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La presente invencion se refiere al uso de Paecilomyces carneus para la prevencion y/o control y/o erradicacion de nematodos
fitoparasitos, endoparasitos migratorios y sedentarios, semiendoparasitos y ectoparasitos migratorios y sedentarios de las familias
Anguinidae, Aphelenchidae, Aphelenchoididae, Criconematidae, Dolichodoridae, Hemicycliophoridae, Heteroderidae,
Hoplolaimidae, Iotonchidae, Neotylenchidae, Pratylenchidae, Sphaerulariidae, Tilenchidae y Tylenchulidae: Sub-orden
Tylenchina; Longidoridae: Sub-orden Dorylaimina; Trichodoridae: Sub-orden Diphtherophorina. Las composiciones y procesos,
producto de la presente invencion son ttiles en la prevencion y/o control y/o erradicacion de nematodos fitoparasitos que infectan
y/o infestan a la gran mayoria de cultivos para consumo animal y humano, al mismo tiempo que se generan las condiciones
optimas en el suelo para mejorar el rendimiento del cultivo, con la alternativa de obtener productos orgéanicos.
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BIOCONTROL DE NEMATODOS FITOPARASITOS MEDIANTE PAECILOMYCES

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere al uso de
Paeqilomyces carneus para la prevencidén y/o control y/o
erradicacién de nemdtodos fitoparédsitos, endoparésitos
migratorios y sedentarios, semiendopardsitos y

ectoparésitos migratorios y sedentarios de las familias

Anguinidae, . Aphelenchidae, Aphelenchoididae,

Criconematidae, Dolichodoridae, Hemicycliophoridae,
Heteroderidae, Hoplolaimidae, Iotonchidae, Neotylenchidae,
Pratylenchidae, Sphaerulariidae, Tilenchidae v
Tylenchulidae: Sub-orden Tylenchina; Longidoridae: Sub-
orden Dorylaimina; Trichodoridae: Sub-orden
Diphtherophorina. Las composiciones y procesos, producto de
la presente invencidén son utiles en la prevencién y/o
control y/o erradicacidén de nematodos fitoparésités que
infectan y/o infestan a la gran mayoria de cultivos para
consumo animal y humano, al mismo tiempo que 'se generan las
condiciones éptimas en el suelo para mejorar el rendimiento

del cultivo, con la alternativa de obtener productos

organicos.

Antecedentes de la Invenciédn

Las plagas, son un factor bioldgico que dafia a los
cultivos sin importar la regidén donde se encuentren. El1
dafio causado por las plagas en los cultivos reduce la
calidad del producto y la cantidad de produccidén ya que le

impiden a las plantas tener un O6ptimo desarrollo vy,
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dependiendo de la plaga y el nivel de infestacidén de éstas
pueden llegar a causar la muerte del hospedero.

Dentro de las plagas que afectan a los cultivos de
manera significativa, tanto en calidad, como en cantidad,
son los nematodos fitoparasitos, los cuales son
microscoépicos y dependiendo de su ciclo de vida afectan a
la planta en diferentes formas. Algunos de los dafios que
provocan en los cultivos son: marchitez, clorosis,
enanismo, raquitismo, defoliacién, falta de vigor, necrosis
de las partes afectadas resultando en un cultivo débil o 1la
muerte del mismo y, por lo tanto pérdida en la produccién.
En el esfuerzo para controlar las plagas que atacan a los
cultivos, los agricultores se ven en la necesidad de
utilizar plaguicidas guimicos, algunas de las desventajas
que presentan éstos es el alto riesgo que representan al
momento de su aplicacidén; la presencia de éstos en los
productos alimenticios puede resultar en dafios a la salud
de los consumidores; asimismo la modificacién del pH vy
contenido de minerales en cantidades fitotdéxicas como
consecuencia de la aplicacidén excesiva de plaguicidas
quimicos deriva en la pérdida de la fertilidad del suelo;
también pueden tener un efecto en la calidad del producto;
asi como la generacidén de resistencia de las plagas a los
agentes quimicos lo que resulta en la necesidad de aplicar
mayor cantidad de los mismos.

En el estado de la técnica, se describen diferentes
métodos para el control de nemdtodos, entre ellos se
encuentran métodos quimicos como pueden ser: uso de 2R, 5R-
dihidroximetil-3R,4R-dihidroxipirrolidina (No. Pat.

WO/1999/ 059414); un agente gquimico con la férmula

PCT/MX2013/000163
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condensada C27H3009 (No. Pat. W0/1993/002083); al uso de
Fluopiram para el control de nematodos (No. Pat.
WO/2012/038476); composicién de fertilizante a base de 1 a
70% de hipofosfito de potasio y fosfito de amonio, 1-30% de
fertilizante bdérico (No. Pat. CN101492323), entre otras.

Por otra parte, existen métodos bioldbgicos donde se
emplean microorganismos para el control de nematodos, entre
éstos se encuentran: Sphingobacterium cepa spiritivorum C-
926 vy Corynobacterium paurometabolum C-924 (No. Pat. MX
250042); Pasteuria spp. (No. Pat. MX 193344); hongos del
género Arthrobotrys (No. Pat. US 4,666,714); Bacillus
thuringiensis (No. Pat. Uus 5,270,448); Streptomyces
dicklowii ATCC 55274 (No. Pat. US 5,549,889); hongo
Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia (No. Pat.
US2009169518); Verticillium chlamydosporium CC 334168 (No.
Pat. W0O/1991/001642), entre otras.

Otra opcién es la combinacién de compuestos gquimicos
con agentes biolégicos como pueden ser: Buprofezina vy
Paecilomyces sp. (No. Pat. US 5,885,598); Silafluofen y/o
Eﬁofenprox con Paecilomyces sp. (No. Pat. US 5,888,989),
entre otras. Por uUltimo, se encuentran los métodos que
implican la modificacién genética para generar cultivos
resistentes a los nemdtodos tal y cémo los descritos en los
siguientes documentos de patente: GEP20002245, us
6,294,712, US 7,576,261, CN1903014, WO/2003/080838, entre
otros.

Las desventajas que se han observado en los métodos
quimicos son los descritos anteriormente por la aplicacidn
de nematicidas; en cuanto a la combinacién de agentes

quimicos con agentes bioldgicos, aun cuando en ocasiones se
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logra disminuir la cantidad del agente quimico, las
desventajas no desaparecen; la modificacién genética de los
cultivos para crear cultivos resistentes, es una opcidn
que, ademads de un costo elevado, presenta el riesgo a
largo plazo para los consumidores ya que no se puede tener
la seguridad de la implicacién que tendrd el consumo de
dichos productos a largo plazo.

En la actualidad, los métodos bioldgicos son de 1los
mas aceptados y convenientes ya que se utilizan
microorganismos que son inocuos para el consumidor final y
ayudan a conservar la calidad de los suelos, de los
cultivos y por lo tanto del producto final.

En la actualidad, el hongo del género Paecilomyces
spp. se emplea como nematicida ya gque ataca a los nematodos
de una manera efectiva y sin daﬁaf los cultivos, los
documentos de patente US 7,435,411 B2, CN101418264 y US
20050008619 describen el wuso de una composicidén que
contiene Paecilomyces lilacinus para el control de plagas
en suelo; los documentos de patente Us 5,989,543,
CN101422168, DE102005024783, CN101081982, CA2059642, US 5,
360,607, US 5, 989,543, CN101518265 describen el uso de
Paecilomyces lilacinus; Paecilomyces fumosoroseus,
Paecilomyces lilacinus 251, Paecilomyces lilacinus 252,
Paecilomyces lilacinus 253, y Paecilomyces lilacinus 254;
y, Paecilomyces cicadae para el control de nematodos vy,
finalmente, en la solicitud de patente MX/a/2011/004510 se
describe el uso de Paecilomyces carneus cepa I1E-431 para
la prevencién y/o control y/o erradicacién de nemétodos
formadores de guistes en cultivos de Solanéaceas.

Entre los nemdtodos de mayor riesgo para los cultivos

PCT/MX2013/000163
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se encuentran los agalladores del género Meloidogyne spp.,

entre otros; los lesionadores y barrenadores de raiz que

son endoparésitos migratorios entre los que se encuentran

los nemadtodos de los géneros Ditylenchus spp., Pratylenchus

5 spp. y Radopholus spp., entre otros; Yy ectoparasitos

sedentarios y migratorios entre los gue se encuentran los
Helicotylenchus

géneros SppP .,

En la

nemdtodos de los

Criconemoides spp. y Xiphinema spp., entre otros.

Tabla 1 se muestran los principales cultivos gue son

10 afectados por dichos nematodos:

Tabla 1. Cultivos afectados por nematodos

[2)
a ] [}
Nombre comiin Nombre Cientifico .§ E E‘ 5 .§. %‘ E §‘
S F s 8 3 od %%
$ 5 g 3 @ & % 4
g Q
Acelga Beta vulgaris
Agave Agave atrovirens X X
Aguacate Persea americana X
Ajo Allium sativum X
Alfalfa Medicago sativa X X
Algodén Gossypi um hirsutum X X
Anonas Anona spp.
Arbol del caucho Hevea brasiliensis
Arroz Oryza sativa X
Avena Avena sativa X
Bambui Bambusa spp.
Begonia Begonia spp. X
Berenjena Solanum melongena X
Cacahuate Arachis hypogea X
Café Coffea ardbica X
Cacao Theobroma cacao X
Calabazita Cucurbita pepo %
Casuarina Casuarina spp.
Camelia Camelia spp. X
Camote Ipomea batatas X
Canela Cinnamomum zeylanicum
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Tabla 1. Cultivos afectados por nematodos (Continuacién)

* 3 'g -§ ) ] 2
8§ § 3 3 § § 2
Nombre comin Nombre Cientifico :8 §| E.' g .‘é‘ K E g
S A A
$ 5 3 % & 8 d
L]
Cafta de azucar Sacharum officinarum X X X X
Cartamo Carthamus tinctorius X
Cebolla blanca Allium cepa X X X
Cedro Chamaecyparis spp. X
Citricos Citrus spp. X X X X X X X
Cocotero Cocos nucifera X
Coliflor Brassica oleracea var. Botrytis X X X X X
Clavel Dianthus caryophyllus X X X X
Crysantemo Chrysantemum morifolium X
Chayote Sechium edule X X
Chile Capsicum annum X X X X
Durazno Prunus persica X X X X X
Epazote Chenopodium ambrisioides X
Espinaca Spinacea oleracea X
Estropajo Lufa cylindrica X
Fresa Fragaria spp. X X X X X X
Fresno blanco Fraxinus americana X
Frijol Phaseolus vulgaris X X X X %X
Gardenia Gardenia jasminoides X X
Garbanzo Cicer arietium b4 X
Gladiola Gladiolus spp. X
Guayaba Psidium guajava spp. X
Haba Vicia faba X
Higo Ficus carica X
Jicama Pachirizus angulatus X
Lechuga Lactuca sativa X X X
Limén Citrus limdn X
Maiz Zea mays X X X X X
Manzano Malus spp. X X X X
Mango Manguifera indica X X X X
Margarita Aster spp. X
Margariton Chrysantemum mdximum X X
Melén Cucumis melo X X X X X
Menta Mentha piperita X X X X
Name Dioscorea spp. X
Wogal Juglans regia X X X X X
Nopal Opuntia spp. X X
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Tabla 1. Cultivos afectados por nematodos {(Continuacién)
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Y 2 a
£ 2 ¢ 3 &8 ¢ :
B ¢ 8 3 o B g £
Nombre comun Nombre Cientifico it ¢ By % < 8 E b
4 % 8§ &8 & o o
e & § § 3 7 & b
T8 4 ¥ 0§ & ® 3
= &4 3 # = 3
3]
Okra Abelmoschus esculentus
Papaya Carica papaya X
Papa Solanum tuberosum X X X X X X
Pasto Echinocloa spp. X X X X
Pepino Cucumis sativus X X
Platano Musa spp. X X X X X X
Pimienta gorda Pimenta dioica X
Pino Pinus spp X X
Pino de México Pinus hartwegii
Pifia Ananas comunus X X X X X
Pemelo Citrus maxima X
Sandia Citrullus lanatus X X X
Sauce blanco Salix alba X
Soxrgo Sorghum vulgare X X X
Soya Glycine max X X X
Tabaco Nicotiana tabacum X X X X
Tomate Lycopersicon esculentum X X X X
Tomate de cascara Physalis spp. X X
Trigo harinero Triticum aestivum X X
Trigo Fagopyrum escullentum X
viad Vitis vinifera X X X X
Vinca de Madagascar Vinca rosea X
Violeta africana Saint paulina spp. X
Zanahoria Daucus carota X
Los nemédtodos endoparédsitos sedentarios son aquellos

10

que deforman las raices de diversos cultivos debido a que
inducen el crecimiento excesivo de las células en el sitio
lo cual ocasiona la

de alimentacién dentro de la raiz

formacién de agallas (Meloidogyne spp.) .
Los nematodos endoparédsitos migratorios se introducen
completamente en la raiz de su hospederoc, desplazandose en

el cértex y alimentdndose del citoplasma de las células
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causando gran destruccidn de tejidos por lo que atrofian el
sistema radicular de las plantas (Ditylenchus spp.,
Pratylenchus spp. y Radopholus spp., entre otros).

Los nematodos semiendopardsitos se fijan profundamente
a la planta hospedera, dejando parte del cuerpo expuesto al
exterior. Los Jjuveniles se liberan al éuelo al eclosionar
para posteriormente fijarse a la raiz de la planta
(Heterodera spp. y Punctodera spp., entre otros).

Los nemdtodos ectopardsitos sedentarios introducen
solo la parte cefdlica de su cuerpo en la planta hospedera
y no suelen desprenderse salvo para la reproduccién.
Ovipositan directamente en el suelo (Helicotylenchus spp.,
Tylenchorhynchus spp. y Criconemoides spp., entre otros).

Los ectoparédsitos migratorios se alimentan en un sitio
durante un tiempo corto y Unicamente introducen el estilete
en la raiz de la planta. Algunos inducen la formacién de
sincitios; célula multinucleada con hiperplasia donde se
alimenta el nemdtodo (Xiphinema spp., Longidorus spp. y
Trichodorus spp., entre otros).

La agricultura constituye el sector productivo mas
importante en la mayoria de los pailses, donde ocupa un
lugar importante en la generacidén de empleos, el aumento
general de los ingresos agricolas es condicién necesaria
para estimular el crecimiento del conjunto de la economia,
incluidos los sectores no agricolas que venden - sus
productos y servicios a la poblacién rural.

México cuenta con un territorio nacional de 198
millones de hectdreas de las cuales 145 millones se dedican
a la actividad agropecuaria, es por esto que la agricultura

representa un sector productivo importante, con una

PCT/MX2013/000163
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participacién del 4% en el Producto Interno Bruto nacional,
es una actividad fundamental en el medio rural, en el cual
habita todavia una parte altamente significativa de la
poblacidén nacional.

Las diferencias <climdticas entre las diferentes
regiones del mundo e inclusive, entre las regiones de cada
pais son significativas en cuanto a clima y ecosistema, por
lo que el control de plagas en los cultivos de dichas
regiones es de vital importancia para que los agricultores
sean competitivos a nivel nacional e internacional.

Por lo anterior, es necesario contar con un método de
control de plagas tal gue funcione en diferentes
condiciones del suelo y del ambiente, que ademas no afecte

la calidad del producto ni la salud de los productores y/o

consumidores, en la presente invencidén se describe el uso

de un hongo para el control de nemdtodos que presenta una

eficacia y eficiencia sobresalientes y de bajo costo.

Objeto de la Invencidn

La presente invencidén se refiere al uso de la cepa
biolbgicamente pura de Paecilomyces carnheus, RGM2140
depositada en la Coleccidén Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos, asi como las composiciones, métodos y uso para
la prevencién y/o control y/o erradicacién de nematodos
fitoparasitos endoparédsitos migratorios y sedentarios,

semiendopardsitos y ectopardsitos migratorios y sedentarios

de las Familias Anguinidae, Aphelenchidae,
Aphelenchoididae, Criconematidae, Dolichodoridae,
Hemicycliophoridae, Heteroderidae, Hoplolaimidae,

Iotonchidae, Neotylenchidae, Pratylenchidae,

PCT/MX2013/000163
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Sphaerulariidae, Tilenchidae y Tylenchulidae: Sub-orden
Tylenchina; Longidoridae: Sub-orden Dorylaimina;
Trichodoridae: Sub-orden Diphtherophorina, que infectan y/o
infestan cultivos con la finalidad de obtener productos

inocuos de calidad para consumo animal y humano.

Breve Descripcidén de las Figuras de la Invencién

FIGURA 1. Meloidogyne spp. parasitada por Paecilomyces
carneus cepa IE-431,

FIGURA 2. Desarrollo de Paecilomyces carneus cepa
RGM2140 sobre Pratylenchus spp. a las 72 hrs

FIGURA 3. Desarrollo de Paecilomyces carneus cepa
RGM2140 sobre Pratylenchus spp. a las 120 hrs.

FIGURA 4. Grafica de Patogenicidad de Paecilomyces
carneus cepa RGM2140 sobre Hoplolaimus spp.

FIGURA 5. Grafica de Patogenicidad de Paecilomyces

carneus cepa RGM2140 sobre Criconemoides spp.

Descripcién Detallada de la Invencién

La presente invencidén se relaciona al uso y aplicacién
de una o més células de Paecilomyces carneus para el
control y/o prevencién vy/o erradicacién de nemdtodos
fitoparasitos de los grupos de: endopardsitos migratorios
y/o endopardsitos sedentarios y/o semiendoparasitos y/o
ectopardsitos migratorios y/o ectopardsitos sedentarios de
las Familias Anguinidae, Aphelenchidae, Aphelenchoididae,
Criconematidae, Dolichodoridae, Hemicycliophoridae,
Heteroderidae, Hoplolaimidae, Iotonchidae, Neotylenchidae,
Pratylenchidae, Sphaerulariidae, Tilenchidae Y%

Tylenchulidae: Sub-orden Tylenchina; Longidoridae: Sub-

PCT/MX2013/000163
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orden Dorylaimina; Trichodoridae: Sub-orden
Diphtherophorina gque infectan y/o infestan los suelos de
cultivos.

Las cepas de Paecilomyces carneus 1E-412, IE-416, IE-
418 (RGM2140), IE-419, IE-431, IE-451 y IE-452 se
encuentran registradas, conservadas y almacenadas en el
cepario de hongos del Instituto de Ecologia A.C. (INECOL),
la produccién y/o aislamiento y/o mantenimiento de dichas
cepas se lleva a cabo mediante su reproduccidén en un medio
de cultivo sélido constituido por al menos una fuente de
nitrégeno y/o al menos una fuente de carbono y/o por una o
mas sales minerales y/o al menos un vehiculo apropiado y/o
al menos un agente antibidético y/o al menos un agente
potenciador del crecimiento. La temperatura de incubacién
del hongo en el medio de cultivo se encuentra entre 13°C y
37°C.

La propagacién y/o reproduccidn del hongo consiste en
la inoculacién de células en composiciones de medios
sélidos o liguidos que comprenden uno o mas aminodcidos
y/0 uno o més carbohidratos de cadena larga y/o una o méas
sales minerales y/o uno o mas vehiculos y/o uno o méas
agentes antibidticos y/o uno o méds agentes reguladores de
pH en cantidades suficientes. El cultivo es fijo o estatico
y con oxigenacién ininterrumpida en un porcentaje entre el
40%5 y 90% de contenido de oxigeno para permitir el
desarrollo Sptimo del hongo Paecilomyces carneus.

El mecanismo de accién de Paecilomyces carneus se
caracteriza por la producciédn de enzimas especificas que le
permiten degradar la cuticula y penetrar al interior del -

nematodo en cualguiera de sus estadios (huevos juveniles vy
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adultos, entre otros) donde crece y se reproduce hasta
provocar la muerte de los diferentes grupcs taxondémicos de
nematodos fitoparasitos.

La cepa RGM2140de Paecilomyces carneus se caracteriza
por presentar la secuencia de nucledtidos de DNA codificado
gque se presenta a continuacidn:

GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCCTGTGAACTTATACCATTTA
CTGTTGCTTCGGCGGGTCACGGCCCCGGGGAAGGACAGCGGTCGCCGTCAGGCCTCAGC
TGCCCGCCCCCGGAAACAGGCGCCCGCCGGGGAACTCARACTCTTCTGTATTTCTTTAT
CTAATATATACTGTCTGAGTAAAAACTAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGTCCCCTGTGGACTCGGTGTTGGGGACCGG
CGAGACAGCCGCGGATCTTCTTCCGCAGCGAGTCGCCGCCCCCCARATGACTTGGCGGE
CTCGTCGCGGCCCTCCTCTGCGTAGTATAGCACACCTCGCAACAGGAGCCCGGCGAATG
GCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTCAGAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCA

La cepa RGM2140 de Paecilomyces carneus presenta las
siguientes caracteristicas estructurales:

Micelio con crecimiento radial, conididéforos erectos,
en PDA crece 12 mm en 10 dias, micelio blanco velloso
polvoso, en EMA crece de 9 a 11 mm en diez dias. En ambos
medios tifie el reverso de la placa de medio de cultivo de
color verde oscuro 29F8 de acuerdo a la carta de colores
Farver y Farver de Wanscher y Kornerup de 1961. Micelio
blanco, textura filamentosa polvosa. En agar avena (AA)
crece 18 a 20 mm en diez dias. Micelio con textura polvosa
debido a la esporulacidén, la cual se torna de blanca a
ligeramente rosdcea 7A2 en AA en un tiempo mayor a 55 dias

después de inoculados. Tifie ligeramente el medio de cultivo
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en el reverso de la caja de amarillo grisadceo 3C3 & 3C4 de
manera irregular después de 35 dias, y en las partes mas
viejas de color verde olivo 3E7. Células conididgenas en
forma de botella, adelgazéndose hacia la punta en un cuello
muy delgado, monofialidicas, o) en verticilios bien
definidos de 2 a 5 células, aunque predominan los grupos de
3 a 4 células, con una longitud minima de: 7.2 a 8.8um; la
longitud mé&s frecuente es de: 9.6 a 10.4pm y la mayor
longitud estd entre: 11 a 14.4 um. El ancho es de 1.6 a
2.4pm. Conidios subglobosos, elipsoidales a esféricos,
equinulados, dispuestos en cadenas. Las esporas miden de
2.4 a 4.0pm de longitud y de ancho 1.6 a 2.4pm. En discos
de bmm, la esporulacidén es de 25 x 10° esporas.

La cepa RGMZ2140, de Paecilomyces carneus producto de
esta invencidén, se caracteriza por contar con la capacidad
de infectar y/o infestar nemdtodos fitopardsitos de los
grupos de: endopardsitos migratorios y/o endoparasitos
sedentarios y/0 semiendopardsitos y/o ectoparésitos
migratorios y/o ectoparasitos sedentarios de la
clasificacién de acuerdo con el andlisis molecular
propuesto por De Ley P. y Blaxter. M. en el 2004, de las
siguientes familias: Anguinidae y/o Aphelenchidae vy/o
Aphelenchoididae y/o Criconematidae y/o Dolichodoridae y/o
Hemicycliophoridae y/o Heteroderidae y/o Hoplolaimidae y/o

Iotonchidae vy/o Neotylenchidae vy/o Pratylenchidae y/o

- Sphaerulariidae y/o Tilenchidae vy/o Tylenchulidae: Sub-

orden Tylenchina; y/o Longidoridae: Sub-orden Dorylaimina;
y/o Trichodoridae: Sub-orden Diphtherophorina.
Durante la investigacidén del uso y la aplicacidn de la

cepa IE-431 de Paecilomyces carneus para el control y/o
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prevencién y/o erradicacién de nemdtodos fitoparésitos
endopardsitos migratorios y sedentarios, semiendoparésitos
y ectopardsitos migratorios y sedentarios, se determind que
dicha cepa aun cuando infecta a dichos nemétodos, requiere
de minimo 15 dias para la infeccidn sin controlar vy/o
erradicar los nemdtodos, excepto en el caso de Meloidogyne
spp. De manera sorprendente y no esperada se determind que
la cepa RGM2140 de Paecilomyces carneus infesta y/o infecta
a los nematodos fitopardsitos en un tiempo menor a 72
horas, controlando y/o erradicando a 1las familias de
nemdtodos antes mencionadas.

Una primera etapa de evaluacidén de la efectividad vy
eficacia de la cepa RGM2140 de Paecilomyces carneus, se
realizé colocando células (conidiosporas y/o blastosporas
y/o fragmentos de hifas) en suspensién de Paecilomyces
carneus RGM2140 en contacto con nematodos endoparasitos
migratorios y sedentarios, semiendopardsitos y
ectopardsitos migratorios y sedentarios entre los gue se
encuentran: Meloidogyne spp., Pratylenchus spp., Radopholus
spp., Helicotylenchus spp., Criconemoides spp.; Hoplolaimus
spp.; Xiphinema spp. y, de manera separada, se colocaron
los mismos nematodos en contacto con Paecilomyces carneus
cepa IE-431.

Los resultados de esta primera etapa, para la cepa de.

" Paecilomyces carneus IE-431 fueron los siguilentes:

1. Se reduce ‘la viabilidad de las masas de huevos,
juveniles y adultos de nemédtodos del género Meloidogyne
sSpp-

2. A las 24 horas de haber sido puestos en contacto,

el hongo germind y penetrd al hospedero.
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3. A las 72 horas el micelio se encontrd en
desarrollo tanto en el interior como en el exterior de las
masas de huevos y hembras de Meloidogyne spp.

4, A las 120 horas el hongo invadid completamente el
total de la masa de huevos y el interior de las hembras de
Meloidogyne spp. (Figura 1).

Los resultados de esta primera etapa, para la cepa IE-

431 de Paecilomyces carneus con Pratylenchus spp.,

Hoplolaimus spp. Yy Criconemoides spp. fueron los
siguientes:
1. A las 120 horas de haber sido ©puestos en

2
contacto, se visualizd algunas esporas del hongo germinando

sobre la cuticula del nemdtodo.

2. A los 15 dias, el micelio se encontrd con un
incipiente desarrollo en el exterior del nemdtodo, por lo
gue no es posible el control y/o erradicacidén del mismo.

Los resultados de esta primera etapa, para la cepa de
Paecilomyces carneus RGM2140 con Pratylenchus spp. fueron
los siguientes:

1. A las 48 horas de haber sido puestos en contacto,
el hongo germind y penetrd al nemdtodo.

2. De 72 (Figura 2) a 120 horas (Figura 3) el
micelio se encontrd en desarrollo tanto en el interior como
en el exterior del nemdtodo, lo que indica el potencial de
control y/o erradicacién del mismo.

En una segunda etapa, se realizd la evaluacidn de la
patogenicidad expresada como % de mortalidad con la cepa
RGM2140 de Paecilomyces carneus en contacto con nematodos
ectoparédsitos (Figura 4):

1. Se obtuvo el 26% de mortalidad en los individuos
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de Hoplolaimus spp. a las 24 horas de exposicidén a
Paecilomyces carneus RGM2140.

2. A las 72 h de exposicidén. al hongo se encontrd un
68% de mortalidad en Hoplolaimus spp.

3. A las 120 h de exposicién al hongo se encontrd un
78% de mortalidad de los individuos de Hoplolaimus spp.

4, Por el contrario en el tratamiento Testigo
Gnicamente se encontrd el 26% de individuos de Hoplolaimus
spp. muertos a las 120 h después del inicio del
experimento.

En la evaluacidén de la patogenicidad expresada como %
de mortalidad con la cepa RGM2140 de Paecilomyces carneus
en contacto con Criconemoides spp. (Figura 5):

1. Se obtuvo el 46% de mortalidad de individuos de
Criconemoides spp. a las 24 h de exposicidén a la cepa
RGM2140de Paecilomyces carneus.

2. A las 72 h de exposicién a la cepa RGM2140 de
Paecilomyces carneus se encontrd mids del 80% de individuos
de Criconemoides spp. parasitados por el hongo.

3. Finalmente a las 120 h de haber infectado a los
nematodos Criconemoides spp. con la «cepa RGM2140 de
Paecilomyces carneus se encontré el 96% de los individuos
muertos y con esporulacién visible.

4, Por el contrario en el tratamiento Testigo, a las
120 h no se observd evidencia de micelio y uUnicamente se
encontrd un porcentaje de mortalidad del 16.6%.

En una tercera etapa, se realizd el uso combinado del
procedimiento de aplicacién de Paecilomyces carneus con la
rotacién de cultivos y aplicacién de Beauveria bassiana y

Lecanicillium lecanii para el combate en paralelo con otras
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plagas existentes en los cultivos como pueden ser: thrips

(Orden Thysanoptera), mosquita blanca (Orden Hemiptera),

pulgén Aphis spp. (Orden Hemiptera) (las cuales pueden

afectar a la planta desde sus etapas tempranas, por lo cual
afectan significativamente a la produccidén) y el tache o
frailecillo, Macrodactylus spp. (orden Coleoptera), dque es
un insecto omnivoro y, puede acabar con un cultivo en pocos
dias; y, enfermedades causadas por Helotiales como Botrytis
fabae (mancha chocolate) y/o B. cinerea (podredumbre gris)
y/0 ‘enfermedades causadas por Uredinales como Uromyces spp.
y/o0 Puccinia spp. y/o Tranzschelia spp. (royas) que los
productores de diversos cultivos ya no pueden controlar con
los productos quimicos que se venden en el mercado.

Para la prevencidén y/o control y/o erradicacidén de
nematodos y ademds de dichas plagas y enfermedades, se
utilizé Lecanicillium lecanii en etapas tempranas del
desarrcllo de las plantas, aplicéndolo por separado o en
combinacidén con Paecilomyces carneus en el suelo.

Los resultados sorprendentemente obtenidos fueron la
reduccién significativa de las plagas de thrips, mosquita
blanca y pulgdn, y una reduccidn casi total de las manchas
chocolate. En cuanto a la roya, el cultivo se mantiene
limpio hasta la produccidén de vaina y llenado de las mismas
en el caso del haba, es decir, cuando la semilla esta
madura y lista para cosechar.

De manera adicional, se aplicé Beauveria bassiana para
el control de <Macrodactylus spp. En 2 o mas dias dicha
plaga empieza a morir y disminuye significativamente su
afectacién a los cultivos. Para obtener mejores resultados,

se aplica el hongo Beauveria bassiana durante la labranza
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para afectar desde antes el estado larvario y asi disminuir
la poblacién.

Los resultados obtenidos, fueron un incremento en el
rendimiento de las plantas de haba en las parcelas tratadas
con control biolégico, en comparacidén con las parcelas de
control guimico (50% menos vainas) y la parcela testigo.

Por lo tanto, la cepa RGM2140 de Paecilomyces carneus
se caracteriza porque reduce la poblacidédn de nematodos
desde 1la primera aplicacidén con una efectividad total
alcanzada en tres a cinco dias en nemdtodos de las Familias
Anguinidae y/o Aphelenchidae y/o Aphelenchoididae vy/o
Criconematidae y/o Dolichodoridae y/o Hemicycliophoridae
y/o0 Heteroderidae y/o Hoplolaimidae y/o Iotonchidae y/o
Neotylenchidae y/o Pratylenchidae y/o Sphaerulariidae y/o
Tilenchidae y/o Tylenchulidae: Sub-orden Tylenchina; vy/o
Longidoridae: Sub-orden Dorylaimina; y/o Trichodoridae:
Sub-orden Diphtherophorina. En cambio, la cepa IE-431 no

logra llevar a cabo su accidén nematicida en la mayoria de

los fitoparéasitos antes mencionados, pero resulta
extremadamente efectiva Y especifica en nemdtodos
endoparésitos y/o semiendopardsitos de la Familia
Heteroderidae.

La presente 1invencién describe un método para el
alslamiento y/o mantenimiento y/o reproduccidén masiva de
Paecilomyces carneus, asi como el uso y/o aplicacién de la
misma para el control y/o prevencidén y/o erradicacidén de
nemdtodos que infectan y/o infestan las &areas de cultivo de
acelga, agave, aguacate, ajo, alfalfa, algoddn, anonas,
arbol del caucho, arrayédn, arroz, avena, baricoco, bambuy,

begonia, berenjena, Dbrécoli, cacahuate, café, cacao,
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caimito, calabacita, calabaza, calabacin, capulin,
casuarina, camelia, camote, canela, cafia de azucar,
carambola, chabacano, c¢artamo, cebada, <cebolla, cedro,

cidra o citro, ciruela, citrices, cocotero, col, coliflor,

clavel, crisantemo, cuajinicuil o Jjinicuilo, chicozapote,

chicharo, <chile, durazno, epazote, espinaca, estropajo,
frambuesa, fresa, fresno, frijol, gardenia, garbanzo,
gladiola, granada, guayaba, haba, higo, jicama, 1lechuga,
lima, limén, maiz, mamey, mandarina, manzano, mango[
margarita, margariton, meldn, membrillo, menta, mora, fame,
naranja, nectarina, nogal, nopal, okra, papaya, papa,
pastos, pepino, pera, plétano, pimienta, pino, piifia,
pitahaya, pdmelo, sandia, sauce Dblanco, satsumas o
tangerinas, sorgo, soya, tabaco, tomate, tomate de céascara,
toronja, trigo, vid, vinca de Madagascar, violeta africana,
zanahoria, jobo, chapote amarillo, chirimoya, guanébana,
icaco, marafion, meldn, nispero, pepino cohombro, persimdn,
pomarrosa, sandia, zapote amarillo, zapote blanco, zapote
negro, zaramuyo O saramuya, entre otras cultivos donde se
propagan este tipo de paréasitos.

Para la preparacidén de composiciones con células de
Paecilomyces carneus pueden desarrollarse para su
aplicacién en forma de suspensidn, granulos, polvo,
liofilizados, pellets, formas de liberacidén controlada,
bomba ecoldgica, gel, Jjaleas, pastas, cépsulas, células
inmovilizadas, emulsién, microemulsidn, solucidn y/o

combinaciones de las mismas.
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Ejemplos
A continuacidén se presentan de manera descriptiva no

limitativa, composiciones nematicidas de  Paecilomyces

carneus obtenidas:

Ejemplo 1: Composicidén 1 de Paecilomyces carneus cepa

RGM2140.
COMPONENTE , CANTIDAD
Células de Paecilomyces
0.5 x 10’ células/mL
carneus
Jugo de Zanahoria 80~-100 mL

Levadura 0.1-5.0 g/L

Ampicilina ‘ 500 mg

Agua c.b.p. 1000 mL

10 Ejemplo 2: Composicidén 2 de Paecilomyces carneus cepa
RGM2140.

COMPONENTE : CANTIDAD

Células de Paecilomyces
0.5 x 10" células/mL

carneus _
Avena 20-50 g/L

Levadura 0.1-5.0 g/L
Cloranfenicol 1000 mg

Agua c.b.p. 1000 mL
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Ejemplo 3: Composicién 3 de Paecilomyces carneus cepa

RGM2140.
COMPONENTE CANTIDAD
Células de Paecilomyces
0.5 x 107 células/mL
carneus
Avena 5-25 g/L
Levadura 0.1-5.0 g/L
Cloranfenicol 1000 mg
Agua c.b.p. 1000 mL
Ejemplo 4: Composicidn 4 para el aislamiento y

5 mantenimiento de Paecilomyces carneus cepa RGM2140.

COMPONENTE : CANTIDAD
Células de Paecilomyces
0.5 x 10’ células/mL
carneus
Zanahoria 50-160 g/L
Papa 20-50 g/L
Cloranfenicol 1000 mg
Agua c.b.p. 1000 mL
Ejemplo 51 Composicién 5 para el aislamiento Y

mantenimiento de Paecilomyces carneus cepa RGM2140.

COMPONENTE CANTIDAD

Células de Paecilomyces
0.5 x 10’ células/mL

carneus
Centeno 15 - 50 g/L
Cloranfenicol 1000 mg
Agua c.b.p. 1000 mL

10 El método de aplicacidén de una o més composiciones de
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Paecilomyces carneus consiste de manera general en:

Una o méds aplicaciones de la o las composiciones de
Paecilomyces carneus se realiza al suelo al menos 10 dias
antes de la siembra para la desinfeccién del mismo. EL
nimero de aplicaciones estd en funcién de la especie del
nematodo fitopardsito y su densidad de poblacidn.

En el caso de cultivos cuya siembra se realiza a
partir de: tubérculos, bulboes, rizomas, cormos, entre
otros, consiste en sumergirlos en la o las composiciones
por al menos una hora antes de la siembra.

Para el  trasplante de cultivos arbustivos y/o
arbéreos, la aplicacién se realiza de manera directa a la
raiz de la planta y/o al suelc donde se sembraré.

Cuando se trate de cultivos sembrados a partir de
semillas, la o las composiciones se aplican en el surco
antes de depositar la semilla y/o directamente en la
semilla un poco antes de la siembra.

De manera opcional y no limitativa, la aplicacidén de
la o las composiciones se realiza después de la siembra y/o
durante el desarrollo del cultivo.

Durante y/o después de la cosecha y/o durante el
periodo de rotacidén de cultivo y/o descanso del suelo, se
lleva a cabo la aplicacién de la o las composiciones al
suelo para prevenir nuevas infestaciones y/o controlar y/o
erradicar la poblacién de nemadtodos fitoparasitos
remanentes. Con esta practica se prepara al suelo para el
siguiente ciclo de cultivo.

De manera complementaria, a dicha composicién puede
adicionarse uno o més agentes bioldgicos para el control de

nematodos seleccionados de los siguientes: Bacillus
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thuringiensis, Bacillus thuringiensis ATCC 55273, Bacillus
firmus CNCMI-1582, Sphingobacterium <cepa spiritivorum,
Corynobacterium paurometabolum, Arthrobotrys spp. .,
Pasteuria penetrans 98-35, Streptomyces dicklowii, Stevia
rebaudiana, Streptomyces rubrogriseus, Pochonia
chlamydosporia, Monacrosporium ullum, Bacillus
amyloliquefaciens, Verticillium chlamydosporium CC 334168,
Bacillus subtillis No. DSM17231 y/o Bacillus licheniformis
DSM 17236, Verticillium chlamydosporium, Paecilomyces
lilacinus, Paecilomyces fumosoroseus,
Paecilomyces lilacinus 251, Paecilomyces lilacinus 252,
Paecilomyces lilacinus 253, vy Paecilomyces lilacinus 254,
Rhizoctonia solani AG-4, Fusarium oxysporum, Pythium sp.,
Phytophthora nicotiana, Verticillium dahliae, Paecilomyces
cicadae, Sphingobacterium spiitivorum C-926 y/o
Corynebacterium paurometabolum C-924 Paecilomyces carneus
cepa 1E-431 vy/o Beauveria bassiana vy/o Lecanicillium
lecanii y/o Calcarisporium spp. y/o combinaciones de las
mismas.

De manera integral, la presente invencidn proporciona
las siguientes ventajas:

1. Método bioldégico para el manejo racional de
nemdtodos plaga en cultivos.

2. Mejoramiento de la calidad del suelo de cultivos.

3. Recuperacidén de suelos danados por uso de agentes
quimicos como plaguicidas.

4. Obtencidén de productos agricolas y recursos
forestales de calidad.

5. Mejoramiento en el rendimiento de los cultivos

y/o recursos forestales.
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6. Favorece la disposicidén de macroelementos como el
féosforo en el suelo a la planta y mejora la fertilidad del
suelo. Su eficiencia de solubilizacién de fosfatos es
comparable a la que presentan Penicillium  spp. vy

5 Aspergillus spp.

7. La erradicacidén de los nemdtodos fitoparasitos se
observa desde la primera aplicacién en menor . tiempo
comparado con otros tipos de control.

8. Las composiciones nematicidas obtenidas son

10 inocuas para el ser humano, las plantas y los animales.

9. Permite la combinacién con otros métodos de
control como la rotacién de cultivo, descanso del suelo
entre otros.

10. Es un método sustentable de prevencién y/ov

15 control y/o erradicacién de nemdtodos fitopardsitos, de
facil manejo y/o aplicacién.

11. Es un método econdmico y rentable a corto,
mediano y largo plazo.

12. La especificidad obedece a 1la produccién de

20 enzimas especificas que atacan a los nendtodos
fitoparasitos sin afectar a los nemadtodos de vida libre

benéficos al agroecosistema.
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REIVINDICACIONES
1. Uso del hongo Paecilomyces c¢arneus para el

control vy/o prevencidén vy/o erradicacién de nematodos
fitoparédsitos.

2. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con la reivindicacién 1, para el control y/o prevencién y/o
erradicacién de nemdtodos fitoparadsitos en donde dichos
nemétodos fitoparédsitos se seleccionan del grupo
consistente en: endoparédsitos migratorios y/o endoparédsitos
sedentarios y/o semiendoparédsitos y/o ectoparasitos
migratorios y/o ectoparédsitos sedentarios o combinaciones
de los mismos.

3. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad

con las reivindicaciones 1 y 2, en donde los nemdtodos

fitopardsitos pertenecen a las Familias: Anguinidae,
Aphelenchidae, Aphelenchoididae, Criconematidae,
Dolichodoridae, Hemicycliphoridae Heteroderidae,

Hoplolaimidae, Iotonchidae, Neotylenchidae, Pratylenchidae,
Sphaerulariidae, Tilenchidae vy Tylenchulidae: Sub-orden
Tylenchina; Longidoridae: Sub-orden Dorylaimina;
Trichodoridae: Sub-orden Diphtherophorina y/o combinaciones
de las mismas.

4. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con la reivindicaciones 1 a 3, en donde los nemdtodos
fitoparadsitos pertenecen a los géneros: Aphelenchus spp.
y/o Aphelencoides sSpp. y/o Meloidogyne Spp. y/o
Pratylenchus spp. y/o Radopholus spp. y/o Helicotylenchus
spp. y/o Criconema spp. y/o Cactodera spp. y/o Tylenchulus
spp. y/o Punctodera spp. y/o Nacobbus spp. y/o Rotylenchus
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spp. y/o Rotylenchulus spp. y/o Tylenchus spp. Y/o
Ditylenchus spp. y/o Belonolaimus spp. y/o Criconemoides
spp. y/o Hoplolaimus spp.‘y/o Xiphinema spp. y/o Heterodera
spp. y/o Longidorus spp. y/o Trichodorus spp. y/o
Discocriconemella sSpp. y/o Hemicycliophora sSpp .,
Paratylenchus Spp. y/o Tylenchorhinchus sSpp. y/o
combinaciones de los mismos.

5. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con la reivindicaciones 1 a 4, aplicado junto con
Lecanicillium lecanii y/o Beauveria bassiana para el
control y/o prevencidén y/o erradicacidén de insectos plaga
en donde dichos insectos plaga se seleccionan del Orden de:
Thysanoptera y/o Hemiptera y/o Hemiptera y/o Coleoptera o
combinaciones de los mismos.

6. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con la reivindicacicnes 1 a 5, aplicade Jjunto con
Lecanicillium lecanii y/o Calcarisporium arbuscula y/o
Calcarisporium ovalisporum para el control y/o prevencidn
y/o erradicacidén de enfermedades causadas por hongos en
donde dichos hongos se seleccionan del grupo consistente
en: Helotiales como Botrytis fabae y/o B. cinerea y/o
Uredinales (royas) como Uromyces spp. y/o Puccinia spp. y/o

Tranzschelia spp. y/o enfermedades de la ralz de varios

‘cultivos como Rhizoctonia spp. y/o Fusarium spp. Yy/o

combinaciones de los mismos.

7. Un cultivo bioldégicamente puro de Paecilomyces
carneus cepa RGM2140 depositada en el Banco de Recursos
Genéticos Microbianos de la Coleccidédn Chilena de Recursos
Genéticos Microbianos (CChRGM) en Chile, correspondiente a

la (cepa IE418 depositada en el cepario del Instituto de

PCT/MX2013/000163
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Composicidén nematicida que comprende el hongo de

conformidad con las reivindicaciones 1 a 7,

porque

carneus

Paecilomyces carneus y/o c)

comprende

yv/o D)

caracterizada
a) una o mas células de Paecilomyces
al menos un agente propagador de

al menos un agente antibidético

y/o d) al menos un acarreador de células y/o e) al menos un

agente regulador de pH y/o f)

menos un dispositivo para la aplicacién de la composicién

nematicida.

9. Composicidén de conformidad con la reivindicacién
8, caracterizada porque el agente propagador de
Paecilomyces carneus consiste en: una o mas fuentes de
carbohidratos obtenidos de: zanahoria, papa, avena,
centeno, malta, camote, cebada, maiz, arroz, trigo, vyuca,
sorgo y/o combinaciones de los mismos.

10. Composicién de conformidad con las

al menos un aditivo y/o g)

reivindicaciones 8 y 9 caracterizada porgque contiene como

agente nematicida,

células de Paecilomyces carneus solas o

al
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en combinacidén con uno o mas agentes de control biolégico

seleccionados de Bacillus thuringiensis, Bacillus
thuringiensis ATCC 55273, Bacillus firmus CNCMI-1582,
Sphingobacterium spiritivorum, Corynobacterium

paurometabolum, Arthrobotrys spp., Pasteuria penetrans 98-
35, Streptomyces dicklowii, Stevia rebaudiana, Streptomyces
rubrogriseus, Pochonia chlamydosporia, Monacrosporium
ullum, Bacillus amyloligquefaciens, Verticillium
chlamydosporium CC 334168, Bacillus subtillis No. DSM17231
y/o Bacillus licheniformis DsSM 17236, Verticillium
chlamydosporium, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces
fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus 251, Paecilomyces
lilacinus 252, Paecilomyces lilacinus
253, Paecilomyces lilacinus 254, Rhizoctonia solani AG-4,
Fusarium oxysporum, Pythium sp., Phytophthora nicotiana,
Verticillium dahliae, Paecilomyces cicadae,
Sphingobacterium spiitivorum C-926 y/o Corynebacterium
paurometabolum C-924, Paecilomyces carneus cepa IE-431,
Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Calcarisporium
arbuscula, Calcarisporium ovalisporum y/o extractos
vegetales utilizados para el control de plagas y/o
combinaciones de las mismas.

11. El procedimiento péra la prevencién y/o control
y/o erradicacién de nemdtodos fitopardsitos caracterizado
porque comprende los pasos de: 1) desinfeccidn del suelo
mediante la aplicacién de Paecilomyces carneus al suelo al
menos 10 dias antes de la siembra y/o desinfeccién de
tubérculos y/o bulbos y/o rizomas y/o cormos y/o raices y/o
suelo y/o semillas mediante la aplicacién directa de

Paecilomyces carneus al menos una hora antes de la siembra
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y/0 2) controlar de la densidad de poblacién de nemdtodos
fitoparasitos mediante la aplicacién de Paecilomyces
carneus al suelo después de la siembra y/o durante el
desarrollo del cultivo y/o 3) erradicar los nemétodos
fitoparasitos mediante la aplicacién de Paecilomyces
carneus al suelo durante y/o después de la cosecha y/o
durante el periodo de rotacidén de cultivo y/o descanso del
suelo.

12. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con las reivindicaciones 1 a 11 para el control vy/o
prevencién y/o erradicacién de una o mas especies de
nematodos agalladores de la raiz del cafeto.

13. Uso del hongo Paecilomyces carneus de
conformidad con las reivindicaciones 1 a 12 en combinacién
con Lecanicillium lecanii y/o Calcarisporium arbuscula y/o
Calcarisporium ovalisporum para el control y/o prevencién
y/o erradicacién de la corchosis provocada por uno o mas
nematodos agalladores de la raiz y/o uno o mas hongos
fitoparédsitos del cafeto.

14. Uso del hongo Paecilomyces carneus de conformidad
con las reivindicaciones 1 a 11 en combinacién con
Lecanicillium lecanii y/o Calcarisporium arbuscula vy/o
Calcarisporium ovalisporum para el control y/o prevencién
y/o erradicacién de la costra negra de la papa provocada

por el hongo Rhizoctonia solani.

PCT/MX2013/000163
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