion de flores, semillas y/o frutos en una
planta.

Otra modalidad de la invencion es el uso del microorganismo Colletotrichum tofieldiae ylo extractos de dicho
microorganismo y/o medios filtrantes de dicho microorganismo para aumentar la produccion de clorofila en una planta.

Otra modalidad de la invencion es el uso del microorganismo Collefotrichum tofieldiae ylo extractos de dicho
microorganismo y/o medios filtrantes de dicho microorganismo para aumentar la produccién de flores, semillas y/o frutas
en una planta que esta sujeta a sequia o condiciones de riego limitadas.

Otra modalidad de la invencion son los cebadores identificados por las secuencias Sec. con num. de ident.: 1y 2.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Re-aislamiento de C. fofieldiae de érganos no inoculados de plantas deA. thaliana 60 dias después de la
inoculacion. A. Aislado CECT 20834 re-aislado de la hoja (circulo) y tallos (flechas). B. Aislado CECT 20833 re-aislado de
raiz (flecha) y cuello (circulo).

Modalidades preferentes
Ejemplo 1: El cribado de los hongos que aumentan la productividad de las plantas

Se cosecharon plantas de Arabidopsis thaliana que crecen en condiciones naturales. Estas plantas no tenian sintomas
de enfermedad tales como clorosis, manchas en las hojas y otros tipos de lesiones inducidas por patégenos. Los
fragmentos de las hojas de la roseta de las plantas cosechadas se desinfectaron sumergiéndolos en lejia comercial al
20% (cloro activo al 1%) y agitando suavemente durante 5 minutos. Luego los fragmentos se enjuagaron dos veces en
agua estéril y se colocaron en una camara humeda a temperatura ambiente (20 - 24 °C).

Los fragmentos fueron inspeccionados regularmente, aislando el micelio emergente en placas de petri con medio agar
papa dextrosa (PDA) con 200 mg/I de cloranfenicol. Entre los aislamientos obtenidos, se realizé un cribado para encontrar
hongos que son beneficiosos al dar como resultado un aumento en la produccion de semillas de la planta (Tabla 1). Para
realizar las pruebas de cribado, se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente
esterilizadas en sustrato estéril (turba y vermiculita en una relacién de 3:1). Se estratificaron a 4 °C durante 3 dias y luego
se mantuvieron en una camara de crecimiento controlada a 23 °C. Las plantas fueron tratadas a las 3 semanas de edad
(4-6 hojas) aplicando un pedazo de micelio de cualquiera de los aislamientos de 3 mm de diametro en una hoja. El micelio
se obtuvo subcultivando el micelio fungico obtenido de una planta silvestre de Arabidopsis thaliana sin sintomas de
enfermedad, en placas PDA.

Las plantas control no estaban sujetas a ningin tratamiento y se colocaron al azar entre las plantas tratadas. Cuando
comenzo la dehiscencia de los escamos de las hojas, estas se cubrieron con bolsas de papel para recoger las semillas.
Cuando las plantas se secaron, las semillas se cosecharon y se pesaron. El resto de la parte aérea de la planta también
se peso. Entre todos los analizados, seleccionamos el aislado CECT 20833 del género Colletotrichum, dado que las
plantas tratadas con este aislado aumentaron significativamente (P<0,04) su produccion de semillas, el peso de las
semillas de las plantas tratadas fue tres veces mayor que el de las plantas no tratadas (Tabla 1). El peso del resto de la
planta no fue significativamente diferente (P> 0,05, Tabla 1).

Tabla 1. Pesos (media + error estandar) de las semillas y peso seco del resto de la planta de las plantas tratadas o no
tratadas con micelio como se describe en el Ejemplo 1. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las
plantas tratadas y las plantas de control (P <0,05) de acuerdo con ANOVA. Las plantas tratadas con el aislado CECT
20833 del género Colletotrichum (negrita) tuvo un peso de semilla significativamente mayor que las plantas control,
mientras que el peso seco del resto de la planta no fue significativamente mayor.
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TRATAMIENTO Peso de semillas de Peso seco del | Peso de semillas de las |Peso seco del
las plantas Control por |resto dela plantas Tratadas por resto de la
planta (mg) planta (mg) planta (mg) planta (mg)

Alternaria sp. 28,0+2,92 1779+ 12,12 216+2,20 151,1 £ 5,8

Colletotrichum s 12841,12 85,177 8,8+1,7° 90,7 + 4,1

Plectosphaerella sp. |30,3+5,8 218,9+17,2 27,8 +4.1 233,6 £12,1

Trichoderma sp. 149+1,6 143,8 + 10,12 16,5+1,5 184,8 £ 11,6°

Trichoderma sp. 15,2+1,8 101,5+ 11,7 16,2+ 1,6 126,3 £ 10,2

Ulocladium sp. 20,3+ 3,1 169,7 £ 10,4 19,6 +1,8 166,0 £ 72

Ejemplo 2: Identificacién de aislados de Colletotrichum sp. de Arabidopsis thaliana plantas silvestres como Colletotrichum
tofieldiae.

El aislado CECT 20833 del género Colletotrichum del cribado del Ejemplo 1 tenia micelio oscuro y conidios curvos hialinos
en acervulus con cerdas oscuras. Otros aislados obtenidos de la misma manera, identificados como CECT 20834, CECT
20835 y CECT 20836, mostraron una morfologia similar. Todos estos aislados fueron identificados como Colletotrichum
tofieldiae de acuerdo con la morfologia y las secuencias de varios loci descritos en Damm y otros. (Diversidad fungica 39
(2009) 45-87) que se compararon con secuencias de aislados estandares depositados en la base de datos accesible en
http://www.cbs.knaw.nl/Colletotrichum/, alojada en el Centro de Biodiversidad Fungica (CBS, Centraalbureau voor
Schimmelcultures).

La morfologia de estos aislados coincide con la descrita en Damm vy otros. (Diversidad fungica 39 (2009) 45-87) para C.
tofieldiae, afiadiendo ese cultivo en medio PDA (patata dextrosa agar) o equivalente, o en papel de filtro o en A. thaliana
las hojas producen colonias muy oscuras, que el micelio en cultivo se oscurece y endurece con el tiempo y puede tener
estructuras engrosadas del tipo de clamidosporas y/o tipo de microesclerocios.

Las similitudes de secuencia (nUmero de nucledtidos idénticos/numero de nucleétidos superpuestos) de las secuencias
comparadas entre los aislados CECT 20833, CECT 20834, CECT 20835 y CECT 20836 y los aislados estandar CBS
168.49, CBS 495. 85 e IMI 288810 del Centro de Biodiversidad Fungica, usado en Damm y otros. (Diversidad fungica 39
(2009) 45-87) para definir las especies C. tofieldiae, fueron superiores al 92 %. Las secuencias comparadas fueron las de
la subunidad ribosémica 5.8S con las dos regiones flanqueantes espaciadoras (ITS, similitud > 95 %), un intron de 200-
pb del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, similitud > 92 %), una secuencia parcial del gen de la
actina (ACT, similitud> 99 %) y el gen de la histona 3 (HIS3, similitud > 98 %). Estas comparaciones se realizaron con la
herramienta de alineamiento de secuencias emparejadas MycolD alojada en el sitio web MycoBank (www.mycobank.org)
de la Asociacion Internacional de Micologia.

El conjunto de estas caracteristicas define las especies de Colletotrichum que corresponden al microorganismo de la
presente invencion.

Ejemplo 3: Los aislados de Colletotrichum tofieldiae persistieron en plantas tratadas al menos dos meses después de la
inoculacion y se translocaron o dispersaron a otros 6rganos diferentes de la hoja inoculada, tal como la raiz, la corona,
otras hojas y tallos.

Se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente esterilizadas en sustrato estéril (turba y
vermiculita en una relacion de 3:1). Se estratificaron a 4 °C durante 3 dias y luego se mantuvieron en una camara de
crecimiento controlada a 23 °C, en ciclo corto (10 horas de luz por dia). Las plantas fueron tratadas a las 3 semanas de
edad con el aislado de Colletotrichum tofieldiae CECT 20833, CECT 20834 y CECT 20835 mediante la aplicacion a tres
hojas de una gota de una suspension de esporas a 10° esporas/ml. Las plantas completas se cosecharon 60 dias después
de la inoculacion (dpi).

Las raices, las hojas de la roseta y los tallos fueron removidos y cortados en fragmentos de aproximadamente 25 mm?,
desinfectados como se describié previamente e incubados en una camara himeda a temperatura ambiente. Después de
una semana, Colletotrichum tofieldiae se re-aislé de al menos una muestra de todas las plantas inoculadas. El hongo se
re-aislo de las hojas que no sean las inoculadas, de la corona, de las raices y del tallo (Tabla 2, Figura 1). No se observé
crecimiento de C. fofieldiae en ninguna de las plantas control tratadas con agua destilada.

Tabla 2. Porcentaje de plantas de las cuales C. fofilediae se re-aislaron de érganos distintos de los inoculados (hojas,
tallos, cuello o raiz) 60 dias después del tratamiento. ' Porcentaje de plantas de las cuales C. tofilediae se re-aislaron en
al menos una muestra de un 6rgano no inoculado.
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Porcentaje de re-aislamiento

Aislado Hojas Tallo Cuello Raiz Total’
CECT 20833 80 % 0% 67 % 33 % 100 %
CECT 20834 100 % 17 % 50 % 83 % 100 %
CECT 20835 100 % 8 % 75 % 67 % 100 %

Ejemplo 4: El aislado de Colletotrichum tofieldiae CECT 20834 aumento la produccion de semillas y el peso de las semillas
por planta en plantas tratadas con micelio o esporas

Se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente esterilizada en sustrato estéril (turba y
vermiculita en una relacion de 3:1), se estratificé a 4 °C durante 3 dias y luego se mantuvo en una camara de crecimiento
controlada a 23 °C. A las tres semanas de edad, fueron sometidos a uno de los siguientes tratamientos a) Tratamiento
con un trozo de micelio del aislado CECT 20834 de la misma manera que en el ejemplo 1; b) Aplicacion de una suspension
de esporas del aislado CECT 20834 en agua destilada estéril a una concentracion de 10® esporas/ml aplicadas por
atomizacion sobre toda la planta y el sustrato debajo de la misma; c) Tratamiento de control que consiste en la aplicacion
de agua destilada estéril por atomizacion sobre toda la planta y el sustrato debajo de la misma.

En el caso del tratamiento b, las esporas se obtuvieron resuspendiendo en agua destilada estéril las esporas obtenidas
del cultivo de hongos en medio PDA. Las plantas sometidas a cada uno de los tratamientos se organizaron de forma
aleatoria. Al comenzar la dehiscencia de los escamos de las hojas, estos se cubrieron con bolsas de papel para recoger
las semillas. Cuando las plantas se secaron, las semillas se recogieron y pesaron. El resto de la parte aérea de la planta
también se peso.

La produccién de semillas por planta se midié como el peso de todas las semillas cosechadas de cada planta al final del
ciclo. La produccion de semillas de las plantas tratadas con CECT 20834 fue significativamente mayor que la de las
plantas control (P <0,001), con un aumento en peso del 37 % para las plantas tratadas con micelio y del 56 % para las
plantas tratadas con el aerosol de la suspension de esporas (Tabla 2). El aumento en la produccion de semillas se debe
en parte a la produccién de semillas mas pesadas, ya que el peso de 100 semillas de las plantas tratadas con CECT
20834 mostré un aumento significativo (P <0,06) de hasta 42 % con respecto a las plantas control. El peso seco del resto
de la planta no fue significativamente diferente (P> 0,10). El hongo se re-aisld, 6 semanas después del tratamiento, del
75 % de las plantas inoculadas con micelio y del 100 % de las plantas inoculadas con atomizacién. Este ejemplo muestra
que la capacidad de aumentar la produccién de semillas no es exclusiva para el aislado CECT 20833, pero se puede
extender a otros C. tofieldiae aislados y que el tratamiento con esporas produce resultados similares al tratamiento con
micelio.

Tabla 3. Pesos (media + error estandar) de las semillas por planta y de 100 semillas por cada planta y peso seco del
resto de la planta (planta sin semillas) de las plantas tratadas con micelio o suspension de esporas del aislado CECT
20834 o atomizacion de agua destilada como se describe en el Ejemplo 4. * Diferentes letras muestran diferencias
significativas de acuerdo con ANOVA (P <0,001, para el peso de semillas por planta y P <0,06 para el peso de 100
semillas). No se encontraron diferencias significativas en el peso de la planta sin semillas (P> 0,10). El aumento en
porcentaje, comparando plantas tratadas y no tratadas, se muestra entre paréntesis.

Peso de semillas por | Peso de 100 semillas |Peso seco de la planta

TRATAMIENTO planta (mg)* por planta (mg)* sin semillas (mg)*
Atomizacién con agua destilada 35,0 + 3,62 1,17 £ 0,112 213,9+12,0
Micelio 47,5+ 3,7° (37 %) 1,66 + 0,13° (42 %) 249,3 £ 15,3 (16 %)

Atomizacioén con suspension de

esporas 56,1+ 2,9° (56 %) 1,65+0,19° (41%)  |239,6 + 16,9 (12 %)

Ejemplo 5: Los aislados de Colletotrichum tofieldiae CECT 20835 y CECT 20836 aumentan la produccion de semillas
(peso de semilla por planta) en plantas tratadas con una suspension de esporas aplicada por atomizacion. El aumento es
proporcional a la persistencia del hongo en la planta.

Se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente esterilizada en sustrato estéril (turba y
vermiculita en una relacion de 3:1), se estratificé a 4 °C durante 3 dias y luego se mantuvo en una camara de crecimiento
controlada a 23 °C. Alas tres semanas de edad, fueron sometidos a cualquiera de los siguientes tratamientos a) Aplicacion
de una suspension de esporas del aislado de Colletotrichum sp CECT 20835; b) Aplicacion de una suspension de esporas
del aislado de Colletotrichum sp CECT 20836; c) Tratamiento control que consiste en la aplicacion de agua destilada
estéril. Todos los tratamientos se aplicaron por atomizacion en toda la planta y el suelo debajo de la misma.
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El in6culo de los tratamientos a, b y ¢ proviene de suspensiones de esporas mantenidas en glicerol al 30 % a -80 °Cy
diluidas en agua destilada estéril a una concentracion de 10° esporas/ml. Después de la aplicacion del tratamiento, las
plantas se mantuvieron a 25 °C, ciclo corto. Dos semanas después del tratamiento, el hongo se re-aisl6 del 17 % de las
plantas inoculadas con CECT 20835, del 20 % de las plantas inoculadas con CECT 20836 y de ninguna planta tratada
solo con agua. Seis semanas después del tratamiento, el hongo se re-aislé del 60 % de las plantas tratadas con CECT
20835 y de ninguna de las plantas tratadas con CECT 20836 o solo con agua. Cuando comenzo6 la dehiscencia de los
escamos de las hojas, estas se cubrieron con bolsas de papel para recoger las semillas. Cuando las plantas se secaron,
las semillas se cosecharon y se pesaron. El resto de la parte aérea de la planta también se peso.

La produccién de semillas por planta se midié como el peso de todas las semillas cosechadas de cada planta al final del
ciclo. EI ANOVA de los pesos de las semillas indica diferencias significativas en el peso promedio de semillas por planta
entre las plantas sometidas a los diferentes tratamientos (P <0,0001, Tabla 4): Las plantas tratadas con CECT 20835
tuvieron el mayor peso promedio de semillas por planta, con un aumento del 550 % con respecto a las plantas tratadas
solo con agua y las plantas tratadas con CECT 20836 tuvieron un aumento del peso promedio de semillas del 400 % con
respecto a las plantas tratadas solo con agua. No se encontraron diferencias significativas en el peso de la planta sin
semillas (P> 0,10). Este ejemplo muestra que el efecto de aplicar Collefotrichum tofieldiae puede ser proporcional a la
persistencia del hongo en la planta.

Peso de semillas por Peso seco de la planta sin
TRATAMIENTO planta (mg)* semillas (mg)

Atomizacioén con agua destilada 57+27° 273,6 £ 14,9

Atomizaciéon con suspensién de esporas de

b 0,
CECT 20835 38,7 £ 2,5 (550 %) 266,2 + 20,7
Atomizaciéon con suspensién de esporas de

0,
CECT 20836 30. +2,7° (400 %) 232,9+155

Tabla 4. Pesos (media + error estandar) de las semillas por planta y peso seco del resto de la planta de las plantas (planta
sin semillas) tratadas como se describe en el Ejemplo 5. * Diferentes letras muestran diferencias significativas segun
ANOVA entre los diferentes tratamientos (P<0,0001). El peso del resto de la planta no fue significativamente diferente
entre los diferentes tratamientos (P>0,10). El aumento en porcentaje, comparado entre las plantas tratadas con los
diferentes aislados y las plantas control, se muestra entre paréntesis.

Ejemplo 6: E/ Colletotrichum tofieldiae aumentd el nUmero de frutos de las plantas tratadas con una suspension de esporas
tanto en plantas sembradas en sustrato estéril como en plantas sembradas en sustrato no estéril.

Se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente esterilizadas en sustrato estéril y no
estéril (turba y vermiculita en una relacion de 3:1). Se estratificaron a 4 °C durante 3 dias y luego se mantuvieron en una
camara de crecimiento controlada a 23 °C. A las tres semanas de edad, fueron sometidos a cualquiera de los siguientes
tratamientos a) Aplicacion de una suspension de esporas del aislado de C. tofieldiae CECT 20833; b) Aplicacion de una
suspension de esporas del C. tofieldiae aislado CECT 20835; c) aplicacion de agua destilada estéril. Todos los
tratamientos se aplicaron por atomizacion en toda la planta. El indculo de los tratamientos a y b proviene de suspensiones
de esporas mantenidas en glicerol al 30 % a -80 °C, lavadas y diluidas en agua destilada estéril a una concentracion de
108 esporas/ml. Las plantas se distribuyeron al azar. El nimero de frutos por planta se conté en el momento del inicio de
la apertura de las siliques. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Las plantas tratadas con los aislados de C. tofieldiae
CECT 20833 y CECT 20835 mostraron un aumento significativo en frutos de hasta 39 %. Este experimento demuestra
que el aumento en la produccion de semillas se debe en parte a la produccion de un mayor nimero de frutos por planta.
Este experimento demuestra que el efecto del hongo permanece en las plantas sobre sustrato no estéril.

Tabla 5. Numero de frutos (media * error estandar) por planta tratada con una suspension de esporas de diferentes

aislados de C. fofieldiae como se describe en el Ejemplo 6. * Letras diferentes muestran diferencias significativas en

ANOVA (P <0,08 para el sustrato estéril y P <0,04 para el sustrato no estéril). El aumento en porcentaje, comparado
entre plantas tratadas y no tratadas, se muestra entre paréntesis.

No. de frutas*

Sustrato estéril Sustrato no estéril
Atomizacioén con agua destilada 53,3+6,52 11,3+0,72
C. tofieldiae CECT 20833 73,9 £ 7,0° (39 %) 14,7 £1,4° (31 %)
C. tofieldiae CECT 20835 60,4 +5,8° (13 %) 14,3 £ 0,8° (27 %)
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Ejemplo 7: El Colletotrichum tofieldiae aumentoé el numero de frutos de las plantas sembradas en sustratos (estériles o no
estériles) tratados con una suspension de esporas.

Se sembraron semillas de acceso Col-0 de Arabidopsis thaliana superficialmente esterilizadas en sustrato estéril y no
estéril (turba y vermiculita en una relacion de 3:1). Se estratificaron a 4 °C durante 3 dias y luego se mantuvieron en una
camara de crecimiento controlada a 23 °C. Cuando las plantas tenian tres semanas de edad 200 pl por planta de a) una
suspension de esporas del aislado de C. fofieldiae CECT 20833; b) una suspension de esporas del aislado de C. tofieldiae
CECT 20835; c) se deposité agua destilada estéril en el sustrato, al lado de la planta. El in6culo de los tratamientos ay b
proviene de suspensiones de esporas mantenidas en glicerol al 30 % a -80 °C lavadas y diluidas en agua destilada estéril
a una concentracion de 108 esporas/ml. Las plantas se distribuyeron al azar. El nimero de frutos por planta se cont6 en
el momento del inicio de la apertura de las siliques. Los resultados se muestran en la Tabla 6. Las plantas tratadas con
los aislados de C. fofieldiae CECT 20833 y CECT 20835 muestran un aumento de frutos de hasta el 27 %.

Tabla 6. Numero de frutos (media * error estandar) por planta tratada con una suspension de esporas de aislados de
Colletotrichum aplicados directamente al sustrato como se describe en el Ejemplo 7. * El aumento en porcentaje,
comparado entre plantas tratadas y no tratadas, se muestra entre paréntesis.

No. de frutas*

Sustrato estéril Sustrato no estéril
Atomizacioén con agua destilada 53,8 +6,0 16,6 1,5
C. tofieldiae CECT 20833 64,8 + 7,0 (20 %) 17,9+ 1,5(8 %)
C. tofieldiae CECT 20835 68,4 +7,3 (27 %) 17,6 £5,1 (6 %)

Ejemplo 8: El Colletotrichum tofieldiae persistié en plantas de maiz y colza tratadas, al menos 38 dias después de la
inoculacion.

Las semillas de maiz de la variedad FAO700, y las semillas de colza de la variedad Westar esterilizadas superficialmente
se sembraron en sustrato estéril (turba y vermiculita en una proporcion de 3:1) y luego se mantuvieron en una camara de
crecimiento controlada a 23 °C, en ciclo corto (10 horas de luz por dia). Las plantas fueron tratadas a las 3 semanas de
edad con el aislado de C. tofieldiae CECT 20833 mediante atomizacién de 120 ml de una suspension de esporas a 10°
esporas/ml en presencia de 0,75 % de tensioactivo (alquil polisacarido). La primera y la segunda hojas de siete plantas
se cosecharon 23 dpi, mientras que la tercera y la cuarta hojas se recogieron 38 dpi.

Las hojas se separaron y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 25 mm?, desinfectados como se describio
previamente e incubados en una camara hiumeda a temperatura ambiente. Después de una semana, C. tofieldiae se re-
aislo de al menos el 64,3 % de las muestras recolectadas 38 dps de siete plantas inoculadas de maiz y el 7 % de las
muestras recolectadas de siete plantas inoculadas de colza (Tabla 7). No se observé crecimiento de C. tofieldiae en
ninguna de las plantas control tratadas con agua destilada.

Tabla 7. Numero de hojas de maiz o colza y porcentaje de las cuales Colletotrichum tofilediae se re-aisl6 23 (primera y
segunda hojas) y 38 dias (tercera y cuarta hojas) después del tratamiento.

Cosecha |Dias post Hoja Numero de hojas de |Porcentaje de re- |Porcentaje de re-
atomizacion muestreada maiz que tienen aislamiento por aislamiento por hoja de
(siete plantas) acervuli (siete hojas) |hoja la misma planta.
Maiz 23 Hoja 1 1 14,3 % 42,8 %
Hoja 2 5 71,4 %
38 Hoja 3 5 71,4 % 64,3 %
Hoja 4 4 57,1 %
Colza 23 Hoja 1 7 100 % 78.6 %
Hoja 2 4 57,14 %
38 Hoja 3 0 0%
Hoja 4 1 14,28 % 7%

Ejemplo 9: El Colletotrichum tofieldiae puede inocularse mediante diferentes métodos en el maiz y la cebada, se transloca
desde las semillas y las raices hasta las hojas, y aumenta el contenido de clorofila.

Las semillas de maiz lavadas de la variedad FAO700 y las semillas de cebada de la variedad Arturio fueron sometidas a
diferentes tratamientos (36 plantas por tratamiento):
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1.  Tratamiento de inmersion: las semillas se inocularon por inmersién durante 2 h en una suspensién de micelio batido
del aislado CECT 20833, crecieron en PDB durante 10 dias, a una densidad 6ptica de 1,2 y se sembraron en una mezcla
de sustrato de turba y vermiculita en una relacién 3:1.

2. Tratamiento de centeno: las semillas se sembraron en una mezcla de sustrato de turba y vermiculita en una relacion
de 3:1 ala que se agregaron semillas de centeno (35 g/l de sustrato) que se habian inoculado 8 dias antes con discos de
micelio del aislado CECT 20833.

3. Tratamiento de turba: las semillas se sembraron en una mezcla de sustrato de turba y vermiculita en una relacion
de 3:1 ala que se agreg6 una mezcla de turba y salvado (20 g/l de sustrato) que se habia inoculado dos semanas antes
con esporas del aislado CECT 20833. Una cantidad de 1,5x10* esporas/gramo de mezcla de turba y salvado.

4. Tratamiento por atomizacion: las semillas se sembraron en una mezcla de sustrato de turba y vermiculita en una
relacion de 3:1y a las 3 semanas de edad se inocul6 mediante la aplicacién por atomizacion de 120 ml de una suspension
de micelio del aislado CECT 20833, que se habia crecido en PDB durante 10 dias, ajustados a una densidad 6ptica de
1,2, en presencia de 0,75 % de tensioactivo (alquil polisacarido).

5.  Tratamiento de riego: las semillas se sembraron en una mezcla de sustrato de turba y vermiculita en una relacion de
3:1 y se inocularon mediante riego (5 ml) con una suspension de micelio batido del aislado CECT 20833 que se habia
crecido en PDB durante 10 dias, ajustado a una densidad 6ptica de 1,2.

Una vez sembradas, las plantas se mantuvieron en un invernadero a 23 °C, en ciclo corto (10 horas de luz por dia).
Después de 25 dias, las hojas se separaron y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 25 mm?, desinfectados
como se describié previamente e incubados en una camara himeda a temperatura ambiente. Después de una semana,
C. tofieldiae se re-aisl6 de todos los tratamientos de centeno y de todos los tratamientos de maiz, excepto de la inmersion
de semillas (Cuadro 8). No se observo crecimiento de C. tofieldiae en ninguna de las plantas control tratadas con agua
destilada. Ademas, después de tres meses, se tomaron muestras de las plantas y se tom6 tejido foliar, que se mantuvo
durante 18 horas en etanol al 80 %. Después de este tiempo, se midié la absorbancia (ODgg3) de la suspension como un
indicador de la concentracion de clorofila a. Se encontré que en los tratamientos de centeno y turba la absorbancia fue
significativamente mayor que en las plantas control no inoculadas (Tabla 9).

Tabla 8. Porcentaje de re-aislamiento del aislado CECT 20833 de plantas de maiz y cebada después de los diferentes
tratamientos y absorbancia de muestras de maiz ODgg3 (clorofila a). * Letras diferentes muestran diferencias
significativas en ANOVA (P <0,05) Ejemplo 10: El Colletotrichum tofieldiae puede inocularse tanto como conidios y como
micelio tanto en el sustrato como en forma de aerosol en el maiz. Se moviliza desde la raiz hasta las hojas y viceversa,
aumentando el contenido de clorofilas.

. Maiz: porcentaje | Cebada: porcentaje de Maiz: absorbancia
Tratamiento N . . . ) . "
de re-aislamiento re-aislamiento ODegs3 (clorofila a)
Control de 32 0% 0% -
inmersion
Inmersion 32 0% 20 % -
Control de centeno 32 0% 0% 0,24 £ 0,022
Centeno 32 90 % 40 % 0,33 +0,03°
Control de turba 32 0% 0% 0,15+ 0,022
Turba 32 80 % 10 % 0,25 + 0,020
Control de
atomizacion 32 0% 0% 0,42 £ 0,022
Atomizacién 32 30 % 50 % 0,37 £ 0,022
Control de riego 32 0% 0% 0,17 £ 0,022
Riego 32 70 % 50 % 0,16 + 0,022
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Las semillas de maiz lavadas de la variedad FAO700 fueron sometidas a diferentes tratamientos (54 plantas por
tratamiento):

1.  Tratamiento de turba-micelio: las semillas se sembraron en un sustrato de turba:vermiculita (3:1) mas una mezcla
de turba y salvado (20 g/l) inoculada con una suspension de micelio batido del aislado CECT 20833 como se describe en
el ejemplo 9.

2. Tratamiento de esporas de turba: las semillas se sembraron en un sustrato de turba:vermiculita (3:1) mas una mezcla
de turba y salvado (20 g/1) inoculadas dos semanas antes con una suspension de esporas a 10° esporas/ml de aislado
CECT 20833.

3. Tratamiento de esporas con atomizacion: las semillas se sembraron en un sustrato turba:vermiculita (3:1) y las
plantas se inocularon a las 3 semanas de edad con el aislado de C. tofieldiae CECT 20833 mediante aplicacién por
atomizacion de 120 ml de una suspension de esporas a 108 esporas/ml en presencia de 0,5 % de tensioactivo (polisacarido
de alquilo).

4.  Tratamiento con atomizacion de micelio: las semillas se sembraron en un sustrato de turba: vermiculita (3:1) y las
plantas se inocularon a las 3 semanas de edad con el aislado de C. tofieldiae CECT 20833 mediante aplicacién por
atomizacion de 120 ml de una suspension de micelio a una densidad 6ptica de 1,5 en presencia de 0,5 % de tensioactivo
(polisacarido de alquilo).

Una vez sembradas, las plantas se mantuvieron en un invernadero a 23 °C, en ciclo corto (10 horas de luz por dia) durante
ocho semanas. Las hojas o las raices se separaron y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 25 mm?,
desinfectados como se describié previamente e incubados en una camara himeda a temperatura ambiente. Después de
30 dias C. tofieldiae se re-aisl6 de todos los tratamientos (Tabla 9). No se observo crecimiento de C. fofieldiae en ninguna
de las plantas control tratadas con una atomizacion de agua destilada o sembradas con turba. Ademas, el indice de
contenido de clorofila (CCI) se midié usando el medidor opti-ciencias CCM 200. Se observé que en todos los tratamientos
las plantas inoculadas tenian un CCl mas alto que las plantas de control no inoculadas, a excepcion del tratamiento por
atomizacion de las esporas (Tabla 9).

Tabla 10. Porcentaje de re-aislamiento en raices y hojas de plantas de maiz y contenido de clorofila (CCl) (media + error
estandar) después de los diferentes tratamientos. * Letras diferentes muestran diferencias significativas en ANOVA (P

<0,05).
Tratamiento N Raiz: porcerjtaje de | Hoja: porcerjtaje de N (nu'mero de CCl
re-aislamiento re-aislamiento mediciones)
Control de micelio de 54 0% 0% 50 2,82 £ 0,092
turba
Micelio de turba 54 67 % 20 % 38 3,57 +0,12°
Control de esporas de 54 0% 0% 56 3,27 £ 0,142
turba
Esporas de turba 54 67 % 25 % 34 3,78 +0,16°
Control de atomizacion | 54 0% 0% 60 3,97 £ 0,132
de micelio
Atomizacién de micelio | 54 33 % 45 % 48 5,84 + 0,44°
Control de atomizacion 0% 70 3,46 £ 0,102
de esporas
Atomizacion de esporas | 54 42 % 35% 64 2,99 +0,10°

Ejemplo 11: EI Colletotrichum tofieldiae aumentd el nimero de granos por mazorca y el peso por mazorca en las plantas
de maiz tratadas con el aislado CECT 20833 bajo riego normal y condiciones de riego limitadas.

Las semillas de maiz lavadas de la variedad FAO700 se inocularon por inmersiéon durante 16 h en una suspensién de
esporas a las 10° esporas/ml, sembradas en sustrato (turba y vermiculita en una relacion de 3:1) y mantenidas en una
camara de crecimiento controlada a 23 °C. Cuando las plantas tenian tres semanas de edad, fueron llevadas al campo,
donde fueron trasplantadas al suelo en cuatro filas separadas por 70 cm y con una distancia de 25 cm entre las plantas
dentro de cada fila. Las plantas control y las plantas inoculadas con C. fofieldiae fueron plantados en bloques al azar
dentro de cada fila. Después de un mes con riego normal (100 % de agua), dos de las filas fueron sometidas a riego
limitado con un riego de 30 % con respecto a las plantas control. Al final de la temporada de crecimiento, se registré el
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numero de granos por mazorca y el peso de cada mazorca. Los resultados se muestran en la Tabla 10. Las plantas
tratadas con C. tofieldiae mostré un aumento de granos de hasta 47 % y de peso promedio por mazorca de hasta 70 %
cuando las plantas fueron sometidas a riego limitado.

Tabla 10. Produccion promedio del nimero de granos (media + error estandar) y peso por mazorca (media + error
estandar) de plantas germinadas de semillas tratadas con una suspensién de esporas de C. tofieldiae bajo riego normal
y condiciones de riego limitadas. * El aumento en el porcentaje comparado entre plantas tratadas y no tratadas se
muestra entre paréntesis. Diferentes letras muestran diferencias significativas en ANOVA (P <0,05)

Tratamiento N |Numero de granos por mazorca | Valor-P |Peso promedio por mazorca |Valor-P

Riego normal (100 %)

Control 19 1439 £ 51 - 169 £ 19 -

C. tofieldiae Inoculacion |28 450 + 36 (2 %)~ 0,866 (21117 (25 %) 0,119
Riego limitado (30 %)

Control 17 |267 £ 27 - 102 + 24 -

C. tofieldiae Inoculacion |20 393 + 56 (47 %) 0,063 (173 £22 (70 %) 0,034 *

Ejemplo 12: Cuando Colletotrichum tofieldiae coloniza las plantas, produce un aumento en el nimero de granos por
mazorca y en el peso de las mazorcas por planta de maiz tratada con el aislado CECT 20833.

Las semillas de maiz lavadas de la variedad FAO700 se sembraron en el suelo en cuatro filas separadas por 70 cm y con
una distancia de 25 cm entre las plantas dentro de cada fila. Para la inoculacién con C. tofieldiae, Se depositaron 200
ml/semilla de mezcla de vermiculita turba en el fondo del surco de siembra a una concentracion de 10° UFC/ml que se
habia inoculado dos semanas antes con esporas con una concentracion de 108 esporas/ml del aislado CECT 20833. Las
plantas control y las plantas inoculadas con C. fofieldiae se sembraron en bloques al azar dentro de cada fila. Al final de
la temporada de crecimiento, se registré el numero de granos por mazorca. La PCR en tiempo real (RT PCR) del tejido
de las raices ortopédicas de las plantas de maiz se realizd en paralelo con los cebadores CT_RTPCR L (Sec. con num.
de ident.: 1) y CT_RTPCR_R (Sec. con num. de ident.: 2) especificos para C. tofieldiae. Los resultados se muestran en
la Tabla 11. Las plantas colonizadas con C. fofieldiae muestran una mayor produccion de mazorcas de hasta 43 % y una
mayor produccion de semillas de hasta 35 % cuando las plantas estan sujetas a riego limitado con un riego de 30 % con
respecto a las plantas control.

Tabla 11. Produccion promedio (peso de mazorca por planta (media + error estandar) y numero de granos por planta
(media * error estandar)) de plantas germinadas de semillas tratadas con una suspension de esporas de C. tofieldiae en
condiciones de riego normal. El aumento del porcentaje comparado entre plantas colonizadas y no colonizadas se
muestra entre paréntesis. Diferentes letras muestran diferencias significativas en ANOVA (P <0,05)

Grupo N |Peso promedio de mazorca por planta | Valor-P | Nimero promedio de granos por planta. | Valor-P

Control |26 237 19 - 574 £ 122 -
C. tofieldiae | 7 339 £ 76 (42 %) 0,063 775 + 48 (35 %) 0,079
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REIVINDICACIONES

Un método para aumentar la produccion de flores, semillas y/o frutas en una planta, que comprende la etapa de
poner en contacto dicha planta con una composicion, la composicion que comprende el microorganismo
Colletotrichum tofieldiae y/o filtrados de dicho microorganismo.

Método de acuerdo a la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho microorganismo es una cepa de
Colletotrichum tofieldiae seleccionado de los nimeros de identificacion de depdsito CECT 20833, CECT 20834,
CECT 20835 o CECT 20836.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque dicho microorganismo esta
en forma de esporas, hifas, micelio o esclerocios.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho contacto comprende
la aplicacion de la composicion a las semillas.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho contacto comprende
la aplicacion de la composicion a partes aéreas de la planta.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho contacto comprende
la aplicacion de la composicion a raices, bulbos o tubérculos de la planta.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho contacto comprende
la aplicacion de la composicion a un sustrato capaz de cultivar dicha planta.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque dicha composicion
comprende minerales, materiales organicos, compuestos organicos, compuestos inorganicos, diluyentes liquidos,
alcoholes, cetonas, aceites vegetales, hidrocarburos alifaticos, ésteres, dimetilsulféxido, acetonitrilo, agua,
tensioactivos aniénicos, tensioactivos no idnicos, tensioactivos cationicos, polimeros solubles en agua,
polisacaridos, conservantes, agentes colorantes y/o agentes estabilizantes.

Método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque dichos minerales se seleccionan del grupo que
consiste en arcilla, bentonita, calcita y mazorca de diatomeas; los materiales organicos se seleccionan del grupo
que consiste en polvo de maiz y polvo de piel de nuez; dicho compuesto organico es urea; dichos compuestos
inorganicos se seleccionan del grupo que consiste en carbonato de calcio, sulfato de amonio, éxido de silicio y
silicato de aluminio y magnesio; dichos diluyentes liquidos se seleccionan del grupo que consiste en hidrocarburos
aromaticos, hidrocarburos alifaticos, alcoholes, cetonas, aceites vegetales, ésteres, dimetilsulfoxido, acetonitrilo y
agua; dichos tensioactivos anionicos se seleccionan del grupo que consiste en sales de alquil ésteres de sulfato,
sales de alquilaril sulfonato, sales de dialquil sulfosuccinato, sales de ésteres de polioxietilen alquil éter fosfato,
sales de polioxietilen lignosulfonato y policondensados de formaldehido; dichos tensioactivos no ionicos se
seleccionan del grupo que consiste en éteres de alquilaril polioxietileno, copolimeros de bloques de
alquilpolioxipropileno y ésteres de acidos grasos de polioxietileno; dichos tensioactivos cationicos son sales de
alquil trimetilamonio; dichos polimeros son alcohol polivinilico soluble en agua o polivinilpirrolidona; dichos
polisacaridos se seleccionan del grupo que consiste en agar, acacia, acido alginico, sales de acido alginico,
carboximetilcelulosa y goma de xantana; y dichos agentes estabilizantes son acido isopropil fosfato o BHT.

Método de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado porque dichos hidrocarburos aromaticos se seleccionan
del grupo que consiste en xileno, alquilbenceno y metil naftaleno; dichos alcoholes se seleccionan del grupo que
consiste en 2-5 propanol, etilenglicol, propilenglicol y etilenglicol monoetiléter; dichas cetonas se seleccionan del
grupo que comprende acetona, ciclohexanona e isoforona; y dichos aceites vegetales son aceite de soja o aceite
de semilla de algodoén.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque dicha composicion
comprende sales de fertiriego de sustrato, fertilizantes, insecticidas, nematicidas, fungicidas, bactericidas y/o
herbicidas.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque dicha composicion es un
liquido, un sdlido, una pasta o un gel.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque dicha composicion es un
polvo, pildora, tableta, granulo o un concentrado emulsionable.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque dicho contacto comprende
la aplicacién por atomizacion, pulverizacion, inmersion, riego o empolvado.
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Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque dicha planta es una
gimnosperma o una dicotiledonea.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque dicha planta es de la familia
Brassicaceae.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque dicha planta es una
monocotiledonea.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque dicha planta es cebada
(Hordeum vulgare).

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque dicha planta es maiz (Zea
mays).

Material de propagacion de plantas que comprende una cepa de Colletotrichum ftofieldiae seleccionado de los
numeros de identificacion de depdsito CECT 20833, CECT 20834, CECT 20835 o CECT 20836.

Material de propagacion de plantas de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que dicho material se selecciona del
grupo que consiste en semillas, plantulas, plantas jovenes, esquejes, bulbos y tubérculos.

Sustrato para el cultivo de plantas que comprende el microorganismo Colletotrichum tofieldiae y/o dichos filtrados
de microorganismos.

Cepa del microorganismo Colletotrichum tofieldiae seleccionados de los nimeros de identificacion de deposito
CECT 20833, CECT 20834, CECT 20835 o CECT 20836.

Uso del microorganismo Colletotrichum tofieldiae y/o medios filtrantes de dicho microorganismo, para aumentar la
produccion de flores, semillas y/o frutas en una planta.

Uso del microorganismo Colletotrichum tofieldiae y/o medios filtrantes de dicho microorganismo para aumentar la
produccién de clorofila

Uso del microorganismo Colletotrichum tofieldiae y/o medios de filtrantes de dicho microorganismo para aumentar
la produccion de flores, semillas y/o frutas en una planta que esta bajo sequia o condiciones de riego limitadas.

Cebadores identificados por secuencias Sec. con num. de ident.: 1y 2.
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FIG. 1
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