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DESCRIPCION

Cepa del género Strepomyces y usos en agricultura

La presente memoria descriptiva se refiere, como su titulo indica, a una cepa del género
Streptomyces y a sus usos en agricultura. Se propone su uso como abono/fertilizante y/o

fitosanitario y/o bioestimulante frente al estrés biotico y abidtico.

La invencion que se presenta aporta como una de las principales ventajas, que el uso de
esta cepa presenta una alta eficacia en agricultura frente al uso de otros productos
abonos/fertilizantes y/o bioestimulantes y/o pesticidas quimicos cuya fabricacion y uso

danan el medio ambiente y la salud humana.

Campo de la invencion
La invencidon se encuadra en el campo de la agricultura, la microbiologia y los productos

fertilizantes y/o fitosanitarios y/o bioestimulantes.

Estado actual de la Tecnica
Estableceremos previamente una serie de definiciones para una mejor comprensién de esta

memoria descriptiva:

Abono o fertilizante: producto utilizado en agricultura o jardineria que por su aporte de
nutrientes, facilita el crecimiento de las plantas, aumenta su rendimiento y mejora la calidad
de las cosechas o que, por su accion especifica, modifica, segun convenga, la fertilidad del

suelo o sus caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas.

Nutriente: elemento quimico esencial para la vida vegetal y el crecimiento de las plantas.
Ademas del carbono (C), el oxigeno (O) y el hidrogeno (H), procedentes especialmente del
aire y del agua, los elementos nutrientes se clasifican en: nutrientes principales, nutrientes
secundarios y micronutrientes.

Nutrientes principales: exclusivamente, los elementos nitrégeno, fésforo y potasio.

Nutrientes secundarios: calcio, magnesio, sodio y azufre.
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Micronutrientes: los elementos boro, cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno y zinc,
esenciales para el crecimiento de las plantas, aunque en pequenas cantidades si se

compara con los nutrientes principales y secundarios.

Fitosanitario: sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir la accion de, o destruir
directamente, insectos, acaros, moluscos, roedores, hongos, malas hierbas, bacterias,
nematodos y otras formas de vida animal o vegetal perjudiciales para la salud publica y
también para la agricultura. Se incluye en este grupo los plaguicidas, defoliantes,

desecantes y las sustancias reguladoras del crecimiento vegetal o fitorreguladores.

Bioestimulante: es cualquier sustancia que, al aplicarse a las plantas, es capaz de mejorar la
eficacia de éstas en la absorcidn y asimilacion de nutrientes, la tolerancia a estrés bidtico o
abidtico o mejorar alguna de sus caracteristicas agrondmicas, independientemente del

contenido en nutrientes de la sustancia

Estrés bidtico: estrés causado en las plantas por seres vivos como virus, bacterias, hongos,

nematodos, asi como insectos y otras plantas.

Estrés abidtico: estrés causado en las plantas por causas no bidticas y que
fundamentalmente se deben a sequia, altas y bajas temperaturas, salinidad, metales
pesados, radiaciones ultravioleta, acidez del suelo, y aplicaciones de productos fitosanitarios

fundamentalmente.

Género: categoria de la clasificacidon biologica (categoria taxonémica) que se ubica entre la
familia y la especie, y que comprende una o mas especies morfologicamente similares
relacionadas filogenéticamente. Por “categoria taxondmica” se entiende el nivel de jerarquia

utilizado para la clasificacion de los organismos.

Nematodo: gusanos multicelulares que pertenecen al grupo de los helmintos. Pueden
encontrarse tanto en el agua como en medio terrestre. En referencia a los terrestres existen
nematodos bacterivoros, fungivoros, predadores de otros nematodos, parasitos de insectos,
de otros animales y parasitos de plantas (fitoparasitos). Para la presente memoria cuando
hablemos de nematodos nos referiremos a aquellos que viven en medio terrestre y tienen
una actividad parasita de plantas y se denominan en el campo agricola como “nematodos

fitoparasitos”.
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La moderna agricultura intensiva de hoy en dia depende del uso constante de producto
quimicos que buscan mejorar la productividad y la calidad de los productos agricolas. Sin
embargo, el uso continuo de todas estas sustancia quimicas esta generando serios
problemas ambientales. Cada dia aumentan las restricciones al uso de fertilizantes quimicos
que provocan contaminaciones en los rios y las tierras por exceso de nitrégeno o de fésforo,
presencia de metales pesados u otras sustancias contaminantes. Igualmente, el uso de
fitosanitarios con residuos peligrosos encuentra cada vez mayores problemas tanto desde el
nivel regulatorio como el del usuario. Todo ello, ha dado lugar a que muchos de los
productos existentes en el mercado han tenido o tendran que ser prohibidos y retirados del
mercado por su alta toxicidad para el ser humano o el medio ambiente o por la presencia de
residuos téxicos o por sus altos costes de fabricacion que no los hacen competitivos. Esto,
ha provocado que los agricultores tengan una limitacion en cuanto a los productos a utilizar

con las consiguientes pérdidas econdmicas.

Por todo ello, cualquier profesional del sector agricola sabe que el desarrollo de nuevas
sustancias y en concreto, el descubrimiento y desarrollo de nuevas cepas de
microorganismos O composiciones agricolas que no solo tengan un solo uso como
abonos/fertilizantes o fitosanitarios o bioestimulantes sino que tenga varios usos en un unico
producto y que ademas no deje residuos, sean seguros y competitivos desde el punto de

vista econémico es de gran interés para el sector.

Antecedentes de la invencién

Las actinobacterias son un grupo ubicuo de microorganismos ampliamente distribuido en los
ecosistemas naturales, se pueden encontrar en ambientes terrestres, acuaticos de agua
dulce y marina. En concreto, las bacterias del género Streptomyces se encuentran
libremente en el suelo. Alli entre otras acciones actuan en la descomposicién de residuos
organicos. Se han representado alrededor de 500 especies y producen mas del 80% de los
antibioticos conocidos asi como otras sustancias antitumorales y antiparasitarias. Desde
hace unos anos estas bacterias estan siendo utilizados y comercializados en el sector de la

agricultura.

En ese sentido, y aunque los Streptomyces son un grupo de actinobacterias considerados
como habitantes del suelo y han sido escasamente estudiados en el campo de la

biofertilizacion vegetal, se ha descrito algunos efectos como abonos/fertilizantes o efectos
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como bioestimulante frente a estrés bidtico o abidtico. Asi, algunas cepas de la bacteria
Streptomyces spp. son capaces de colonizar y crecer en asociacion con las raices de las
plantas incrementando significativamente el crecimiento y desarrollo de estas (Condori-
Pacsi, et al. IDESIA (Chile). 37: 109-116, 2019). En otros casos, se ha descrito como
productores de PGP (promotores del crecimiento vegetativo) (Minuto et al. Crop Proteccion.
25: 468-475, 2006).

En el aspecto fitosanitario, y como fungicida, en la actualidad, hay un total de 2 especies de
la bacteria Streptomyces spp. que estan registradas como fitosanitarios actuando frente a
hongos patégenos o bacterias en la UE. En ese sentido, la solicitud W02017/055939A1
describe el uso de la cepa Streptomyces Jofer como fungicida. La patente US53968503A
describe el uso de cepas de Streptomyces YCED9 en el control de patégenos de plantas
susceptibles de infecciones flungicas, particularmente en semillas y raices de pasto.
Igualmente, la patente US5527526A describe el uso de las cepas de Streptomyces
WYEC108 para la proteccion de plantas tales como semillas de garbanzos igualmente
contra infecciones fungicas. Otras solicitudes de patente como CN102206593A con el uso
de Streptomyces aureoverticillatus HN6 o CN102329755A con el uso de Strptomyces
ahygroscopicus BWL58 describe el uso de estas bacterias frente a problemas fungicos en

bananos.

En el aspecto fitosanitario y como nematicida, podemos indicar que se han descrito
numerosos microorganismos para el control de nematodos como Sphingobacterium
spiritivorum cepa C-926 y Corynobacterium paurometabolum C-924 (MX250042), Pasteruria
spp (MX193344), hongos del género Arthrobotrys (US4.666.714), Bacillus turingiensis
(US5.270.448), Pochonia chlamydosporia (US2009169518), Verticillium chlamydosporium
CC334168 (WO01991/001642) y Paecilomyces carneus (W02014/092529) y oftras.
Igualmente, dentro del género Streptomyces, algunas cepas de las especies Streptomyces
dicklowii (WO1993018135A1) y Streptomyces albogriseolus han mostrado actividad
nematicida. Finalmente, se ha descrito en la bibliografia trabajos cientificos de bacterias del
genero Streptomyces con efecto nematicida. Sin embargo, en este momento no hay ninguna
especie de bacteria del género Streptomyces que cuente con registro fitosanitario como

nematicida en la UE.

La cepa de Streptomyces presentada en esta memoria tiene numerosas ventajas, como que

esporula lo que favorece la produccidon de productos comerciales para su uso en agricultura
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con mayor tiempo de duracion frente a otros microorganismos que no tienen esta
caracteristica. Ademas, la cepa descrita no produce esptreptomicina, que es un antibidtico.
En muchas zonas del mundo como Europa no esta autorizado el uso de antibidticos en
agricultura por la posible contaminacién y creacion de resistencia en los microorganismos a
esas sustancias.

De la misma manera, la cepa de Streptomyces tiene otras claras ventajas como que no
produce residuos quimicos toxicos problematicos desde el punto de vista sanitario ni
contaminantes para el suelo o los cauces acuaticos. Ademas, la presente cepa tiene varios
usos conjuntos, presenta un uso como abonof/fertilizante y como fitosanitario y como
bioestimulante frente al estrés bidtico y abidtico. Todo ello hace que, mediante la utilizacién
de una sola cepa podamos sustituir el uso de numerosos productos con las ventajas

econdémicas y practicas que ello conlleva al agricultor.

Descripcion de la invencién

Para solventar la problematica existente en la actualidad en agricultura con el uso de
productos quimicos como fertilizantes, fitosanitarios y bioestimulantes con la problematica
de usar varios productos (cada uno con una funcién) y la produccion de contaminaciones
medioambientales o de residuos toxicos en su fabricacidon o uso, se ha ideado el uso en
agricultura de una nueva cepa del género Streptomyces no descrita hasta ahora en este

campo de aplicacion.

La cepa del género Streptomyces esta depositada en la Coleccién Esparnola de Cultivos
Tipo (CECT) con el numero de depédsito CECT30147, de ahora en adelante “cepa de la
invencién”. Se trata de una cepa aislada de un entorno natural a partir de muestras de

suelo.

La cepa del género Streptomyces de esta invencion no tiene capacidad de sintesis del
antibiotico estreptomicina. Tras el andlisis de la biosinteis de estreptomicina y de los genes
involucrados y el estudio del genoma de la cepa de la invencidon no se ha encontrado
homologia en el genoma. La conclusion indica que la cepa de la invencion no dispone de
todos los genes requeridos para la produccion de este antibidtico a partir de las rutas

biosintéticas.
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En una realizacién preferente, la cepa de la invencidén se encuentra en estado esporulado.
Se entiende por “estado esporulado” el estadio de la bacteria en el que éste se encuentra en

forma de espora.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion, de ahora en adelante
“‘composicion de la invencidon®’, que comprende entre otros elementos un elemento
seleccionado de la lista:

(a) Cepa de la invencion, preferente en estado esporulado.

(b) Productos del metabolismo (metabolitos) y/o de la cepa de la invencién.

(c) Una combinacion de (a) y (b).

Tal y como se utiliza en la presente invencion, el término “productos del metabolismo” o
“metabolitos” se refiere a cualquier molécula excretada por la cepa de la invencién al medio.
Ejemplos de estos metabolitos son, aunque sin limitarnos, aminoacidos, nucleétidos,
vitaminas, acidos organicos, alcoholes, como los polioles, azucares, como los polisacaridos,
antibiéticos, enzimas, tales como por ejemplo, aunque sin limitarnos, enzimas hidroliticas de

pared celular, etc.

La composicién de la invencion ademas comprende elementos necesarios para el
crecimiento y desarrollo de la cepa de la invencidén. Asi, dicha composicion comprende
aunque sin limitarnos, fuentes de carbono, sales minerales y/o nutrientes organicos y/o

inorganicos.

La composicion de la invencion puede presentarse en cualquier forma de presentacion
adecuada para su administracion o aplicacion en agricultura, por ejemplo, aunque sin
limitarse, en forma liquida o sdlida o sélida soluble en agua. Las formas de presentacion
liquidas o solida soluble en agua son adecuadas para su pulverizacién sobre el suelo, la
planta o el material vegetal o bien para crear una solucién en la que se sumerjan las plantas
o el material vegetal. La presentacion solida es adecuada para su dispersion sobre el suelo

en forma de polvo, granular, peletizado, etc.

Con respecto a la composicion de la invencién donde uno de los elementos sea acorde a lo
descrito en la lista (a), la cepa de la invencidén puede ser administrada sola tanto a las raices
como a la parte aérea de la planta, al material vegetal incluyendo de forma no limitativa a

semillas, hojas o frutos o al suelo.
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Con respecto a la composicion de la invencion donde uno de los elementos sea acorde a lo
descrito en la lista (b), una vez excretados, los productos del metabolismo de la cepa de la
invencion pueden ser aislados y aplicados, solos 0 en combinacién con la cepa (caso (c) de
la lista), directamente a la planta, tanto a las raices como a la parte aérea, al material

vegetal, incluyendo pero sin limitarnos semillas, hojas o frutos o al suelo.

Cuando los productos del metabolismo son administrados en combinacién con la cepa de la
invencion, el modo de administracion puede ser simultaneo o secuencial. O bien, la cepa de
la invencion puede ser administrada sola tanto a las raices como a la parte aérea de la
planta, al material vegetal incluyendo pero sin limitarnos semillas, hojas o frutos o al suelo,

de manera que se produzca dichos productos del metabolismo in situ.

El término “uso” o “tratamiento”, tal y como se entiende en la presente invencion, se refiere a
la utilizacion de la cepa de la invencién como abono/fertilizante y/o bioestimulante frente a
estrés bidtico o abidtico y/o como fitosanitario tal y como viene establecidos en las

definiciones de estos términos en la presente invencion.

La cepa de la invencién, y/o los productos de su metabolismo, o la composicion de la
invencion, pueden usarse para el tratamiento a una planta, a un suelo, o al material vegetal,
incluyendo pero sin limitarnos a semillas, hojas o frutos, en combinacién con uno o mas
agentes fertilizantes, y/o bioestimulantes y/o fitosanitarios de manera simultanea o

secuencial.

El modo de uso o tratamiento para la administracién de la cepa de la invencién, y/o de los
productos de su metabolismo, asi como de la composicién de la invencién, puede realizarse,
por ejemplo, aunque sin limitarnos, mediante el agua de riego, pulverizacién rociado,
revestimiento, fumigacion, impregnacion, mezcla con el sustrato, inmersion de la raiz de la
planta en una solucién que comprenda la cepa de la invencién, o esporas de la misma

pregerminadas, y/o los productos de su metabolismo, o la composicion de la invencion.

Ventajas de la invencion
Este uso novedoso de la composicién en base a una nueva cepa del género Streptomyces
para el tratamiento frente a problemas en agricultura aporta multiples ventajas sobre los

productos disponibles en la actualidad siendo la mas importante que presenta una alta
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eficacia agronémica y una multifuncionalidad frente a los productos de sintesis quimica que

se conocen actualmente para usos muy concretos y limitados.

Es importante destacar que la nueva cepa del género Streptomyces puede esporular lo que
da la posibilidad de producir productos comerciales de larga duracion, y ademas no produce
el antibidtico estreptomicina que es una claro inconveniente para el uso de otras cepas del

género Streptomyces en agricultura.

Ademas, cabe destacar la ventaja que supone que el uso de esta composicion presenta un
perfil toxicoldgico muy positivo segun los estandares internacionales comparado con otros
productos de sintesis quimica, gracias a la utilizacion de una cepa de un microorganismo de
origen natural. Ello puede llevar a declarar esta composicion como libre de residuos
fitosanitarios con las claras ventajas agricolas, sanitarias y econdémicas frente a los

productos de sintesis.

Igualmente, hay que destacar la ventaja que origina el uso de esta composicién ya que al no
contener productos quimicos de sintesis evita la introduccién de sustancias que pueden
actuar como contaminantes o incrementando la toxicidad o fitotoxicidad de la composicién

agricola.

Otra ventaja de esta nueva composicidén es que es mas econdmica frente a los quimicos

tradicionales que son utilizados como abonos/fertilizantes, bioestimulantes o fitosanitarios.

Ejemplos

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados, que ponen de
manifiesto la efectividad de la cepa y de la composicién de la invencion en los diferentes
usos descritos. Estos ejemplos especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion y se incluyen solamente con fines ilustrativos, por lo que
no han de ser interpretados como limitaciones a la invencidon que aqui se reivindica. Por
tanto, los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencioén, sin limitar el campo de

aplicacion de la misma.

Ejemplo 1: Estudio de la capacidad fertilizantes/bioestimulante de la cepa de la
invencion.

El objetivo del protocolo fue evaluar del potencial bioestimulante de la cepa de la invencion.

En concreto se estudio la capacidad de fijacién de nitrégeno. Esta capacidad no excluye que
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dicho microorganismo posea otras propiedades bioestimulantes que no se hayan estudiado

en este ejemplo.

Capacidad de fijacion de nitrégeno ambiental: Mediante este ensayo se evalua la

capacidad de la cepa de la invencion para fijar nitrdgeno ambiental. Para ello, se realizé una
siembra en triple estria partiendo de cultivo en placa fresco del aislado a estudiar. Al mismo
tiempo se realizd un control positivo con cepas de referencia con capacidad de fijar
nitrégeno para comprobar el funcionamiento adecuado del método y el buen estado del

medio de cultivo.

Resultados:

Los resultados de la placa indican que el cultivo de la invencion dio los mismos resultados
que el control positivo y podemos concluir que es capaz de fijar nitrégeno ambiental lo que

es una caracteristica muy importante como abono/fertilizante o bioestimulante.

Ejemplo 2: Estudio de la actividad quitinolitica in vitro de la cepa de la invencion.

El objetivo del protocolo fue evaluar la actividad quitinolitica de la cepa de la invencién en
substratos determinados. Las enzimas quitinoliticas son producidas por algunos
microorganismos en condiciones de ausencia de nutrientes y esta favorecida por la
presencia en el medio de estructuras de quitina complejas (como es el caso de la pared de
los nematodos). Con ello, se mide el potencial nematicida de la cepa de la invencién. El
método permite comparar microorganismos entre si no solo desde el punto de vista

cualitativo sino también cuantitativo.

Los sustratos analizados fueron los siguientes:

4-Nitrophenyl N,N’-diacetyl-B-D-chitobioside: Un sustrato adecuado para actividad
exoquitinasa
4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide: Un sustrato adecuado para actividad
exoquitinasa
4-Nitrophenyl B-D-N,N’,N”-triacetylchitotriose : Un sustrato adecuado para actividad

endoquitinasa

10
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La actividad de la cepa de la invencion fue comparada frente un microorganismos control
que esta descrito que tiene actividad quitinolitica y con denominacion Serratia marcenses
CECT846.

Resultados:
A continuacién, se muestra una tabla resumen de la actividad quitinolitica. La actividad

quitinolitica indicada es la suma de las actividades en los 3 substratos indicados.

Actividad quitinolitica
Muestra (U/ml)
Standar. Serratia marcenses CECT846 0.188
Streptomyces spp, cepa de la invencion. 0,4607

Los resultados indican la alta actividad quitinolitica lo que indica un elevado potencial como

producto nematicida.

Ejemplo 3: Estudio de la eficacia nematicida de la cepa de la invencién.

El objetivo del protocolo fue evaluar el modo de accién y la eficacia de la actividad frente a
huevos y juveniles (J2) de los nematodos del genero Meloidogyne incognita y del género
Pratylenchus penetrans en condiciones in vitro. Las composiciones analizadas fueron dos.
Composiciéon compuesta por la bacteria (Streptomyces) mas el caldo de fermentacion
(metabolitos) y la composicién unicamente compuesta por el caldo de fermentacién sin la

presencia de la bacteria de la cepa de la invencion (Streptomyces).

Ensayos con huevos de los nematodos del genero Meloidogyne incognita y del

género Pratylenchus penetrans

Los ensayos fueron realizados en condiciones in vitro en placa de Petri con discos que
contenian los huevos. 100 huevos fueron aplicados en cada placa de Petri correspondiente
a cada uno de los géneros de nematodos estudiada. Posteriormente, se aplicaron las

composiciones indicadas y se mantuvieron a la temperatura ambiente del laboratorio (22°C)

11
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durante 7 dias. Posteriormente las muestras fueron estudiadas mediante un microscopio. Se

evaluaron los huevos no eclosionados y la presencia de juveniles tras el tiempo de estudio.

En todos los casos se introdujo un muestra sin tratamiento y otras que actuaron como

controles para comprobar que buen funcionamiento del método y del ensayo.

Resultados:

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las eficacias.

Muestra Huevos de Juveniles (J2) Huevos de Juveniles (J2)
Meloidogyne de Meloidogyne Pratylenchus de Pratylenchus
incognita incognita penetrans penetrans
eclosionados inmovilizados o eclosionados inmovilizados o
(%) muertos (%) muertos
(%) (%)
No tratado. 77.0 0.00 30.25 21.30
Composicion
control positivo de
microorganismos 61.7 72.5 0.0 93.3
mas caldo de
fermentacion.
Composicion
control positivo 443 444 0.0 92.0
del caldo de
fermentacion.
Composicién de
Strptomyces mas
caldo de 83.7 89.3 0.00 100.0
fermentacion.
Composicién de
la cepa de
invencion con el 53.0 89.3 2.84 100.0
caldo de
fermentacion sin
la presencia
Streptomyces.
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Los resultados indican alta eficacia como nematicida de la cepa de la invencion en las dos

composiciones testadas en el ejemplo.
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REIVINDICACIONES

1 — Cepa del género Streptomyces depositada en la Colecciéon Espanola de Cultivos Tipo
(CECT) con el numero de depdsito CECT30147.

2 — Cepa del género Streptomyces, segun la reivindicacion 1, caracterizada porque se

encuentra en estado esporulado.

3 — Composicion caracterizada porque comprende una cepa del género Streptomyces

segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2.

4 — Composicion caracterizada porque comprende el caldo de fermentacion de la cepa del

género Streptomyces segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2.

5 — Composicién caracterizada porque comprende una combinacién de una cepa del
género Streptomyces segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 y el caldo de
fermentacion de la cepa del género Streptomyces segun cualquiera de las reivindicaciones 1
6 2.

6 — Composicién, segun cualquiera de las reivindicaciones 3, 4 y 5, caracterizada porque

es liquida.

7 — Composicién, segun cualquiera de las reivindicaciones 3, 4 y 5, caracterizada porque

es solida.

8 — Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicion segun cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se aplica en agricultura.

9 — Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicion, segun la reivindicacién 8,

caracterizado porque el uso es como abono/fertilizante en agricultura.

10 — Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicion, segun la reivindicacion 8,

caracterizado porque es como bioestimulante en agricultura.
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11 - Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicién, segun la reivindicacion 8,

caracterizado porque es como fitosanitario en agricultura.

12 - Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicion, segun la reivindicacion 8,
caracterizado porque es la prevencion y/o tratamiento de afecciones provocadas por

nematodos en agricultura.

13 - Uso de la cepa del género Streptomyces o de la composicion, segun la reivindicacion
12, caracterizado porque el tratamiento contra los nematodos se realiza sobre cultivos
elegidos del grupo formado por banano, platano, uva de mesa, uva de vinificacién, arboles

frutales, citricos, fresa, horticolas y soja.
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