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“METODO PARA CONTROLAR UMA DOENCA DE PLANTA”
Campo Técnico

[1] A presente inveng¢do diz respeito a um microorganismo tendo
capacidade de controle contra doencas de planta, um agente que controla
doenca de planta que compreende uma célula bacteriana do microorganismo,
e um método para controlar doencas de planta usando o microorganismo.

Fundamentos da Técnica
[2] O presente pedido reivindica prioridade com base no Pedido
Japonés N2 2006-302263 depositado em 8 de novembro de 2006.
[3] Convencionalmente, os agentes de cobre inorganico ou
organico, € antibifticos tais como casugamicina, estreptomicina e
oxitetraciclina sdo usados contra doencas bacterianas em vdrias safras
agricolas e horticulturais. Além disso, o dcido oxolinico foi registrado em
1989 como um agente antibacteriano sintético e tem contribuido amplamente
para o aumento de producao de safra. Entretanto, agentes de cobre inorganico
e orgénico tendem a causar dano de safra as safras agricolas e horticulturais,
de modo que determinar o tempo e alvejar as safras sdo restritos ao uso de
agentes inorganicos e organicos. Além disso, os antibidticos tém
desvantagens em que como um resultado do uso continuo de um antibiético, o
patégeno bacteriano ganha resisténcia ao antibiéticos. Também com respeito
ao 4cido oxolinico, as bactérias resistentes tem emergido recentemente € o seu
uso é restrito.
[4] Portanto, de modo a superar os problemas de danos a safra e
bactérias resistentes, tem havido um interesse aumentado em pesticidas
biolégicos como um meio para substituir os fungicidas sintéticos
convencionais ou como um meio para o uso em combinacdo com oOs
fungicidas sintéticos convencionais. Os pesticidas biol6gicos sdo vantajosos
em que eles causam muito pouca poluicdo ambiental, harmonizam-se com o

ecossitema, € sao superiores no efeito controlador quando comparados com
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fungicidas sintéticos convencionais. Aqueles conhecidos como um
agroquimico bacteriano usado para controlar doenca bacteriana em safras
agricolas e horticulturais incluem, por exemplo, Erwinia carotovora nao
patogénica particularmente usada para controlar a podriddo mole bacteriana
de legumes de folha e de raiz; e Pseudomonas sp. CAB-02 ou Trichoderma
atroviride particularmente usada para controlar a podriddo bacteriana do grao
e a ferrugem bacteriana das mudas, que sdo doencgas bacterianas contagiosas
nas sementes do arroz. As composi¢Oes bactericidas para a agricultura e
horticultura contendo tais microorganismos foram desenvolvidas e
comercializadas. Além disso, O Documento de Patente 1 descreve a cepa
G7090 de Pseudomonas fluorescens como tendo efeito controlador contra
Pseudomonas cichorii que € uma bactéria causal da podriddao bacteriana da
alface.

[5] Agroquimicos bacterianos, entretanto, no geral alvejam apenas
nimeros restritos de doencas de planta e frequentemente nao exercem efeito
satisfatério contra outras doencas de planta. Por exemplo, a Erwinia
carotovora nao patogénica alveja apenas a podriddo mole bacteriana de
legumes de folha e de raiz, Pseudomonas sp. CAB-02 ou Trichoderma
atroviride alveja apenas doencgas do arroz, e Pseudomonas fluorescens alveja
apenas a podridao bacteriana da alface.

[6] Como tal, as doencas alvo sdo restritas e quase nenhum efeito
pode ser esperado para outras doencas bacterianas. Além disso, porque a
Erwinia carotovora patogénica € controlada pela bacteriocina que é uma
proteina antibacteriana produzida pela Erwinia carotovora nao patogénica, é
preocupante que a Erwinia carotovora nao patogénica possa adquirir
resisténcia a bacteriocina (por exemplo, referéncia que nio de patente 1).

[7] Referéncia de Patente 1: Pedido de Patente Aberta ao Publico
Japonés N2 2001-247423

[8] Referéncia que n3o de Patente 1: Biological control of crop
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diseases by antagonistic microorganisms, III-5, Control of vegetable bacterial
soft rot by non-pathogenic Erwinia carotovora, Kumiai Chemical Industry
Co. Ltd., 65-76: 2003

Divulgacao da invencdo
Objetivo a ser resolvido pela invengao
[9] A presente invencgdo foi feita em vista da situacdo mencionada
acima. O objetivo da presente invencdo €, portanto, fornecer um
microorganismo que tem uma capacidade controladora superior contra varias
doencas de planta (em particular, a podridao mole bacteriana ou podridao
bacteriana de legumes de folha e de raiz, cancro de citricos, e furo bacteriano
dos péssegos) enquanto tem menos carga sobre o ambiente e uma
possibilidade extremamente baixa de uma bactéria patogé€nica resistente
emergir; um agente que controla doenca de planta que compreende uma
célula bacteriana do microorganismo; e um método para controlar doencas de
planta que compreendem aplicar o agente que controla a doenga de planta a
uma planta e/ou seu solo.
Meios para Resolver o Objetivo
[10] De modo a resolver o objetivo, os presentes inventores
focalizaram sobre microorganismos residentes da alface e pesquisaram quanto
a microorganismos tendo capacidade de controle contra doencas de planta.
Como um resultado, os presentes inventores verificaram um microorganismo
tendo efeito controlador superior contra a podridao mole bacteriana da alface.
As propriedades micolégicas € a sequéncia base do gene 16SrDNA do
microorganismo foram analisadas e o microorganismo foi presumido ser uma
nova cepa de Pseudomonas rhodesiae. A presente invencao foi feita com base
na descoberta como acima.
[11] A presente invencgao diz respeito a (1) Pseudomonas rhodesiae
tendo capacidade de controle contra uma doenca de planta; (2) Pseudomonas

rhodesiae FERM BP-10912 tendo capacidade de controle contra uma doenca
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de planta; (3) uma variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, em
que a variante tem a capacidade de controle contra uma doenga de planta; (4)
Pseudomonas rhodesiae, Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, ou uma
variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acordo com
qualquer um de (1) a (3), em que a doenca de planta € uma ou mais doengas
selecionadas de cancro, furo bacteriano, podriddo mole bacteriana, mancha
bacteriana, mancha negra bacteriana, definhamento bacteriano, mancha da
folha necrética, necrose de breu, podriddo bacteriana do grdo, ferrugem
bacteriana das mudas, ferrugem bacteriana das folhas, podriddo bacteriana, e
podridao negra; e (5) Pseudomonas rhodesiae, Pseudomonas rhodesiae
FERM BP-10912, ou uma variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-
10912 de acordo com qualquer um de (1) a (3), em que a doenca de planta é
uma doenca em uma planta causada por uma ou mais bactérias patogénicas
selecionadas do gé€nero Xanthomonas, género Erwinia, género Pseudomonas,
género Ralstonia, e género Burkholderia de acordo com qualquer um de (1) a
3).

[12] A presente invengdo diz respeito ainda a (6) um agente que
controla doenca de planta contendo uma célula bacteriana de Pseudomonas
rhodesiae tendo capacidade de controle contra uma doenca de planta; (7) o
agente que controla doenca de planta de acordo com (6), em que a célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesiae é uma ou mais células bacterianas
selecionadas do grupo que consiste de uma célula bacteriana de Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912 de acordo com (2), e uma célula bacteriana de
uma variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acordo com
(3); e (8) o agente que controla doenca de planta de acordo com (6), em que a
doenca de planta ¢ uma ou mais doencgas de planta selecionadas de cancro,
furo bacteriano, podridao mole bacteriana, mancha bacteriana, mancha negra
bacteriana, definhamento bacteriano, mancha da folha necrética, necrose de

breu, podridao bacteriana do grdo, ferrugem bacteriana das mudas, ferrugem
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bacteriana das folhas, podriddo bacteriana, e podridao negra.
[13] A presente invencao diz respeito ainda a (9) um método para
controlar uma doenca de planta, em que Pseudomonas rhodesiae,
Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, ou uma variante de Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912 de acordo com qualquer um de (1) a (3) sao
aplicados a uma planta e/ou solo da planta.
Efeito da invenc¢ao
[14] Um agente que controla doenga de planta € um método para
controlar doencas de planta da presente invencdo coloca pouca carga no
ambiente € mostra uma possibilidade extremamente baixa de bactérias
patogé€nicas resistentes emergirem, assim como retém uma capacidade
controladora superior contra varias doencas de planta por um periodo mais
longo. Além disso, um agente que controla doenca de planta da presente
invencdo € acentuadamente vantajoso comparado com o0s agroquimicos
bacterianos convencionais em que o mesmo exerce um efeito superior
particularmente contra a podriddo mole bacteriana, podridio bacteriana ou
podridao negra de legumes de folha e de raiz, cancro de citrico, e furo
bacteriano de péssegos entre as doencas de planta.
Explicacdo Resumida dos Desenhos
[Figura 1]
[15] A Figura 1 mostra um dendrograma da cepa 05057219 de
Pseudomonas rhodesiae (Pseudomonas rhodesiae, FERM BP-10912) da
presente invencgao, que foi preparada com base na sequéncia de nucleotideo
do gene 16SrDNA.
Melhor Modo de Realizar a Invencao
<Microorganismos da presente invengao>
[16] Um microorganismo da presente invengdo nao ¢é
particularmente limitado contanto que seja Pseudomonas rhodesiae tendo

capacidade de controle contra uma doenca de planta. “Tendo capacidade de



6/40

controle contra um doenca de planta” aqui significa ter uma acao
antagonistica contra a bactéria patogénica de qualquer uma das doencas de
planta. Um microorganismo da presente inven¢do previne ou cura uma
doenca de planta causada pela bactéria patogénica da doenca de planta
exercendo uma acdo antagonistica contra a dita bactéria patogé€nica. Um
microorganismo da presente invenc¢do, entretanto, € particularmente eficaz na
prevengdo de uma doenca de planta.

[17] “Previne uma doenca de planta” aqui refere-se a que quando
uma planta ou seu solo que ndo foram infectados com uma bactéria
patogénica de um doenca de planta ou ndo demonstrou nenhum sintoma deste
¢ cultivado sob as condigdes preferidas mais o tratamento com um
microorganismo da presente invencao ou apenas sob as condicdes preferidas,
a planta tratada com um microorganismo da presente inven¢do mostra um
grau mais baixo de doenca comparada com a planta ndo tratada com um
microorganismo da presente invengdo. Além disso, “cura uma doenca de
planta” como mencionado acima refere-se a que quando uma planta que foi
infectada com a bactéria patogénica de uma doenca de planta e apresenta o
sintoma desta é cultivada sob as condi¢es preferidas exceto que a planta é
tratada ou ndo tratada com um microorganismo da presente inven¢do, uma
planta tratada com um microorganismo da presente inven¢cao mostra um grau
mais baixo de doenca comparada com uma planta n3o tratada com um
microorganismo da presente invengao.

[18] “Mostra um grau mais baixo de doencga” significa, por
exemplo, que a severidade da doenca (ou taxa de inicio) é baixo e o valor
preventivo € maior do que 0. Quanto mais alto for o valor preventivo, mais
preferido ele €. Por este motivo, o valor preventivo de 30 ou mais € superior,
50 ou mais € mais superior, € 60 ou 70 ou mais € particularmente superior.
[19] Um microorganismo da presente invencdo € preferivelmente

exemplificado pela cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae, cepa
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JCM11940 Pseudomonas rhodesiae, e variantes destes, entre os quais a cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae € suas variantes s30 mais
preferivelmente exemplificadas por causa de suas melhores propriedades
como um agente que controla doenca de planta. A cepa 05057219 de
Pseudomonas rhodesiae foi domesticamente depositada pelo requerente do
presente pedido em 12 de setembro de 2006 no International Patent Organism
Depositary (IPOD), National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (AIST) (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki,
Japao) sob o nimero de acesso FERM P-21025, seguido pelo depdsito
internacional em 25 de setembro de 2007 sob o acesso internacional nimero
FERM BP-10912. A cepa JCM11940 de Pseudomonas rhodesiae foi
depositada no RIKEN, Ibaraki Institute, BioResource Center (3-1-1
Koyadai,Tsukuba-shi, Ibaraki, Japdo) como JCM11940.

[20] “Uma variante de uma certa cepa X’ no presente relatério
descritivo abrange qualquer variante induzida da cepa X, contanto que tal
variante tenha as mesmas propriedades micolégicas como aquelas de uma
certa cepa X e tendo capacidade de controle contra doencas de planta. A
variagdo inclui uma variacdo artificial causada tal como por um agente
variante quimico ou ultravioleta, assim como uma variagdo que ocorre
naturalmente. Uma variante de uma certa cepa X ¢é preferivelmente
exemplificada por aquelas variantes tendo as mesmas propriedades
micolégicas como aquelas de uma certa cepa X com respeito as propriedades
descritas na Tabela 1 abaixo, e tendo capacidade de controle contra doengas
de planta.

[21] A cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae (FERM BP-
10912) que € preferida entre os microorganismos da presente invencao tem as
seguintes propriedades micolégicas.

[22] A cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae ¢ uma bactéria

Gram-negativa, na forma de bastdo, que ndo forma esporo. Seu comprimento
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de célula total € de 2,0 a 2,5 um, a largura total é de 0,7 a 0,8 um, € a
motilidade € observada. Esta forma uma coldnia circular lisa em um meio de
caldo de agar e produz pigmento fluorescente em um meio King B. O seu
crescimento ndo € observado a 41° C. Ela € positiva quanto a atividade de
catalase, oxidada no teste de OF, negativa quanto a reducdo de sal de nitrato,
negativa quanto a producao de indol, negativa quanto a atividade de urease,
positiva quanto a degradagdo de gelatina, negativa quanto a atividade de -
galactosidase, e negativa quanto a atividade de [B-glicosidase. Além disso, no
teste de LOPAT, ela € positiva quanto a producao de levan, negativo quanto a
podriddio do tubérculo da batata, negativo quanto a resposta da
hipersensibilidade do tabaco, positiva quanto a atividade de oxidase, e
positiva quanto a degradacao da arginina. Ela é negativa quanto a assimilacao
de amido. Como para a assimilacdo de compostos de carbono tais como
acucar e 4cidos organicos, a mesma € positiva quanto a D-glicose, positiva
quanto a L-arabinose, positiva quanto a D-manose, positiva quanto a D-
manitol, positiva quanto a N-acetil-D-glicosamina, negativa quanto a maltose,
positiva quanto ao gliconato de potdssio, positiva quanto ao acido n-céprico,
negativa quanto ao 4acido adipico, positiva quanto ao 4cido dL-malico,
positiva quanto ao citrato de sédio, negativa quanto ao acetato de fenila,
positiva quanto a sacarose, positiva quanto a trealose, negativa quanto a
adonit, positiva quanto ao sorbitol, positiva quanto ao 4cido butirico, positiva
quanto ao 4cido propidnico, € positiva quanto ao propileno glicol. O método
de determinacdo e outros para cada item sdo como descritos posteriormente
nos Exemplos.

[23] Um microorganismo da presente invencao serd suficiente se o
mesmo tiver a capacidade de controle contra pelo menos uma doenca de
planta, mas é preferido que o mesmo tenha a capacidade de controle contra
pelo menos 1 ou mais, preferivelmente 2 ou mais, € mais preferivelmente

contra todas as doencas de planta selecionadas de cancro, furo bacteriano,
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podridio mole bacteriana, mancha bacteriana, mancha negra bacteriana,
definhamento bacteriano, mancha da folha necrética, necrose de breu,
podridao bacteriana do grdo, ferrugem bacteriana das mudas, ferrugem
bacteriana das folhas, podndéao bacteriana, e podndiao negra. Além disso, é
preferido que um microorganismo da presente invengio especialmente tenha a
capacidade de controle contra | ou mais, preferivelmente 2 ou mais, e mais
preferivelmente todas as doencas de planta dentre podridido mole bacteriana,
podridao bacteriana, podriddao negra, cancro ¢ furo bacteriano.

[24]

incluem tais como | ou mais bactérias patogénicas que pertencem ao género

Os exemplos da bactéria patogénica destas doencas de planta

Xanthomonas, género Erwinia, género Pseudomonas, género Ralstonia, ¢
género Burkholderia. Embora outros detalhes sejam mostrados na Tabela 1, as
bactérias patologicas relacionadas com a presente invengdo ndo sdo restrita a
eslas.

| Tabela 1]

Doencga de planta

Bactéria patogénica

Exemplos de plantas alvo

Cancro

Xenthomemas campesieis v, citel

Citricos

Furo bacteriano

Xanthememeas campestvis pn. prund

Péssego, elc.

Podnidio maole | Enwinda carotovora Suhsp. cariovord Legumes de folha tais como

bacteriana alface e acelga: legumes de
raiz  tais  como  rabanete
japonés ¢ batatas; flores tais
como  girassol,  orguidea e
ciclame

Mancha Pyewdomaonas inarginalis pv, marginafis Pepim), et

bacteriana Xunchemionas z’wrf;w.\-;r.r‘:; e Fapdid Rabanete japonés

Psendemanas sveingue py. lachrvaans ~

Melio

Mancha Prendomoneas svringae pv. macilicolo Rabanete japun‘és, acel L)

bacteriana das Tomate

folhas

Mancha NEENA | peondomenas viridiflava

bacteriana

Detinhamento Ralstomia solanacearum Tomate, berinjela. pimentdo,

bacteriano elc.

Mancha da folha
necrética

Xanthememasx campestris pyv. cucurbitae

Pepino, etc.

Necrose de Breu

Psepdomonas eorrugata,
Frendomonas Tuoveseens

Tomate. berinjela, etc.

Podndao
bacteriana do grio

Burkholderia gloae

Arroz
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Ferrugem Burkholderia plantarii ATTo?

bacteriana das

mudas

Ferrugem Xonthonumas orvioe pn. ovioeer Arroz

bacteriana das

folhas

Mancha Psendomonas cichorii Alface, acelga, repolho, ete.
bacteriana Psendomonas marginalis pv. marginafis

Podridao negra Xonthamemals campesiris jn, campestris Rep()[hg* ete.

[23] Uma planta aplicdvel para um microorganismo da presente

invengio ndo ¢ particularmente limitada contanto que o microorganismo da
presente invencdo possa exercer capacidade de controle para esta planta. Os
exemplos da planta aplicivel incluem uma planta pertencente as
Brassicaceae, Solanaceae, Cucurbitaceae, Liliaceae, Fabaceae, Compositae,
Chenopodiaceae, Poaceae, Rosaceae, Carvophillaceae, Primulaceae,
Rutaceae, Vitaceae, Actinidiaceae, Ebenaceae, Actinidiaceae,
Convolvulaceae, ou Araceae. Preferivelmente exemplificadas entre estas
estdo uma planta pertencente & Brassicaceae tal como a acelga, uma planta
pertencente as Compositae tal como a alface, uma planta pertencente as
Solanaceae 1al como batata, uma planta pertencente as Rutaceae tal como
limdo e laranja-da-baia, ¢ uma planta pertencente as Rosaceae tal como
péssego.

< 2> Agente que controla doencas de planta da presente invencio

[26] Um agente que controla doenca de planta da presente invengio
ndo € particularmente limitado contanto que o mesmo contenha a célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesice da presente invengdo. Uma cepa de
Pseudomonas rhodesiae da presente invenc¢io a ser contida em um agente que
controla a doenga de planta da presente invencio pode ser de | tipo ou 2 ou
mais tipos.

[27] Um agente que controla doenca de planta da presente invencgio
previne ou curd uma doenca de planta causada por uma bactéria patogénica de
uma doenca de planta através do processo que a célula bacteriana de

Pseudomonas rhodesiae da presente invencgdo contida no agente controlador
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exerce uma agao antagonistica contra a bactéria patogénica. Um agente que
controla doenca de planta da presente invencdo pode ser usado como um
agente preventivo de doenca de planta ou um agente terapéutico de doenca de
planta, onde o mesmo € especialmente eficaz como um agente preventivo de
doenca de planta.

[28] Pseudomonas rhodesiae principalmente toma uma forma de
trof6cito, mas a célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae da presente
invencdo pode tomar qualquer forma celular (por exemplo, célula dormente)
que as bactérias vidveis de Pseudomonas rhodesiae pode tomar tal como
trofécito de Pseudomonas rhodesiae. Além disso, uma forma da célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesiae a ser usada para um agente que
controla doenca de planta da presente invencao pode ser de 1 tipo ou mais do
que 2 tipos.

[29] A célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae usada para um
agente que controla doenca de planta da presente invengdo € obtida, por
exemplo, cultivando-se Pseudomonas rhodesiae da presente invencao que foi
isolada e obtida usando-se como um indice da sequéncia de gene 16SrDNA
da cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae (FERM BP-10912) (ver a SEQ
ID No. 1) e/ou as propriedades micolégicas mencionadas acima da cepa. Um
método para cultivar Pseudomonas rhodesiae da presente invenc¢do nao é
particularmente limitado, independente do tipo de meio ou condi¢bes de
cultura, contanto que o mesmo seja um método em que a célula bacteriana de
Pseudomonas rhodesiae possa proliferar. Quando da utilizacio de uma
cultura sélida, um método é exemplificado em que a cultura estaciondria é
realizada de 20 a 35° C usando-se um método de dgar padrao, d4gar Nutrient,
meio de dgar dextrose de batata, etc., € quando da utilizacdo de uma cultura
liquida, um método é exemplificado em que a agitacdo/cultura agitada ¢é
realizada de 20 a 35° C pelo uso de varios meios liquidos, etc. em que dgar foi

removido do meios de 4gar mencionado acima.
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[30] Como para a célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae,
qualquer forma de célula tal como a célula bacteriana por si de Pseudomonas
rhodesiae, uma suspensdo contendo a célula bacteriana, uma solucdo de
cultura contendo a célula bacteriana, € um concentrado, pasta, substancia seca
ou diluicdo desta (a seguir pode ser aludido como “célula bacteriana e outros
de Pseudomonas rhodesiae”) podem ser usados para um agente que controla
doenca de planta da presente invencao.

[31] A concentracdo de uma célula bacteriana de Pseudomonas
rhodesiae contida em um agente que controla doenca de planta da presente
invencdo ndo € particularmente limitada contanto que o efeito da presente
invenc¢do ndo seja afetado. Quando um agente que controla doenca de planta é
diluido de 1.000 a 2.000 vezes, preferivelmente exemplificada é uma
concentra¢io em uma faixa de 1 x 10? a 1 x 10!! cfu/ml, preferivelmente de 1
x 10*a 1 x 10° cfu/ml, em termos de concentracdo de célula bacteriana.

[32] Um agente que controla doenca de planta da presente invencao
pode conter componentes opcionais outros que nao a célula bacteriana de
Pseudomonas rhodesiae da presente invencdo, contanto que o efeito da
presente invencdo nao seja afetado. Nao existe nenhuma limitagdo particular
para o componente opcional contanto que o efeito da presente invencdo nao
seja afetado e os exemplos incluam um carreador, tensoativo, dispersante e
suplemento. Além disso, um antioxidante, corante, lubrificante, absorvedor de
ultravioleta, antiestatico e antisséptico podem ser adicionados de acordo com
a necessidade.

[33] Os exemplos do carreador incluem sais inorganicos tais como
carbonato de calcio, cloreto de potdssio, sulfato de sédio, sulfato de célcio,
sulfato de amo6nio; 4cidos orgénicos tais como 4cido citrico, 4cido madlico e
dcido estedrico, e sais destes; acticares tais como glicose, lactose e sacarose; €
um carreador sélido tal como pé de alumina, gel de silica, zedlito,

hidroxiapatita, fosfato de zirconio, fosfato de titanio, 6xido de titanio, 6xido
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de zinco, hidrotalcita, caolinita, montmorilonita, talco, argila, diatomita,
bentonita, carbono branco, caulim e vermiculita.

[34] Além disso, o tensoativo (também pode ser usado como um
dispersante) ndo ¢ particularmente limitado contanto que o mesmo possa ser
usado para uma formulacdo agricola e horticultural comum, e os exemplos
especificos incluem um tensoativo ndo iénico, tensoativo aniénico, tensoativo
catiOnico e tensoativo anfolitico, como descrito abaixo.

[35] Os exemplos do tensoativo nao i6nico incluem um tensoativo
de éster de acucar tal como éster de 4cido graxo sorbitano (Ciz.13), éster de
dcido graxo sorbitano POE (Ci».18), € éster de dcido graxo de sacarose; um
tensoativo de éster de dcido graxo tal como o éster de dcido graxo POE (Cis.
18), éster dcido de resina POE, diéster de dcido graxo de POE (Ciz.13); um
tensoativo de dlcool tal como éter alquilico de POE (Ci2.15); um tensoativo de
alquilfenol tal como POE alquila (Csi2) feniléter, POE dialquila (Cg.12)
feniléter, e condensado de formalina POE alquila (Cs.1») feniléter; polimero de
bloco de polioxietileno-poliéxi-propileno; um tensoativo de polimero de bloco
de polioxietileno-polioxipropileno tal como éter de polimero de bloco de
alquila (C2.18) polioxietileno-polioxipropileno; um tensoativo de alquilamina
tal como POE alquilamina (Ci».18) € dcido graxo de POE amida (Ci2.15); um
tensoativo de bisfenol tal como bisfeniléter de 4cido graxo de POE; um
tensoativo de anel multi-aromatico tal como éter POA benzilfenila (ou
fenilfenila) e éter de POA estirilfenila (ou fenilfenila); um tensoativo de
silicio ou fldor tal como éter de POE e tensoativos de silicio de éster de POE e
tensoativos de flior; um tensoativo de 6leo vegetal tal como 6leo de mamona
POE e 6leo de mamona endurecido POE.

[36] Os exemplos do tensoativo anidnico incluem um tensoativo de
sulfato tal como alquil sulfato (Ci».13, Na, NHy4, alcanolamina), POE alquil éter
sulfato (Ciz.13, Na, NH4, alcanolamina), POE alquilfenil éter sulfato (Cis.1s,

NH,4, alcanolamina), POE benzila (ou estiril) fenil (ou fenilfenil) éter sulfato
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(Na, NH,4, alcanolamina), polioxietileno, polimero de bloco polioxipropileno
sulfato (Na, NH4, alcanolamina); um tensoativo de sulfonato tal como
parafina(alcano) sulfonato (Ciz.2, Na, Ca, alcanolamina), AOS (Cis.16, Na,
alcanolamina), dialquil sulfossuccinato (Cs.i2, Na, Ca, Mg), alquilbenzeno
sulfonato (Ci;, Na, Ca, Mg, NH, alquilamina, alcanol, amina,
cicloexilamina), mono- ou di-alquila (Css) naftaleno sulfonato (Na, NH,,
alcanolamina, Ca, Mg), condensado de naftaleno sulfonato-formalina (Na,
NH,), alquila(Cs.12)difenil éter dissulfonato (Na, NH,), ligninsulfonato (Na,
Ca), POE alquil(Cs.12)feniléter sulfonato (Na), e POE alquil(Ci2.1g)éter, semi
éster do 4cido sulfossuccinico (Na); um tensoativo de fosfato tal como POE
alquil(Cj».13) éter fosfato (Na, alcanolamina) incluindo um sal de 4cido graxo
do 4cido carboxilico(Ciz.15, Na, K, NHy, alcanolamina), sarcossinato de N-
metil-dcido graxo (Ci2.13, Na) e sal de 4cido de resina (Na, K), POE mono- ou
di-alquila (Cs.12) fenil éter fosfato (Na, alcanolamina), POE benzilado (ou
estirilado) fenil (ou fenilfenil) éter fosfato (Na, alcanolamina), polimero de
bloco polioxietileno-poliéxi propileno (Na, alcanolamina),
fosfatidilcolina-fosfatidiletanolimina (lecitina) e alquila (Cs.1») fosfato.

[37] Os exemplos do tensoativo catidénico incluem um tensoativo de
amOénio tal como cloreto de  alquiltrimetilaménio  (Ciz.13),
metil-polioxietileno-cloreto de alquilamo6nio (Cjz.13), alquil-‘N-brometo de
metilpiridio (Cj2.13), cloreto de mono- ou di-alquil(C,.13)amdnio metilado e
dicloreto de alquil(Ci».1s)pentametilpropilenodiamina; € um tensoativo de
benzalc6nio tal como cloreto de alquildimetilbenzalc6nio (Ci2.18) € cloreto de
benzetbénio (cloreto de octilfenoxietdxi etildimetilbenzilamdnio).

[38] Os exemplos do tensoativo anfolitico incluem um tensoativo
de betaina tal como dialquil(Cs.;z)diaminoetilbetaina e alquil(Ciz.1s)
dimetilbenzilbetaina; um tensoativo de glicina tal como dialquil(Cs.12)
diaminoetilglicina e alquil(C;,.1s)dimetilbenzilglicina.

[39] Um tensoativo e/ou um dispersante podem ser usados sozinhos
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ou em combinacao de 2 ou mais tipos destes.

[40] O suplemento pode ser exemplificado pela
carboximetilcelulose, polietileno glicol, goma ardbica e amido.

[41] A forma de um agente que controla doenca de planta da
presente invencdo ndo € particularmente limitada e o mesmo pode tomar
qualquer forma que um agente agricola e horticultural comum pode tomar. O
agente de controle pode tomar, por exemplo, a formulacio em pd, péd
umectédvel, emulsao, formulagado fluivel e formulagdo granular.

[42] Uma doenga de planta a qual um agente de controle de planta
da presente invencdo pode ser aplicado n3o € particularmente limitado
contanto que a doenca seja causada quando uma planta € infectada com uma
bactéria patog€nica para a qual a Pseudomonas rhodesiae da presente
invencdo exerca a sua capacidade de controle. Os exemplos da doenca de
planta aplicavel incluem cancro, furo bacteriano, podriddo mole bacteriana,
mancha bacteriana, mancha negra bacteriana, definhamento bacteriano,
mancha da folha necrética, necrose de breu, podridio bacteriana do grio,
ferrugem bacteriana das mudas, ferrugem bacteriana das folhas, podridao
bacteriana e podridao negra.

[43] Além disso, os exemplos da doenga de planta a qual um agente
de controle da planta da presente invenc¢ao pode ser aplicado incluem uma ou
mais doencas de planta, preferivelmente 2 ou mais doencas de planta e mais
preferivelmente todas as doencas de planta selecionadas de cancro, furo
bacteriano, podriddo mole bacteriana, mancha bacteriana, mancha negra
bacteriana, definhamento bacteriano, mancha da folha necrética, necrose de
breu, podridao bacteriana do grdo, ferrugem bacteriana das mudas, ferrugem
bacteriana das folhas, podridao bacteriana e podridao negra. Particularmente
exemplificados sdo pelo menos 1 ou mais doencas de planta, preferivelmente
2 ou mais doencgas de planta e mais preferivelmente todas as doencgas de

planta selecionadas de podriddo mole bacteriana, podridao bacteriana,
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podridio negra, cancro e furo bacternano.

<3> M¢todo para controlar doengas de planta de acordo com a presente
invengao

[44] Um método para controlar doencgas de planta de acordo com a
presente invengio nido € particularmente limitado contanto que o mesmo seja
um método que compreenda tratar uma planta e/ou seu solo com um agente
que controla doenca de planta da presente invencdo e este pode ser
apropriadamente selecionado dependendo de tal como um tipe da doenga de
planta e um tipo da planta aplicivel em uma maneira similar a quando
pesticidas quimicos comuns sdo usados. Por exemplo, uma planta pode ser
tratada com um agente gue controla doenca de planta da presente invengio
sendo, por exemplo, diretamente aplicada ou pulverizada com um agente que
controla doenga de planta da presente invencdo. Alternativamente, o solo
onde a planta € cultivada (solo da planta) pode ser tratado com um agente que
controla doenca de planta da presente Invengdo sendo, por exemplo,
misturado, pulverizado ou irrigado com um agente que controla doencga de
planta da presente invengdo. Aqui, quando um agente gque controla doenca de
planta da presente invenciio € tratado no solo de uma planta, & planta pode ser
plantada depois do solo ter sido tratado com um agente que controla a doenga
de planta da presente invengdo, ou o solo pode ser tratado com um agente que
controla doenga de planta da presente invengio depois gque a planta foi
plantada no solo. Além disso, como descrito no Pedido de Patente Aberta ao
Piiblico Japonés N* 2001-302407, um agente que controla doenc¢a de planta da
presente invengdo pode ser colocado na vicinidade de abertura de sopro de um
soprador para ar soprado na instalagiio ¢ o agroquimico ¢é espalhado ao longo
com ar soprado da abertura de sopro.

[45] Quando do tratamento de uma planta e/ou do seu solo com um
agente que controla doenca de planta da presente invenglio, o agente que

controla doenga de planta da presente invencdo pode ser usado diluindo-o
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com uma quantidade apropriada de dgua e outros. A quantidade de um agente
que controla doenca de planta da presente invencao a ser tratado a uma planta
e/ou ao seu solo ndo pode ser no geral definida, visto que a quantidade difere
dependendo de um tipo da doenca de planta, um tipo da planta aplicével, etc.
Quando o agente de controle € espalhado no solo, a quantidade pode ser
usualmente definida como estando em uma faixa de 1 x 10? - 1 x 10" cfu/ml,
preferivelmente 1 x 10% - 1 x 10° cfu/ml, em termos da concentragio de célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesiae.

[46] O ndmero de tratamentos por pulverizacio pode ser
apropriadamente selecionado de acordo com um tipo da doenca de planta, um
tipo da planta aplicavel e do grau da doencga.

[47] A presente invengdo é explicada em mais detalhes no que
segue, embora o escopo técnico da presente invengao nao deva ser limitado a
estas exemplificacoes.

Exemplos

[Exemplo 1]

[48] Identificacdo das bactérias e preparacio de uma composi¢ao
em pd umectdvel que controla doencga de planta

1. Selecdo de uma cepa tendo capacidade de controle contra podriddo mole
bacteriana da alface

[49] As folhas de alface coletadas no campo da fazenda foram
homogeneizadas em uma pequena quantidade de 4gua esterilizada. A
suspensao assim obtida foi revestida em um método padrao de agar (0,5 %
(p/v) de Peptona de Caseina, 0,25 % (p/v) de extrato de levedura, 0,1 % (p/v)
de glicose, 1,5 % (p/v) de agar, pH 6,9 a 7,1 depois da esterilizacdo) (NISSUI
PHARMACEUTICAL CO. LTD.) e cultivada por 2 dias a 25° C. As colOnias
dos microorganismos cultivados foram coletados, que foram ainda separados
e obtidos como uma coldnia dnica. As cepas plurais dos microorganismos

assim obtidos passaram por um teste para avaliar o efeito controlador contra
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podridao mole bacteriana da alface (teste interno) como descrito nos
Exemplos que seguem, para selecionar as cepas de microorganismos tendo
efeito controlador contra uma cepa patogénica da podridao mole bacteriana da
alface (Erwinia carotovora). As cepas assim selecionadas passaram ainda por
um teste para avaliar o efeito controlador contra podriddao mole bacteriana da
alface (teste de campo) em uma maneira similar ao dltimo teste mencionado
para avaliar o efeito controlador contra podriddo mole bacteriana em acelga
(teste de campo). Como um resultado, a cepa 05057219 foi selecionada que
exerceu efeito controlador contra a podriddo mole bacteriana da alface
também no teste de campo.

2. Andlise do gene 16SrDNA

[50] De modo a analisar a sequéncia de nucleotideo do gene
16StDNA na cepa 05057219, foi tentado isolar 16SrDNA a partir da
cepa05057219. Especificamente, o DNA gendmico foi isolado da cepa
05057219 de acordo com um protocolo comum. Pelo uso do DNA gendmico
assim obtido como um padrao, a amplificacdo pela PCR foi realizada pelo uso
do iniciador 27F (SEQ ID No: 2) e iniciador 1544R (SEQ ID No: 3) que sao
iniciadores habitualmente usados para isolar 16SrDNA. Depois a presencga ou
auséncia dos produtos da PCR foram confirmadas pela eletroforese usando
gel de agarose, cada um dos produtos da PCR incluindo tipos plurais de
polinucleotideos foram sequenciados e tipos plurais de sequéncias de
nucleotideo foram determinados. A montagem foi realizada com base na
informacdo de tipos plurais assim obtidos de sequéncias de nucleotideo para
determinar a sequéncia de nucleotideo de tamanho natural de 16SrtDNA. A
sequéncia de nucleotideo do gene 16SrDNA da cepa 05057219 € mostrada
abaixo como a SEQ ID No: 1.

[51] A pesquisa por homologia BLAST foi conduzida com base na
sequéncia de nucleotideo do gene 16SrDNA da cepa050572I9. Além disso, a
sequéncia de nucleotideo do gene 16SrDNA da cepa 050572I9 foi analisada
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com ClustalW e os resultados de anélise assim obtidos foram processados
usando-se Tree View para fabricar um dendrograma da cepa 05057219
(Figura 1). O dendrograma demonstrou a posicdo taxondmica da cepa
050572I9. Consequentemente, foi fortemente sugerido que a cepa 05057219 é
provavel ser Pseudomonas rhodesiae.

3. Anélise de propriedades bacterianas

[52] Os resultados da andlise de sequéncia para o gene 16SrTDNA
no “2.” acima sugeriram que a cepa 05057219 € altamente provavel de ser um
microorganismo pertencente ao género Pseudomonas, especialmente ser
Pseudomonas rhodesiae ou Pseudomonas fluorescens. De modo a determinar
as espécies da cepa 05057219, suas propriedades micoldgicas foram
examinadas pelo método dado como descrito mais tarde. As propriedades
bacterianas da cepa 05057219 sdo como segue. A mesma € uma bactéria
Gram-negativa, na forma de bastdo, que ndo forma esporo. O seu
comprimento de célula total € de 2,0 a 2,5 um, a largura total ¢ 0,7 a 0,8 um e
a motilidade é observada. A mesma forma uma colonia circular lisa em um
meio de caldo de 4gar e produz pigmento fluorescente em um meio King B. O
seu crescimento nao € observado a 41° C. Ela € positiva quanto a atividade de
catalase, oxidada no teste OF, negativa quanto a reducdo de sal de nitrato,
negativa quanto a producgdo de indol, negativa quanto a atividade de urease,
positiva quanto a degradacdo de gelatina, negativa quanto a atividade de -
galactosidase e negativa quanto a atividade de B-glicosidase. Além disso, no
teste de LOPAT, a mesma ¢ positiva quanto a producdo de levan, negativa
quanto a podriddo do tubérculo da batata, negativa quanto a resposta
hipersensivel do tabaco, positiva quanto a atividade de oxidase e positiva
quanto a degradacdo da arginina. Ela € negativa quanto a assimilacdo de
amido. Como para a assimilacdo de compostos de carbono tal como agticar e
dcidos organicos, € positiva quanto a D-glicose, positiva quanto a L-

arabinose, positiva quanto a D-manose, positiva quanto a D-manitol, positiva
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quanto a N-acetil-D-glicosamina. negativa quanto a maltose, positiva quanto
ao gliconato de potdssio, positiva quanto ao dcido n-ciprico, negativa quanto
ao dcido adipico, positiva quanto ao dcido dL-mdlico, positiva quanto ao
citrato de sodio, negativa quanto ao acetato de fenila, positiva quanto &
sacarose, positiva quanto a trealose, negativa quanto a adonit, positiva quanto
ao sorbitol, positiva quanto ao #dcido butirico, positiva quanto ao acido
propidnico e positiva quanto ao propileno ghcol. Estes resultados estdo

resumidos em uma tabela como abaixo.

[Tabela 2]
Cepa 05057219 Pseuwdomonas Psewdomonas
FERM BPE-10912 rhodesiae fluorescens
(cepa JCM11940) | (cepa NRRC14160
cepa)
Forma da célula Forma de bastio Forma de bastao Forma de bastao
Forma da coldma Circular lisa Circular lisa Circular Lisa

Tingimento Gram —
Formagiio de esporo —
Motilidade +
Crescimento a 41°C -

i/
i/

Atividade de catalase +
Teste OF Oxidagio Oxidagao Oxidacao
Teste em meio King B +

Reducdo de  sal  de -
nitrato
Producao de indol -
Atividade de urease -
Degradacio de gelatina +
Atividade de B- -
galactosidase atividade
Atividade de B- -

Y

glucosidase

Atividade de Levan +
Podndao do tubérculo -
da batata

Resposta i -
hipersensibilidade  do

tabaco

Atividade de oxidase +
Degradacio da arginina +

(Assimilacao)
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Amido — - -
D-glicose - + +
L-arabinose + + +
D-manose + + +
D-manitol + \ \
N-acetil-D-glicosamina + + +
Maltose - - -
Gliconato de potissio + + +
Acido n-ciprico + + +
Acido adipico - - —
Acido dL-milico + + +
Citrato de sodio + + +
Acetato de fenila - - -
Sacarose + + -
Trealose + + +
Adonit — - +
Sorbitol + + +
Acido butirico + + -
Acido propidnico + + -
Propileno glicol + + -
[53] Entre os itens na Tabela 2 acima, API20NE (bioMerieux Japan

Ltd.) foi usado ¢ o teste foi conduzido de acordo com o protocolo anexo para
a reducio de sal de nitrato, producdo de indol, Teste OF, degradacio de
arginina, atividade de urease, degradacio de gelatina, atividade de [-
galactosidase, atividade de B-glicosidase, assimilacdo de D-glicose,
assimilagdo de L-arabinose, assimilacio de D-manose, assimilacdo de D-
manitol, assimila¢do de N-acetil-D-glicosamina, assimila¢do de maltose,
assimilaciio de gliconato de potdssio, assimilacdo de dcido n-cdprico,
assimilagdo de dcido adipico, assimilacio de acido dL-malico, assimilagio de
citrato de sddio e assimilagdo de acetato de fenila. Atividade de oxidase foi
testada pelo uso de Oxidase Reagent (bioMerieux Japan Ltd.) e a atividade de
catalase fol testada pelo uso de ID color Catalase (bioMericux Japan Ltd.).
Além disso, um meio King B usado no teste em meio King B foi da EIKEN
CHEMICAL CO., LTD. O tingimento Gram foi realizado pelo uso de Color
Gram 2 (bioMerieux Japan Ltd.). No teste de producao de levan, a cepa foi
transferida riscando-se na placa plana de dgar Nutrient suplementada com 5 %

de sacarose e cultivada por 3 dias a 25° C. Aquelas que formam uma coldnia
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branca e viscosa que foi elevada em uma forma cupuliforme grande foram

determinadas como positivas.

[54] O teste da podridao do tubérculo da batata foi conduzido como
segue.
[55] As batatas descascadas e fatiadas em rodelas de 7 a 8 mm de

espessura foram lavadas com dgua e embebidas em &lcool, que foram depois
rapidamente submetidas a esterilizacdo em chama e colocadas em placas de
Petri e mantidas sob uma condi¢do imida excessiva. As secdes de batata de
fatia redonda foram revestidas com uma solucdo bacteriana espessa e
cultivadas por 2 dias a 25° C. Aquelas secoes de batata em que a maior parte
das secdes inoculada com bactérias apodreceram foram determinadas como
positivas e aquelas se¢des de batata em que apenas uma pequena parte da area
inoculada apodreceu foram determinadas como negativas. Este teste foi

conduzido pelo uso da variedade “Tokachi-kogane” como batatas de teste.

[56] Um teste de resposta hipersensivel para tabaco foi conduzido
como segue.
[57] Uma solucdo bacteriana foi injetada em meséfilo de tabaco

(White Burley ou Bright Yellow) com uma seringa. Dois tipos de solugdes
bacterianas foram usados, isto é, solucdes bacterianas com a concentragao de
bactérias de 1 x 10® células/ml e 1 x 10° células/ml, respectivamente. Os
tabacos injetados com a respectiva solu¢do bacteriana foram cultivados por 5
dias. Aqueles tabacos em que a parte infiltrada com a solu¢do bacteriana
sofreu de desidratacio e tornaram-se marrons ou verde escuro foram
determinados como positivos. Aqueles tabacos que nao apresentaram
nenhuma mudanca ou que simplesmente tornaram-se amarelados foram
determinados como negativos.

[58] O teste de assimilacdo de amido foi conduzido como segue.
Primeiro, uma cepa foi transferida riscando-se em agar Nutrient (contendo 35

g de 4gar e 10 g de amido soldvel em 1 L de dgua) e cultivada por 2 a 3 dias a



23740

30° C. Depois da cultura, solugdo de iodo de Lugol (contendo 0,1 g de iodo e
0,2 g de iodeto de potidssio em 30 ml de dgua) foi vertida sobre o meio de dgar
mencionado acima e a mesma foi determinada positiva quando uma parte
transparente foi observada em torno da coldnia bacteriana.

[59] A assimilacio de compostos de carbono tais como agtlicares ¢
acidos organicos foi testada como segue. 5 ml de um meio basal cuja
composi¢do € como descrita abaixo foram adicionados com 0,1 % em peso ou
0,2 % em peso de um composto de carbono (qualquer um de D-glicose,
sacarose, trealose, adonit, sorbitol, #dcido butirico, dcido propidnico e
propileno glicol; 0.2 % em peso para D-glicose, sacarose, trealose, adonit e
sorbitol ¢ 0.1 % em peso para acido butirico, dcido propidnico ¢ propileno
glicol}, para preparar o meio. A célula bacteriana foi inoculada no meio assim
preparado e cultivado por 2 a 3 dias (5 dias para o dcido butirico) a 30° C.
Depois da cultura, a mesma foi determinada como positiva quando o
crescimento bacteriano foi observado.

* Composi¢do do meio basal (1 L)

Tampio de Na;HPOs 1 M e

KH:POs 1 M (pH 6,8) 4() ml
(NH4)>S04 10g
Solugiio de sal inorginico de Hutner 20 ml

Agua destilada

O restante

* Composicdo da solugio de inorgiinico de Hunter (1 L)

Acido nitrilotriacético 10g
MgS047H.O 1445 ¢
CaCla*2H;0 3335¢
(NHJ)GMDTQM‘-’-IHJ() 0,25 g
FeS04+7TH-0 99 mg
Solucio de estoque de sais (Metais “44™) 50 ml
[60] O dcido nitrilotriacético foi dissolvido em dgua destilada e

neutralizado com hidréxido de potassio, depois outros sais foram adicionados

a 1sto.

* Solugdo de estoque de sais (composi¢do para 100 ml)

EDTA

250 mg

ZnS04+7H0

1,095 mg
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FeSO4=7TH>0 500 mg

MnS04=H:0 154 mg

CuSOu*5H.0 39.2 mg

Col(NO3)+6H0 248 mg

Na:BsQ7 10H-0 17.7 mg
[61] De modo a demonstrar se a cepa 05057219 € Pseudomonas

rhodesiae ou Pseudomonas flitorescens, cepas conhecidas, a cepa JCM11940
de Pseudomonas rhodesiae e a cepa NBRCI4160 de Pseudomonas
fluorescens foram testadas quanto aos itens na Tabela 2 acima em uma
maneira similar ao acima. Os resultados siio mostrados na Tabela 2.

[62] A Pseudomonas fluorescens ¢ conhecida ser patogénica para
tomates e causa a necrose da polpa do tomate. Assim, de modo a examinar se
a cepa 05057219 tem tal patogenicidade para os tomates ou ndo, o seguinte
teste foi conduzido.

[63] A cepa 05057219 foi cultivada em um meio liquido até que
Agon (absorbincia no comprimento de onda de 600 nm) atingisse 1.0 e a
solugiio de cultura foi inoculada pela pulverizagio no colmo principal ¢ parte
do peciolo concentrando na base do peciolo de mudas de tomate. Depois de
terem sido cultivadas por 7 dias, as mudas foram observadas e ndo houve
nenhum trago de sintoma de necrose da polpa do tomate. As mudas também
foram observadas depois de terem sido respectivamente cultivadas por 14 dias
e 21 dias e também ndo houve traco de sintoma de necrose da polpa do
tomate. Além disso, a solugio de cultura mencionada acima da cepa 05057219
foi inoculada para as mudas de tomate na parte que foi riscada e um teste
similar foi conduzido, mas nenhum sintoma de necrose da polpa de tomate
tampouco foi observado. Além disso, a solugdo de cultura mencionada acima
da cepa 05057219 foi inoculada pela injegiio nas mudas de tomate usando uma
seringa e um teste similar foi realizado. Do mesmo modo, o sintoma de
necrose da polpa de tomate nio foi observado.

[64] Os resultados da Tabela 2 revelou que a cepa 05057219 diferiu

da cepa NBRC14160 de Pseudomenas fluorescens com respeito da presenga
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ou auséncia da degradacdo de gelatina, degradacdo 4cida da arginina,
assimilacio de sacarose, assimilacdo de adonit, assimilacdo de 4&cido
propidnico e assimilacdo de propileno glicol.

[65] Por outro lado, a cepa 05057219 diferiu da cepa JCM11940 de
Pseudomonas rhodesiae apenas com respeito da presenca ou aus€ncia da
capacidade de reducdo para o sal de nitrato.

[66] Além disso, as formas de célula bacteriana foram observadas e
foi revelado que a cepa 05057219 (comprimento de célula total; 2,0 a 2,5 pm,
largura de célula; 0,7 a 0,8 um) e a cepa JCM11940 de Pseudomonas
rhodesiae (comprimento de célula total; 2,0 a 2,5 um, largura de célula; 0,7 a
0,8 um) foram quase do mesmo tamanho, mas que a cepa NBRC14160 de
Pseudomonas fluorescens (comprimento de célula total; 2,2 a 2,7 um, largura
de célula; 0,8 a 1,0 um) foram levemente maiores do que a cepa 05057219
tanto no comprimento quanto na largura.

[67] Além disso, diferente da cepa 05057219 de Pseudomonas
fluorescens nao causou a necrose da polpa do tomate.

[68] A partir de uma revisao compreensiva dos resultados acima, a
cepa 05057219 foi considerada ser muito mais homéloga a Pseudomonas
rhodesiae do que a Pseudomonas fluorescens. Portanto, a cepa 05057219 foi
identificada como Pseudomonas rhodesiae. Os presentes inventores
chamaram a cepa 05057219 como cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae.
Pseudomonas rhodesiae € um microorganismo do Nivel 1 de Bio Seguranca.
[69] Os resultados de andlise para a cepa 05057219 usando
API20NE foram procurados na base de dados do National Institute for Agro-
Environmental Sciences. Porque os resultados da pesquisa indicaram a
possibilidade da cepa 05057219 ser Pseudomonas marginalis pv. marginalis
mesmo que em uma probabilidade consideravelmente baixa de 9 %, o teste a
seguir foi conduzido para verificar esta possibilidade examinando-se se a cepa

05057219 é patog€nica ou ndo para a acelga e alface para os quais a
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Pseudomonas marginalis pv. marginalis é conhecida ser patogénica.

[70] Uma solugdo de cultura obtida submetendo-se a cepa
05057219 a uma cultura liquida foi centrifugada e a célula bacteriana foi
recuperada. A célula bacteriana coletada foi colocada em suspensdo em 4gua
e dgua foi ainda adicionada a esta de modo a ajustar a Agpo da suspensio de
célula bacteriana para ser 1,0. As secdes da nervura central das folhas da
acelga foram imersas na suspensdo de célula bacteriana. As se¢des foram
tiradas da suspensio de célula bacteriana e incubadas por 4 dias a 28° C. As
secOes de acelga foram depois observadas, mas nao houve nenhum traco de
sintoma (ocorréncia de manchas marrom esverdeadas submergidas) da
podridao bacteriana da acelga que € uma doenca cuja bactéria patogénica € a
Pseudomonas marginalis pv. marginalis.

[71] Um teste similar foi conduzido pelo uso de alface ao invés de
acelga, mas do mesmo modo niao houve nenhum traco de sintoma (ocorréncia
de lesdo submergida assim como cor marrom e expansao de nervura da folha)
da podridao bacteriana da alface que € uma doenca cuja bactéria patogénica é
a Pseudomonas marginalis pv. marginalis. Além disso, como mostrado na
Tabela 2 acima, a cepa 05057219 ndo causou a podridao do tubérculo em
batatas. Foi confirmada a partir destes fatos que a cepa 05057219 ndo € da
Pseudomonas marginalis pv. marginalis.

4. Preparacao de suspensao de célula bacteriana

[72] A um frasco conico de 300 ml de volume, 150 ml de um caldo
de método padrio (0,25 % de extrato de levedura, 0,5 % de peptona, 0,1 % de
glicose, pH 7,0) foram introduzidos e esterilizados por calor. A este, 0,1 ml da
pré cultura da cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae (FERM BP-10912)
foi inoculado e cultivados por 3 dias a 100 rpm a 30° C em um agitador com
movimento de vaivém. Assim a solugcdo de cultura obtida foi centrifugada
para remover o sobrenadante. O precipitado foi lavado com dgua, para o que a

centrifugacdo foi novamente conduzida, depois que o sobrenadante foi
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removido e o precipitado foi lavado com &4gua. A suspensdo de célula
bacteriana da cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae foi assim preparada.
5. Preparacdo de um composi¢ao de pé umectdvel que controla doenga de
planta
[73] A suspensdo de célula bacteriana preparada em “4.” acima foi
secada por congelamento. A contagem de bactérias vidveis do material seco
foi de 1,0 x 10! cfu/g. 10 partes em peso da célula bacteriana seca, 9 partes
em peso do condensado de naftalenossulfonato formaldeido (s6dio) e 81
partes em peso de sulfato de calcio e um hidrato deste foram uniformemente
misturados para se obter uma composi¢ao de pé umectivel. A composicao de
p6 umectidvel é um agente farmacéutico tendo a cepa 050572I9 de
Pseudomonas rhodesiae como um ingrediente ativo.
[Exemplo de Teste 1]

Teste para avaliar o efeito controlador contra podriddo mole
bacteriana da alface (teste interno)
[74] A suspensdo de célula bacteriana obtida em “4.” mencionado
acima foi diluida com 4gua para preparar uma solucao de tratamento (Agp =
0,1). A solucao de tratamento foi pulverizada sobre o corte de extremidade de
uma folha cortada da nervura central da alface. Como um exemplo
comparativo, uma diluicdo de 1000 vezes de p6 umectavel Biokeeper (marca
registrada) (CENTRAL GLASS Co., Ltd.) foi pulverizada de uma maneira
similar. Cada alface que foi submetida ao tratamento de pulverizagdo foi
incubada por 5 horas a 28° C sob uma condicao umidificada. Uma suspensao
aquosa (Agoo = 0,5) de bactéria patogénica de podriddo mole bacteriana da
alface (Erwinia carotovora) foi inoculada ao corte de extremidade de cada
alface, seguido pela incubacgdo por 4 dias a 28° C. Subsequentemente, o grau
de inicio de doenca foi investigado de acordo com os seguintes padrdes € a
doenca severidade e valor preventivo foram calculados com base nas férmulas

1 e 2 abaixo.



28740

Padriao (: Nenhuma patologia observada

Padrdo 1: A patologia € observada em menos do que 10 % das
nervuras centrais das folhas

Padrio 2: A patologia € observada em 10 a 50 % das nervuras
centrais das folhas

Padrao 3: A patologia € observada em 50 a 75 % das nervuras
centrais das folhas

Padriao 4: A patologia excede 75 % das nervuras centrais das
folhas
[Foérmula 1]

(Ix nl + 2x n2+ 3x n3 + 4x n4)

Severidade da Doenca = - ‘ x 100
4x (Numero total de folhas pesquisadas)

nl a nd representa o nimero de folhas que respectivamente
corresponde aos padrdes de 1 a 4.
[Férmula 2]

Valor Preventivo = {1l - (Severidade da doenga na drea
tratada/Severidade da doenca na drea ndo tratada)) x 100
[75] Os resultados do teste para avaliar o efeito controlador contra a
podridido mole bacteriana da alface (teste interno) sdo mostrados na Tabela 3.

[Tabela 3]

Inspecao da severidade da doenga quanto a
podriddo mole bacteriana
Sevendade da Doenga Valor Preventivo
Prendomonas rhodesiae 2000 72.4
Cepa (05057219
P& umectivel Biokeeper 25,0 65,5
Nio ratada 72.5 -

Como estd evidente a partir da Tabela 3, a cepa 05037219 de
Pseudomonas rhodesiae for confirmada para demonstrar um valor preventivo
de 72,4 e ter um efeito controlador superior contra a podridao mole bacteriana
da alface. Além disso, a cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesice mostrou

um valor preventivo mais alto do que aquele do pé umectivel Biokeeper
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(marca registrada) que usa Erwinia carotovora nao patogénica.
[Exemplo de Teste 2]

Teste para avaliar o efeito controlador contra podriddo mole
bacteriana na acelga (teste de campo)
[76] A suspensdo de célula bacteriana obtida em “4.” mencionado
acima foi diluida com 4gua para preparar uma solucdo de tratamento (Agpo =
0,1). A solucdo de tratamento foi pulverizada sobre a acelga plantada
fixadamente no campo. Como um exemplo comparativo, uma diluicdo de
1000 vezes de pd umectavel Biokeeper (marca registrada) (CENTRAL
GLASS Co., Ltd.) ou uma dilui¢ao de 1000 vezes de p6 umectavel Coppersin
(marca registrada) (Meiji Seika Kaisha, Ltd.) foram pulverizados de uma
maneira similar. O tratamento de pulverizacdo foi conduzido duas vezes com
o intervalo de 1 semana. No dia do primeiro tratamento de pulverizagdo, uma
suspensdo aquosa (Aeyw = 0,1) de bactéria patogé€nica de podriddo mole
bacteriana na acelga (Erwinia carotovora) foi inoculada pela pulverizacao. 1
semana depois o segundo tratamento de pulverizacdo, o grau de inicio de
doenca foi investigado de acordo com os seguintes padroes € a severidade da
doenca, taxa de inicio de cepa e valor preventivo foram calculados com base
nas féormulas 3, 4 e 5 abaixo.

Padrao 0: Nenhum inicio de doenca

Padrao 1: O inicio de doenga € observado em parte da folha
externa

Padrao 2: O inicio de doenga € observado em parte da folha
externa e folha da ponta

Padrao 3: O inicio de doenga € observado na maior parte da
folha da ponta
[Férmula 3]

(1x nl1 + 2x n2+ 3x n3)

Severidade da Doencga = x 100
3x (Nimero total de folhas pesquisadas)
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nl a n3 representam o nimero de cepas que respectivamente
correspondem aos padroes de 1 a 3.
[Formula 4]
Taxa de inicio de cepa = (Numero de cepas doentes/Numero total de cepas
pesquisadas) x 100
[Formula 5]

Valor Preventive = | Severidade da doenga (ou taxa de inicio de copa) na drea tratada
falor Preventivo = 1-

I : s A - x 100
Severidude da doengu {ou 1axa de inicio de cepa) nadrea nilo tratuda

[77] Os resultados do teste para avaliar o efeito controlador contra
podridio mole bacteriana em acelga (teste de campo) sdo mostrados na

Tabela 4.

[Tabela 4]
Inspegio de severidade de doenga quanto a podridio mole
bacteriana
Severidade da | Valor preventivo | .. Nivel de
laxa de ‘
doenga Lo controle
inicio de cepa
Cepa 03057219 de
Pseudomonas 3.7 72,2 11,1 72.3
rhodesice
b6 umectivel 10,0 25.0 30,0 25,0
Biokeeper
P6 umectavel 33 75.0 10.0 75.0
Coppersin
Nio tratada 13,3 — 40,0 —
[ 78] Como esta evidente a partir da Tabela 4, a cepa 05057219 de

Pseudomonas rhodesiae tem um valor preventivo de 722 em relagdo a
severidade da doenca e um valor preventivo de 72,3 em relagdo & taxa de
inicto de cepa, consequentemente a cepa 05057219 de Pseudomonas
rliadesice foi confirmada ter um efeito controlador superior contra a podridao
mole bacteriana na acelga. Além disso, o valor preventivo da cepa 05057219
de Pseudomonas rhodesiae fo1 1gual aquela do po umectiavel Coppersin
(marca registrada), um agente controlador quimico tendo cloreto de cobre
bdsico como um componente principal e foi muito mais alto do que aquele do
pé umectivel Biokeeper (marca registrada) usando Erwinia carotovora nio

patogénica.
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|[Exemplo de Teste 3]
Teste para avaliar o efeito controlador contra cancro citrico (teste interno)
[79] A suspensio de célula bacteriana obtida no 4. mencionado
acima fo1 diluido com dgua para preparar uma selucio de tratamento (Agm =
0,1). A solugiio de tratamento foi pulverizada nas folhas de citrico (limédo) que
foram riscadas com uma faca cirdrgica. Como um exemplo comparativo, uma
diluicio de 1000 vezes de pd umectivel (marca registrada) (Meiji Seika
Kaisha, Ltd.) foi pulverizada em uma maneira similar ¢ as folhas foram
incubadas por 5 horas a 28° C sob uma condicio umidificada. Uma suspensdo
aquosa {Agw = 0.5) de bactéria patogénica de cancro citrico (Xanthomonas
campestris pv. citri) foi inoculado no local de corte, seguido pela incubagio
por 7 dias a 28° C. Subsequentemente, o grau do inicio de doenga foi
investigado de acordo com os seguintes padroes e a gravidade da doenga e o
valor preventivo foram calculados com base nas férmulas 6 e 7 abaixo.

Padrao 0: Nenhuma lesiao € observada

Padrdo 1: A lesdo € raramente observada

Padrio 2: A lesdo € observada

Padrao 3: a lesdo € acetuvadamente observada
[Formula 6]

(I1xnl +2x n24 3x n3)

Severidade da Doenga = ) - x 100
3x (Ndimero pesquisado total)

nl a n3 representam o ndmero de lesdes que correspondem
respectivamente aos padroes de 1 a 3.
[Formula 7]
Valor Preventivo = (1 - (Severidade da doenga na drea tratada/Severidade da
doenga na drea nao tratada)) x 100
[BO] Os resultados do teste para avaliar o efeito controlador contra
cancro citrico (teste interno) sio mostrados na Tabela 5.
| Tabela 5]

| ] Inspecio da severidade de doenga para cancro citrico
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Severidade da doenga Valor preventivo
Pseudomaonas rhodesiae
Cepa 05057219 16.7 81.8
Pé umectavel Agrept 54.2 40,9
Niior tratada 91.7 —
[81] Como esta evidente a partir da Tabela 5, a cepa 05057219 de

Pseudomonas rhodesiae foi confirmada demonstrar um valor preventivo de
81,8 e ter um efeito controlador superior contra cancro citrico. Além disso, a
cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae mostrou um valor preventivo
acentuadamente mais alto do que o do p6é umectivel Agrept (marca
registrada) que é um agente controlador quimico que compreende sulfato de
estreptomicina como um componente principal.
[Exemplo de Teste 4]
Teste para avaliar o efeito controlador contra cancro citrico (teste de campo)
[82] A suspensiio de célula bacteriana obtida no “4.” mencionado
acima foi diluida com dgua para preparar uma solucio de tratamento (Agy =
0,05). A solugdo de tratamento foi pulverizada completamente sobre uma
arvore de laranja-da-baia. Como um exemplo comparativo, uma diluiciio de
1000 vezes de pd umectivel Coppersin (marca registrada) (Meiji Seika Kaisha,
Ltd.) foi pulverizada em uma maneira similar. O tratamento de pulverizacdo foi
ainda conduzido 10 dias depois que as flores cairam e uma vez depois de 2 a 3
semanas disto, isto €, 3 tratamentos de pulvenizacdo no total. 7 dias depois do
tratamento de pulverizagio final, o grau do inicio de doenga das folhas e frutas
da laranja-da-baia foi investigado de acordo com os seguintes padroes e a
sevendade da doenga, taxa de inicio de folha, taxa de nicio de [ruta jovem e
valor preventivo foram calculados com base nas formulas 8,9, 10 ¢ 11 abaixo.

Padrio 00: Nenhuma lesio é observada

Padrao 1: O nimero de lestesé de 1 a3

Padrido 2: O nimero de lesdes é de 4 a 10

Padrdo 3: O nimero de lestGes é de 11 a 20

Padrio 4: O nimero de lesdes é de 21 ou mais



| Formula 8]

Severidade da Doenga = % (1x nl + 2% n2+4 3x n3+4x nd) I

e - - - ‘ x 100
4x (Nimero total de folhas e frutas jovens pesquisadas) |

nl a nd4 representam nimere de folhas ¢ frutas jovens
respectivamente que correspondem aos padroes de |1 a 4.
[Férmula 9]
Taxa de inicio de folha = (namero de folhas doentes/namero total de folhas
pesquisadas) x 100
[Formula 10]
Taxa de inicio de fruta jovem = (nimero de [rutas jovens doentes/ nimero otal
de frutas jovens pesquisadas) x 100
[Formula 11]

‘ N . Severidade da doenga (ou taxa de inicio de copa) na drea tratada
Valor Preventivo = |-

Severidude du doenga fou taxa de inicio de cepa) na drea nio ratada

x 100

[83] Os valores preventivos relativos i taxa de inicio de folha e &
taxa de inicio de fruta jovem foram calculados em uma maneira similar.

[84] Os resultados do teste para avaliar o efeito controlador contra
cancro citrico (teste de campo} sdo mostrados na Tabela 6 (folha de citrico) e

Tabela 7 (fruta jovem de citrico).

[ Tabela 6]
Folha de citrico
Severidade da | Valor Taxa de inicio | Valor
doenga preventivo de folha preventivo
Prewdomonas
rhedesiae 4,1 725 12.5 67.5
Cepa 05057219
Nio tratada 15.0 — 386 —
| Tabela 7]
Fruta jovem de citrico
Severidade Valor taxa de Valor
T - micio de :
da doenga preventivo . . preventivo
" ‘ fruta jovem
Pseudomonas rhodesiae .
cmmtr 3. . . .
Cepa 05057219 13.3 773 321 60.7
Nio tratada 39.2 — 81.8 —
[85] Como estd evidente a partir das Tabelas 6 e 7, a cepa 03057219

de Pseudomonas rhodesiae foi confirmada demonstrar um valor preventivo
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alto, em que o valor preventivo relativo a severidade da doenca em folhas foi
de 72,5 e o valor preventivo relativo a taxa de inicio de folha foi de 67,5.
Além disso, a cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae foi confirmada
demonstrar um alto valor preventivo, em que o valor preventivo relativo a
severidade da doenca em frutas jovens foi de 77,5 e o valor preventivo
relativo a taxa de inicio de fruta jovem foi de 60,7.

[Exemplo de Teste 5]

Teste para avaliar o efeito controlador contra podridio mole bacteriana de
alface (teste interno)

[86] A suspensdo de célula bacteriana obtida no “4.” mencionado
acima foi diluida com 4gua para preparar uma solucao de tratamento (Agg =
0,05). Além disso, uma suspensdao de célula bacteriana foi preparada
cultivando-se Pseudomonas rhodesiae JCM11940 em uma maneira similar ao
“4.” mencionado acima. A partir desta suspensdo de célula bacteriana, um pé
umectdvel foi formulado e preparado em uma maneira similar ao “5.”
mencionado acima. Este p6 umectdvel foi diluido com 4gua para preparar
uma solucdo de tratamento (Agpo = 0,05). Além disso ainda, uma suspensao de
célula bacteriana foi preparada cultivando-se Pseudomonas fluorescens
NBRC14160 em uma maneira similar ao “4.” mencionado acima, suspensao
de célula bacteriana esta que foi depois diluida com dgua para preparar uma
solucdo de tratamento (Agpo = 0,05).

[87] A solucdo de tratamento na qual a suspensdo de célula
bacteriana obtida em “4.” foi diluida foi pulverizada na extremidade de corte
de um corte de folha da nervura central das folhas de alface. Além disso, a
solucdo de tratamento em que uma suspensao de célula bacteriana contendo
Pseudomonas rhodesiae JCM11940 foi diluida foi pulverizada em uma
maneira similar na extremidade de corte de um corte de folha da nervura
central das folhas de alface. Além disso ainda, como um exemplo

comparativo, a solucdo de tratamento na qual uma suspensdo de célula
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bactenana contendo Pseudomonas fluorescens NBRC14160 foi diluida foi
pulverizada em uma maneira similar na extremidade de corte de um corte de
folha da nervura central das folhas de alface.
[88] Cada uma das alfaces tratadas por pulvenzacio foi incubada
por 5 horas a 25° C sob uma condigio umidificada. Depois uma suspensio
aquosa {Agqo = 0.5) de bactéria patogénica de podridao mole bacteriana de
alface (Erwinia carotovora) for inoculada no local de corte, seguida por
incubagdo por 5 dias a 257 C. Subsequentemente, o grau do inicio de doenga
fol investigado de acordo com os seguintes padroes e a severidade da doenga
e o valor preventivo foi calculado com base nas formulas 12 e 13 abaixo.

Padrao 0: Nenhuma patologia observada

Padrao 1: A patologia ¢ observada em menos do que 10 % das
nervuras centrais das folhas

Padrao 2: A patologia € observado em 10 a 50 % das nervuras
centrais das folhas

Padrdo 3: A patologia € observada em 50 a 75 % das nervuras
centrais das folhas

Padriao 4: A patologia excede 75 % das nervuras centrais das
tolhas

[Formula 12]

(Ixnl + 2x n2+ 3x n3+4x nd) l < 100
4x (nimero total de folhas pesquisadas) |

Severidade da Doenga = |

nl a n4 representam o nimero de folhas respectivamente que
correspondem aos padroes de 1 a 4.
[Formula 13]
Valor preventivo = (1 - (severidade da doenca na drea tratada/severidade da
doenga na drea tratada)) x 100
[89] Os resultados do teste para avaliar o efeito controlador contra a
podriddo mole bacteriana de alface (teste interno) sdo mostrados na Tabela 8.

[Tabela 8]
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Inspecio da severidade da doenga quanto a podridio
mole bacteriana
Severidade da doenga Valor preventivo
Pseudomonas rhodesiae
2
Cepa 05057219 130 82.9
FPsendomonas rhodesiae ,
c 3

Cepa JCM11940 73 -
Pseudomonas fluorescente.
Cepa NBRC 14160 9.0 0.0
Nio tratada 875 —
[90] Como estd evidente a partir da Tabela 8, a cepa JCM1 1940 de

Pseudomonas rhodesiae foi confirmada para demonstrar um valor preventivo
de 57.1 e ter um efeito controlador contra podridao mole bacteriana de alface,
embora o efeito seja inferior aquele da cepa 05057219 de Pseudomonas
rhodesice. Ao contririo, Pseudomonas fluorescente, que € uma espécie
relacionada de Pseudomonas rhodesiae, demonstrou um valor preventivo de
0,0 ¢ foi confirmada nido ter nenhum efeito controlador contra a podridio
mole bacteriana de alface.

[Exemplo de Teste 6]

Teste para avaliar o efeito controlador contra podridao bacteriana de alface
(teste interno)

[91] A suspensdo de célula bacteriana obtida no “4.” mencionado
acima foi diluida com dgua para preparar uma solucio de tratamento (Agw =
0,05). Nesta soluciio de tratamento, uma folha cortada centralizando na
nervura central das folhas de alface foi imersa por 10 min. Como um exemplo
comparativo, um tratamento de imersdo similar foi conduzido pelo uso de
uma diluigio de 1000 vezes de pé umectavel Vegikeeper (marca registrada)
(CENTRAL GLASS Co., Ltd.). Cada folha de alface quimicamente tratada
foi incubada por 5 horas a 25° C sob uma condi¢do umidificada. Uma
suspensdo aquosa (Ago = 0,01) da bacténa patogénica da podridiao baclernana
de alface (Pseudomonas cichorii PCL2001) foi inoculada em ambos os lados
da sec¢do transversal da secdo de folha em 20 pl cada, seguida pela incubagao

por 5 dias a 25° C. Subsequentemente, a severidade da doenga foi investigada
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de acordo com o0s seguintes padroes.

Padrdo (: Nenhuma patologia observada

Padrio 1: O sintoma € observado em menos do que 10 % das
nervuras centrais das folhas

Padrio 2: O sintoma ¢é observado em 10 a 50 % das nervuras
centrais das folhas

Padrao 3: O sintoma ¢ observado em 50 a 75 % das nervuras
centrals das folhas

Padrdo 4: O sintoma excede 75 % das nervuras centrais das
folhas

[Formula 14]
(I1x nl + 2x n2+ 3x n3+4x n4)
4x (nimero total de folhas pesquisadas)

Severidade da Doenga = x 100

nl a n4 representam o nimero de folhas respectivamente que
correspondem aos padroes de 1 a 4.
|Formula 15]
Valor preventivo = (1-(Severidade da doenca na drea tratada/Severidade da

doenca na drea ndo tratada)) x 100

| Tabela 9]
Inspegiic da severidade da doenga
quanto a podridao mole bacteriana
Severidade da .
Valor preventivo
doenga
Pseudomonas rhodesiae 2.5 87,5
Cepa (5057219
Pé umectiavel Vegikeeper 5.0 75.0
Nio tratada 20,0 —_
[92] Como estd evidente a partir da Tabela 9, a cepa 05057219 de

Pseudomonas rhodesiae fol confirmada demonstrar um valor preventivo de
87.5 ¢ ter um alto efeito controlador contra podridiao bacteriana de alface.
Além disso, a cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demonstrou um

valor preventivo mais alto do que aquele do pd umectdvel Vegikeeper {(marca
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registrada).
[Exemplo de Teste 7]
Teste para avaliar o efeito controlador contra podridao negra em repolho
(teste interno)
[93] A suspensdo de célula bacteriana obtida no “4.” mencionado
acima foi diluido com dgua para preparar uma solucdo de tratamento (Aepo =
0,05). Nesta solucdo de tratamento, um corte de secao de folha da folha de
repolho centrando na veia de folha foi imersa por 10 min. Como um exemplo
comparativo, um tratamento de imersdo similar foi conduzido pelo uso de
uma diluicdo de 1000 vezes de p6 umectavel Vegikeeper (marca registrada)
(CENTRAL GLASS Co., Ltd.). Cada folha de repolho quimicamente tratada
foi incubada por 5 horas a 25° C sob uma condicdo umidificada. Uma
suspensdo aquosa (Aspo = 1,0) da bactéria patogénica de podridao negra no
repolho (Xanthomonas campestris pv. campestris CAX303) foi inoculada em
ambos os lados da sec¢do transversal da sec¢do de folha por 20 ul cada, seguida
pela incubacao por 8 dias a 25° C. Subsequentemente, o grau de severidade da
doenca foi investigado de acordo com os seguintes padroes.

Padrao 0: Nenhuma patologia observada

Padrao 1: O sintoma apenas emerge em uma parte da
extremidade de corte

Padrao 2: O sintoma emerge até uma parte da nervura da folha

Padrao 3: O sintoma emerge por toda a nervura da folha

Padrao 4: O sintoma emerge por toda a nervura da folha e até a
superficie da folha

[Férmula 16]
(Ix nl + 2x n2+ 3x n3+4x n4)
4x (nimero total de folhas pesquisadas)

Severidade da Doenca = x 100

nl a n4 representam o nimero de folhas respectivamente que
correspondem aos padrdes de 1 a 4.

[Férmula 17]
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Valor preventivo = (1- (severidade da doenga na drea tratada/ severidade da
doenga na drea nao tratada)) x 100

[Tabela 10]

Inspecao da severidade da doenca para a

Pé umectivel podridio mole bacteriana
sob teste Severidade da :

o Valor preventivo

doenca
Pseudomonas rhodesiae 25,0 60.0
Cepa (5057219
po umectivel Vegikeeper 45,0 28.0
Nao tratada 62,5 —

[94] Como estd evidente a partir da Tabela 10, a cepa 05057219 de

Pseudomonas rhodesiae demonstrou um valor preventivo de 60,0 ¢ ter um
alto efeito controlador contra podridio negra no repolho. Além disso, a cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae demonstrou um valor preventivo mais
alto do que aquele do pé umectivel Vegikeeper (marca registrada).

[Exemplo de Teste 8]

Teste para avaliar o efeito controlador contra o furo bacteriano do péssego
(teste de campo)

[95] A suspensdo de célula bacteriana obtida no “4.” mencionado
acima foi diluido com dgua para preparar uma solucio de tratamento (Asw =
0,1}. A solugio de tratamento foi pulverizada em toda uma darvore de péssego.
O primeiro tratamento de pulverizagio fol conduzido exatamente depois que
as flores cairam, os tratamentos de pulverizacio foram subsequentemente
conduzidos nos 7 dias, 22 dias, 34 dias e 49 dias depois do primeiro
tratamento, que resulta em 5 tratamentos de pulverizagio no total. 15 dias
depois do segundo tratamento de pulverizagio, 6 dias depois do quarto
tratamento de pulverizacio e 8 dias depois do iltimo tratamento de
pulvenizacdo, novos brotos em tomo de GL-1 m das drvores foram
investigados quanto aos nimeros de folhas sauddveis e folhas doentes ¢ o

valor preventivo foi calculado.



[Tabela 11]
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Primeira inspegiio Segunda inspegio Terceira inspegio
Taxa de | Valor Taxa de|Valor | Taxa  de| Valor
inicio de | PEVEMIVO Hinjcio de | PEYeNIVO | ipicio  de | preventivo
folha (%) folha (%) folha (%)
Pseudomonas
rhodesiae 13,3 64.9 274 553 15,3 50.4
Cepa 05057219
Nao tratada 38.0 — 61.2 — 308 —

[96]

Como estd evidente a partir da Tabela 11, a cepa 05057219 de

Pseudomonas rhodesiae demonstrou um valor preventivo de cerca de 50 a 65

¢ ter um efeito controlador alto para péssegos na estagio de crescimento

contra o furo bacteriano do péssego.
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REIVINDICACOES

1. Método para controlar uma doenga de planta, caracterizado

pelo fato de que uma formulagio em pd, pé umectdvel, emulsio, formulagdo
fluivel ou formulagdo granular contendo Pseudomonas rfiodesiae FERM BP-
10912, ou uma variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 que tem
as mesmas propriedades micoldgicas de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-
10912 e tem uma capacidade de controle contra doengas de plantas, € aplicada
a uma planta efou solo da planta, e

em que a doenca de planta é uma ou mais doencas de plantas
selecionadas dentre cancro, furo bacteriano, podridio mole bacteriana,
mancha bacteriana, mancha negra bacteriana, definhamento bacteriano,
mancha da folha necrdtica, necrose de breu, podriddao bacteriana do grio,
ferrugem bacteriana das mudas, ferrugem bactenana das folhas, podridao

bacteriana, ¢ podridao negra.
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