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DESCRIPCION

Nueva quitinasa de origen bacteriano con amplio espectro fungicida.
Estado de la técnica

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, y de forma muy importante como polisacarido
estructural en la pared celular de los hongos, llegando a alcanzar hasta un 16% del peso seco total en hongos filamen-
tosos y basidiomicetos. Es un homopolimero insoluble en agua de caricter estructural formado por n repeticiones de
N-acetil glucosamina unidas por enlaces 5(1-4). También se encuentra en el exoesqueleto de artrépodos, cubierta de
crusticeos, etc. Es uno de los polimeros mas abundantes en la Naturaleza después de la celulosa.

La quitina es por tanto el compuesto mds importante en el mantenimiento de la estructura de la pared fingica, por
lo que podria ser utilizado como blanco para la obtencién de compuestos proteicos solubles de accién antiftingica.

La enzima conocida como quitinasa esta presente en un amplio rango de organismos, particularmente microorga-
nismos y frecuentemente de origen bacteriano, y su accién determina la hidrélisis del polimero de quitina impidiendo
la viabilidad del hongo.

Entre los organismos que expresan quitinasa se encuentran virus, bacterias, hongos y plantas. La funcién de esta
enzima en cada organismo es diversa, jugando importantes papeles fisioldgicos y ecoldgicos: en invertebrados se
requiere para la degradacién parcial de sus antiguos exoesqueletos, en plantas como un mecanismo de defensa contra
hongos patégenos, y en bacterias, para las funciones de nutricién y parasitismo, pudiéndose aplicar para el control
de fitopatégenos en la agricultura. Hoy en dia, la agricultura se ha hecho mds vulnerable a las plagas de hongos
debido, entre otras causas, a la escasa variacion genética que presentan las plantas de cultivo a gran escala. Los hongos
proliferan rdpidamente, estimulados por el suelo rico en nutrientes y himedo, ejerciendo un efecto devastador en
los cultivos. No sélo afectan a la agricultura, el ser humano también puede ser un hospedador de estos patégenos
oportunistas, particularmente cuando se encuentra en estados de inmunodepresion.

La quitinasa de Bacillus subtilis (EC 3.2.1.14) es una enzima de la familia 18 de la glicosil-hidrolasas que cataliza
la degradacién de la quitina. Bacillus subtilis es uno de los microorganismos con capacidad para secretar una gran
variedad de enzimas extracelulares degradantes de polisacdridos, lo que hace que sea un microorganismo idéneo para
la secrecién de proteinas de interés comercial.

Las técnicas de ingenieria genética y biologia molecular facilitan la sobreproduccién de enzimas en microorganis-
mos, lo que puede ser utilizado en los procesos de fermentacion industrial para producir grandes cantidades de una
enzima particular. Desde un punto de vista industrial, producir la mayor cantidad de una enzima determinada se hace
necesario recurrir a las técnicas anteriormente citadas para sobreproducir la mayoria de las enzimas empleadas en esta
industria.

Descripcion

La cepa de Bacillus subtilis 168 presenta dentro de su genoma la secuencia SEQ ID 7, que a pesar de estar
secuenciada, no tenia hasta la fecha descrita, ni asociada por homologia a secuencias similares en otros genomas,
ninguna funcién concreta. En la presente invencién se determina la funcién de este gen concreto como codificante

para una nueva quitinasa, aspecto principal de la presente invencion.

La presente invencién se refiere a una nueva enzima quitinasa codificada por Bacillus subtilis 168, a un método
para producir dicha quitinasa y su uso como fungicida.

Por otro lado, se describe mds adelante mediante ejemplos el efecto fungicida, tanto in vivo como in vitro, de la
quitinasa de la presente invencién sobre diferentes especies de hongos, demostrando la efectividad de la misma.

Por todo ello, un primer aspecto de la invencién se refiere a un polipéptido codificado por un polinucledtido que
presenta al menos un 70% de homologia con SEQ ID 1, que presenta al menos un 80% de homologia con SEQ ID 1,
que presenta al menos un 90% de homologia con SEQ ID 1 o que consiste esencialmente en SEQ ID 1. A partir de
ahora nos referiremos a ella como polipéptido de la invencién.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a la construccién génica que comprende una secuencia polinucleo-
tidica que codifica al polipéptido como se define en la reivindicacién anterior y:

a. una secuencia polinucleotidica que comprende SEQ ID NO 2,
b. moléculas de dcido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a), o

c. moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del cédigo genético.
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Un tercer aspecto de la invencién pldsmido recombinante que comprende:
- la construccién génica segtn la reivindicacién anterior,
- el gen cat,
- el origen de replicacién del plasmido pRMlIcat de Escherichia coli 'y del plasmido pPCT2 para Bacillus subtilis,
- un gen reporter de promotores, y

- un gen de resistencia a kanamicina.

Otro aspecto de la invencién se refiere al método de obtencion del polipéptido de la invencién que comprende
introducir la construccién génica segtin la reivindicacion 2 o el pldsmido recombinante segtin la reivindicacién 3, en
una célula hospedante e incubar la célula hospedante segtin a) en un medio de cultivo adecuado.

Una realizacion preferida de dicho método ademds comprende purificar el polipéptido obtenido. En otra realizacién
preferida la célula hospedadora se selecciona del grupo que comprende E. coli y B. subtilis.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del polipéptido de la invencién para la preparacién de un fairmaco
con actividad quitinasa.

Finalmente otro aspecto de la invencion es el uso del polipéptido de la invencidn en la preparacién de un farmaco
con actividad fungicida.

Adicionalmente, se describe en la presente invencién un método que permite la sobreproduccién de proteinas de
interés bioldgico, preferiblemente de forma extracelular, en este caso, la sobreproduccién de la enzima de interés, poli-
péptido de la invencidn. Para ello, se utiliza un promotor especifico. Este método de promocidn de la expresién también
puede ser utilizado para la expresion de otros genes de interés, mediante su inclusién en el pldsmido recombinante
descrito en la presente invencién.

Especificamente, se describe un vector de expresion para sobreproducir proteinas regulado por un promotor de B.
subtilis o para inducir la secrecion de las proteinas al medio exterior, las células transformadas con este vector y el uso
de las mismas para la sobreproduccién de la enzima hidrolitica extracelular quitinasa.

El uso del promotor utilizado para la sobrexpresién no estd limitado al gen para la quitinasa de B. subtilis, sino que
permite expresar otras proteinas homologas o heterélogas ya que la utilizacién de la secuencia del promotor csn (SEQ
ID NO 2) para la regulacién de la expresién de genes de interés produce incrementos de los mismos en comparacién
con el uso de los propios promotores de estos genes.

En la presente invencién se describe en detalle el método de elaboracion del plasmido recombinante pCSN73
mediante la amplificacién de la SEQ ID NO 3, utilizando cebadores especificos, preferentemente los cebadores que
comprenden la SEQ ID NO 4 y la SEQ ID NO 5 y el ligado del fragmento de DNA amplificado con el pldsmido
lanzadera pNR2.

Asi mismo se describe un método de elaboracién de un pldsmido que comprende la amplificaciéon mediante ce-
badores especificos de la secuencia nucleotidica de B. subtilis que a su vez comprende la secuencia codificante para
la proteina madura del gen yvbx y el terminador de la transcripcién independiente del factor de terminacién rho; la
posterior digestion mediante endonucleasas del fragmento amplificado y del plasmido pCSN73; la purificacion de los
fragmentos obtenidos en la digestion; la desfoforilacién de los extremos 5 P del plasmido; y el ligado de los frag-
mentos purificados. Preferentemente el método de elaboracion del pldsmido de la invencidn utiliza los cebadores que
comprenden la SEQ ID NO 6 y la SEQ ID NO 7.

Dichos plasmidos se pueden utilizar en la transformacion de bacterias, por ejemplo pero sin limitarse, las bacterias
transformadas se seleccionan del grupo que comprende E. coli y B. subtilis.

El término esencialmente, tal y como se utiliza en la presente invencion, se refiere a las secuencias resultantes de
la eliminacién de aminodcidos de las regiones N-terminal y/o C-terminal de cualquiera de la secuencia SEQ ID NO:
1.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.
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Breve descripcion de las figuras

Fig. 1. Ensayo in vivo de la actividad fungicida de quitinasa sobre Fusarium proliferatum. Se indican las diluciones
del cultivo del hongo ensayadas.

Fig. 2. Ensayo in vivo de la actividad fungicida de quitinasa sobre Aspergillus ochraceus. Se indican las diluciones
del cultivo del hongo ensayadas

Ejemplos de realizacion

Las cepas bacterianas empleadas han sido: Bacillus subtilis 168 proporcionada por F. Kunst y Escherichia coli
MC1061 y ésta dltima se ha empleado para la propagacién del plasmido construido en esta invencion.

Los métodos empleados para el crecimiento y la manipulacién de las cepas se han realizado segtin Sambrook y
colaboradores [SambrooK, Firtsch y Maniatis, 1989. “Molecular cloning”. A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press].

Ejemplo 1
Elaboracion del plasmido recombinante pCSN73

El promotor de la presente invencién, que posee una elevada actividad promotora, se identificé mediante la secuen-
ciacién de una libreria genémica de Bacillus subtilis 168 [ Anagnostopoulos C, Piggot, P. J. y Hoch, J. A. (1993). “The
genetic map of Bacillus subtilis”. In Bacillus subtilis and other Gram-positive Bacteria: Biochemistry, Physiology
and Molecular Genetics, pp.425-461. Edited by A. J. Sonenshein, J. A. Hoch & R. Losick. Washington,DC: American
Society for Microbiology] en la posicién 2748.10 kb del cromosoma.

Esta secuencia de DNA estd situada en la regién promotora del gen csn que codifica una proteina extracelular
con actividad quitosanasa (n° de acceso: X92868) y descrita por Victor Parro y colaboradores [Victor Parro, Marta
San Romadn, Inmaculada Galindo, Bénédicte Purnelle, Alexei Bolotin, Sorokin y Rafael P. Mellado. (1997). “A 23911
bp regién of the Bacillus subtilis genome comprising genes located upstream and downstream of the lev operon”.
Microbiology 143:1321-1326].

La SEQ ID NO 3 muestra el fragmento de DNA de 445 nucleétidos obtenido a partir de la secuencia de DNA de
la regién cromosémica de Bacillus subtilis 168 comprendida entre las bases 2.748,117 y 2.748,562 de la secuencia
publicada por Kunst et al. [Kunst, F. et al., (1997). “The complete genome sequence of the Gram-positive bacterium
Bacillus subtilis”. Nature, vol 390: 249-256]. Esta secuencia de DNA incluye una secuencia de ADN promotora que
contiene una regién similar a la caja TATA localizada aproximadamente 10 pb delante del punto de iniciacién de la
transcripcioén y que induce la iniciacién de la transcripcién de la RNA polimerasa (nucleétidos 1-295). La secuencia
promotora se presenta aislada en la SEQ ID NO 2.

A partir de dicha secuencia (SEQ ID NO 3) se disefiaron dos oligonucledtidos que permitieron amplificar por PCR
un fragmento de DNA de 295 pb conteniendo la regién promotora (oligonucledtidos prcsnl-presn2).

SEQ ID NO 4: presnl: (directo)
SEQ ID NO 5: prens2: (inverso).

El fragmento de DNA de 295 pb se amplific6 mediante la pareja de oligonucleétidos prcsnl-presn2 a partir de DNA
genémico de Bacillus subtilis 168. Las células de Bacillus subtilis 168 obtenidas mediante centrifugacion a partir de
20 ml de un cultivo en medio LB, en fase exponencial, se lisaron siguiendo el método de Cutting y Van der Horn
[Sim6n M. Cutting y Peter B. Van der Horn. (1990). “Genetic Analysis”. Molecular Biological Methods for Bacillus.
Ed. C.R. Harwood y S. M. Cutting]. En un tubo de PCR se afiadieron 10 ul de tamp6n de enzima, dNTPs 1 mM de
concentracion final, CLMg 1,5 mM de concentracién final, 280 ng de cada uno de los oligonucleétidos, 500 ng de
DNA cromosémico de Bacillus subtilis 168 y 1 U de DNA polimerasa (Ecogen), completando el volumen final a 100
ul. Cada ciclo de PCR const6 de: 1’ a 94°C; 5° a 55°C y 2’ a 72°C durante 30 ciclos y se realiz6 en un termociclador
modelo PTC-1000 de MJ. Research, Inc.

El fragmento de DNA obtenido mediante PCR se ligé al pldsmido lanzadera pNR2, que contiene el gen de resis-
tencia a kanamicina y el origen de replicacién del plasmido pPCT2 para Bacillus subtilis, el gen cat, un gen “reporter”
de promotores que codifica para la enzima cloranfenicol-acetiltransferasa y el origen de replicacion del pldsmido pR-
Micat de E. coli construido por Parro V. y colaboradores [Victor Parro y Rafael P. Mellado (1993) “Heterologous
recognition in vivo of promotor sequences from the Streptomyces coelicolor dagA gene”. FEMS Microbiol. Letters.
106: 347-356].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343 665 Al

El plasmido pNR2 se propag6 en un cultivo de células competentes de E. coli MC1061. La cepa se inocul6 en 10
ml de medio LB con 100 mg/ml de ampicilina y se incub6 a 37°C durante 12 h. El cultivo se centrifugé y el pellet
resultante se usé para extraer el pldsmido con el kit Wizard plus SV minipreps de Promega.

El pldsmido obtenido se digirié con la enzima de restricciéon Smal y se ligaron cada uno de los fragmentos obtenidos
por PCR. Las ligaciones se transformaron en las células E. coli MC1061 y los transformantes obtenidos en LB con
ampicilina 100 pg/ml se seleccionaron por la técnica de hibridacion en filtro. El DNA se desnaturalizé e inmoviliz6 en
una membrana de nylon (Hybond-N+ de Amersham) y se hibrido en una solucién de SSC 6X, SDS 0.1%, 6 mg/ml de
esperma de Salmoén y solucion de Denhardt’s con el fragmento obtenido por PCR y marcado con el fragmento klenow
de la DNA-polimerasa en sus extremos 5°OH con adNTP(p*?). Después de la hibridacidn, la adsorcion no especifica se
lavé y se autorradiografié el filtro para identificar los clones positivos. Los transformantes se hibridaron a 65°C durante
toda la noche comprobando la presencia y la orientacién del inserto por secuenciacién con los oligonucleétidos presnl
o presn2. El pldsmido resultante se denominé pCSN73 y contiene el promotor csn orientado en la direccién del gen
cat.

Ejemplo 2
Elaboracion del pldsmido recombinante de la invencion y obtencion de células transformadas con dicho pldsmido

Se disefiaron dos oligonucleétidos a partir de la secuencia de DNA del gen yvbX de Bacill ?s subtilis 168 publicada
por Kunst et al. [Kunst, F. et al., (1997). denominados:

Yvbx2: SEQID NO 6
Yvbxtlh: SEQ ID NO 7

La secuencia de estos oligonucleétidos (Boehringer Ingelheim) comienza desde el extremo 5’ y termina en el
extremo 3’. Al primero de ellos se le incorpor6 un extremo 5’ con una diana de restriccién BamHI, y al segundo un
extremo 5’ con una diana HindlIlI para obtener extremos cohesivos.

El fragmento de DNA empleado para el clonaje de la secuencia de ADN de la proteina madura del gen yvbX
se obtuvo mediante la técnica de PCR (modelo PTC-1000 de MJ. Research, Inc), empleando una temperatura de
hibridacién de 50°C. En un tubo de PCR se afiadieron 10 ul de tamp6én de enzima, 1 ul de desoxinucle6tidos (ANTPs
10 mM), CI,Mg 1,5 mM de concentracion final, 280 ng de cada uno de los oligonucleétidos, 500 ng de DNA de
Bacillus subtilis 168 y 1 U de DNA polimerasa (Ecotaq de Ecogen), completando el volumen final a 100 ul. El
producto de amplificacién de PCR obtenido tiene un tamafio de 1965 pares de bases y comprende una secuencia de
DNA que contiene la secuencia codificante para la proteina madura y un terminador de la transcripcién independiente
del factor de terminacién rho.

Un cultivo recombinante de E. coli que contenia el plasmido pCSN73 se cultivé en medio LB con ampicilina 100
pug/ml. El DNA plasmidico se obtuvo con el kit Wizard plus SV de Promega siguiendo las indicaciones del fabricante:
Se resuspendio el pellet obtenido por centrifugacién de 5 ml de cultivo en 250 ml de tamp6n de resuspension al que se
afiadieron 250 ul de tampdn de lisis. Se mezclaron las dos soluciones hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente
y se afiadieron 10 ul de proteasa alcalina. Las muestras se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente afiadiendo
a continuacién 350 ul de solucién de neutralizacion. Se invirtieron los tubos y se centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante
10 min. El sobrenadante resultante se recogié y se purificé en una columna Wizard plus SV minipreps spin, que se
lavé con 750 ul de solucidén de lavado. A continuacién se centrifugaron las columnas y se afiadieron 100 ul de agua
libre de nucleasas para extraer el DNA retenido. Se centrifugaron las columnas nuevamente a 13.000 rpm durante 10
min y se recogi6 la solucién con el plasmido purificado.

El fragmento de PCR obtenido y el DNA del plasmido pCSN73 se digirieron con las endonucleasas de restriccion
BamHI y Hindlll, empleando 100 ng de DNA en cada caso, para obtener extremos cohesivos, religables entre si.
Las muestras se digirieron en un volumen final de 25 ul, afiadiendo a cada tubo 2.5 ul de tampdn de la enzima, 1
(1 de enzima y agua destilada estéril hasta completar el volumen final. Ambos fragmentos se purificaron en un gel
de agarosa de bajo punto de fusioén al 1% siguiendo el procedimiento descrito por Parro, V y Mellado, R.P [Parro
V. y Pérez Mellado R. (1997). “Procedimiento para la sobreproduccién, purificacién y utilizacién de la agarasa de
Streptomyces coelicolor”. Patente Nacional n° 9700090].

Se defosforilaron los extremos 5P del plasmido con fosfatasa alcalina (Amersham) que rompe los enlaces fosfato
de los extremos 5° del DNA para evitar la recircularizacién del pldsmido. En un volumen final de reaccién de 20 ul se
incubaron 100 ng de pladsmido, 2 ul de tamp6n fosfatasa y 1 ul de fosfatasa alcalina durante 1 h a 37°C.

El fragmento de DNA de 1965 pb se liga al pldsmido, empleando 100 ng de DNA plasmidico y 5 veces la cantidad
de DNA que se quiere ligar al plasmido y se afiadieron los mililitros necesarios para asegurar la proporcién adecuada
de cada fragmento de DNA en un volumen final de 10 ul. Se afiadié 1 ul de tampén de la enzima y 1 ul de T4 DNA
ligasa. Cada reaccidn se incubd entre 4 y 16 h a 16°C. Se transformaron 5 ul de la ligacion en E. coli MC1061 y se
plaquearon las células en medio LB con 100 ug/ml de ampicilina para seleccionar los transformantes.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343 665 Al

Se seleccionaron 100 transformantes que se replicaron en agar LB con 100 ug/ml de ampicilina. Los clones selec-
cionados se inocularon en 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron a 37°C y 250 rpm durante 12
h. Para comprobar la presencia y orientacién del inserto se digirieron los plasmidos obtenidos mediante miniprepara-
ciones, como se ha descrito anteriormente. Los pldsmidos se digirieron con BamHI y con HindIII y los fragmentos de
restriccion se comprobaron en un gel de agarosa del 1%.

Se selecciond un clon llamado pCyvbx.

El plasmido asi obtenido se utiliz6 para transformar Bacillus subtilis 168 seleccionando los transformantes en
placas de LB con kanamicina (10 ug/ml) tal y como se ha descrito anteriormente para los clones de E. coli. Se
secuenciaron los fragmentos de ADN clonados en un secuenciador automdtico comprobando que correspondian a la
secuencia del fragmento clonado y que no contenian errores.

Ejemplo 3
Ensayos de produccion de quitinasa

Se utilizaron filtros circulares Hybond-N+ (Amersham Biosciences) sobre placas de medio YPG suplementadas
con el antibidtico correspondiente, donde se sembro el cultivo de B. subtilis crecido hasta una DOy, de 0.8. Se
incub6 durante toda la noche a 37°C, periodo suficiente para que el microorganismo libere las proteinas de secrecién
al medio entre las que se encuentra la quitinasa y que son capaces de atravesar el filtro.

Posteriormente se retird el filtro (con la biomasa bacteriana) y se sembr6 el hongo a ensayar sin diluir (SD) y en
diluciones seriadas (1/5, 1/10, 1/20, 1/50 y 1/100) para observar el efecto en el crecimiento. Cuando se ensayaron los

hongos levaduriformes se utilizé la muestra sin diluir (SD) y diluciones de mayor rango (107!, 1072, 1073, 10~* y 107°).

Los hongos utilizados en los ensayos de actividad in vivo se relacionan en la siguiente tabla 1 y los resultados
obtenidos se indican en la Tabla 2.

TABLA 1

Relacion de hongos utilizados

Aspergillus ochraeceus patégeno oportunista humano y fitopatégeno
Criptococcus neoformans patégeno oportunista humano

Fusarium cubensi fitopatégeno

Fusarium culmunorium fitopatégeno

Fusarium monoliforme fitopatégeno

Fusarium proliferatum fitopatégeno

Fusarium vertricilloides fitopatégeno

Penicillium chrysogenum productor de penicilina

Penicillum raistrickii productor de antibioticos

Saccharomyces cerevisiae levadura fermentadora.
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TABLA 2

Ensayo in vivo de la actividad fungicida de la quitinasa sobreproducida

Hongo YPG Actividad endogena | Actividad
(PCSN73) sobreproductora
(pCyvbx)
Crece o Ausencia de
A. ochraceus Crecimiento (+ +) o
(+++) crecimiento (-)
) Crece o Ausencia de
F. cubensi Crecimiento (+ +) o
(+++) crecimiento (-)
F. Crece Crecimiento muy Ausencia de
proliferatum (+++) disminuido (+) crecimiento (-)
Crece Ausencia de
F. culmorum N. D. o
(+++) crecimiento (-)
F. Crece N.D. Ausencia de
vertricilloides: (+++) crecimiento (-)
F. Crece N.D Ausencia de
monoliforme (+++) o crecimiento (-)
Crecimiento muy Ausencia de
P. raistrickii | Crece (++) L o
disminuido (+) crecimiento (-)
P. Crece N.D Ausencia de
chrysogenum |  (+++) o crecimiento (-)
Crece ) Ausencia de
S. cerevisiae Crece sélo SDy 10° o
(+++) crecimiento (-)
C. Crece ] ) Crecimiento residual
Crece SD, 107y 10°
neoformans (++4) SD

+++ Buen crecimiento en medio sélido.

N.D. = no determinado.

Estos resultados se completan con los mostrados en las figuras 1 y 2 donde se observa la actividad fungicida de la
quitinasa sobre los hongos F?sarium proliferatum y Aspergillus ochraceus respectivamente.
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Ejemplo 4
Cuantificacion de la sobreproduccion de quitinasa

La actividad de la quitinasa producida por la bacteria recombinante se valoré por ensayo de sobrenadantes de
los cultivos de la bacteria productora en crudo utilizando el sustrato cromogénico chitin-azure (Sigma) en buffer 0.1
M fosfato a pH 6.9 durante 3 h en un volumen final de 2 ml y estimacién de la liberacion del cromégeno en el
espectofotometro a una densidad 6ptica de 560 nm. Una unidad de quitinasa se define como el incremento de 0.01
en la medida de densidad dptica. La bacteria recombinante produce hasta 4 veces mds quitinasa activa que la bacteria
control que propaga el plasmido vector sin el gen insertado.

Ademads, se comprobd la presencia de la quitinasa en el medio extracelular mediante geles de electroforesis PAGE-
SDS al 10% observando una banda mayoritaria de 31 kDa de masa molecular relativa que estaba ausente en las
fracciones equivalentes de la bacteria no sobreproductora y que corresponde con el tamafio molecular esperado para
la quitinasa extracelular madura.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido codificado por un polinucleétido que presenta al menos un 70% o un 80% o un 90% de homologia
con SEQ ID 1 o que consiste esencialmente en SEQ ID 1.

2. Construccién génica que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica al polipéptido como se define
en la reivindicacidn anterior y:

a. una secuencia polinucleotidica que comprende SEQ ID NO 2,

b. moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),
0

c. moléculas de dcido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneraciéon del cédigo
genético.
3. Plasmido recombinante que comprende:
- una construccién génica segtn la reivindicacién anterior,
- el gen cat,
- el origen de replicacion del plasmido pRMIcat de E. coli y del plasmido pPCT?2 para B. subtilis,
- un gen reporter de promotores, y

- un gen de resistencia a kanamicina.

4. Método de obtencién de un polipéptido segin la reivindicacién 1 que comprende:

a). Introducir una construccién génica segtn la reivindicacién 2 o un pldsmido recombinante segtn la reivin-
dicacién 3, en una célula hospedante e

b). Incubar la célula hospedante obtenida en a) en un medio de cultivo adecuado.

5. Método segtin la reivindicacion anterior, que ademas comprende purificar el polipéptido obtenido.

6. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, en el que la célula hospedadora se selecciona del grupo
que comprende E. coli 'y B. subtilis.

7. Uso de un polipéptido segtin la reivindicacion 1 para la preparacion de un fairmaco con actividad quitinasa.

8. Uso de un polipéptido segiin la reivindicacion 1 para la preparacién de un farmaco con actividad fungicida.



ES 2343 665 Al

Fusarium proliferatum

Actividad endogena Sobrenroductor

FIG 1

Aspergillus ochraceus

100

Actividad endogena Sobreproductor

FIG 2
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<120> NUEVA QUITINASA DE ORIGEN BACTERIANO CON AMPLIO ESPECTRO FUNGICIDA
<130> ES1641.5

<160> 7

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 1032

<212> DNA

<213> Bacillus subtilis 168

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1032)

<223> B. subtilis 168|BG14090|yvbX: 1032 bp - unknown; similar to unknown proteins
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<400> 1
atgaaaaaat ggctgatcat agcggtttca ctggcgattg cgattgttct gtttatgtat 60
acaaaaggag aagcgaaggc agccggtatg acagtaggct acacgactgg ggatacggct 120
tcatacaatt ctcttacgaa atatcataca tacatgaatg ccatcgcaac cgatacattt 180
gcgtttgaaa aaaacggaca aatcattggc gatgccccaa ctaagcagct gacatatgcg 240
aaaaagaaaa aaatcaagac atgggctgtc atttcaaact ataatgatgc catttatgat 300
tttgacggag atttagcgag tcgggtcatg agcaataaaa cagcgaaaaa acgattcaca 360
gatcagttaa ttacactggc caaaaagcac tcatattacg gaatcaatat cgattttgaa 420
gcagtaaatc cagaagaccg cgctgcatac tcgaacttca ttcaatatgt ctcacaggct 480
ttgaataaga aacatattaa aacaatggta tccgttccgg ccaaaagcgc cgatgataaa 540
aatgatgact ggagctggcc gtatgattat gcgaaaatcg gcaaatatgc cgacttcgta 600
caagtcatga cctacgatga acacggcatt tggggtgagc cggggtcagt ggcaagcaca 660
aactggatca aaagctctct gcagttttca gtcaaaaaga tcaaagccaa taaagtcatc 720
atgggaatcc ctgcgtacgg ctatgactgg gatgtaaaag acggaagtac cagcacaata 780
agggaatgga atgagctcaa atccctcatc aaaaaacaaa aagcaaagcc ggcattcaac 840
aaaaaatcag gctcgatgac gttttcttat gttgacaaaa agaagcataa acatgtcgtg 900
tggtatgaaa acgaaaaaac cgttcaaacg aaaagccatc tggcaaagca atataaaata 960
gcaggtgttt cagtttacgc attaggaaac gagtcagaat ccttttggaa agccattcga 1020
aaagggacaa aa 1032
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<210>2

<211> 295

<212> DNA

<213> Bacillus subtilis 168

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(295)

<223> secuencia del promotor csn

<400> 2

15

20

25

gtaggctttg catgggacgt tgcggaatct

cctccctaac gattttcgat gatcacttcc

cttgttaatg aaagttgaag cagtatgaaa

aggctgattg gcaatgaata gagtaagatt

gacaaattga tgtattttca acaatagggc

ggcattctca
attataaaat
atcaagggac
caagctatat

agtttcttca

tcttgettge
agagtaaagc
cttcccagtg
tactttagat

tgtatactga

cattacatca
cttatggcat
agaggggcta
tcaaaatatt

gtctg

60
120
180
240
295

<210> 3

<211> 445

<212> DNA

<213> Bacillus subtilis 168

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(445)

<223> fragmento de DNA de 445 nucledtidos obtenido a partir de la secuencia de DNA de la regién cromosémica de
Bacillus subtilis 168 comprendida entre las bases 2.748,117 y 2.748,562 de la secuencia publicada por Kunst
etal.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(445)

<223> fragmento de DNA de la regién cromosémica comprendida entre las bases 2.748,117 y 2.748,562

55
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65

<400> 3
gtaggctttg catgggacgt tgcggaatct ggcattctca tcttgcttgc cattacatca 60
cctccctaac gattttcgat gatcacttcc attataaaat agagtaaagc cttatggcat 120
cttgttaatg aaagttgaag cagtatgaaa atcaagggac cttcccagtg agaggggcta 180
aggctgattg gcaatgaata gagtaagatt caagctatat tactttagat tcaaaatatt 240
gacaaattga tgtattttca acaatagggc agtttcttca tgtatactga gtctgtattt 300
acaatattta gaaaggggaa gtgaaatgaa aatcagtatg caaaaagcag atttttggaa 360
aaaagcagcg atctcattac ttgttttcac catgtttttt accctgatga tgagcgaaac 420
ggtttttgcg gcgggactga ataaa 445
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<210> 4
<211> 25
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CEBADOR

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(25)

<223> presnl (cebador directo)

<400> 4

gtaggctttg catgggsacg ttgcg

<210> 5

<211>29

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CEBADOR

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..29)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(29)

<223> prens?2 (cebador inverso)

<400> 5
cagactcagt atacatgaag aaactgccc

<210> 6

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CEBADOR

<220>
<221> misc_feature

ES 2343 665 Al
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<222> (1)..(23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(23)

<223> Yvbx2 Oligonucleétido

<400> 6

tgacttgata caggaggaaa tgc

<210> 7
<211>22
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CEBADOR

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..22)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223> Yvbxtlh oligonucleétido

<400> 7

gegttttaac gtttgattgt cg

ES 2343 665 Al
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OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200802500

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 27.11.2009

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

2-6,8
1,7

2-6
1,7,8

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

La invencioén reivindica el producto del gen yvbX de Bacillus subtilis, que presenta actividad quitinasa y fungicida; también forma
parte de la invencion un plasmido pCyvbx, obtenido a partir del plasmido pCSN73 cuya obtencién también se describe en la
memoria y el procedimiento de obtencion de la quitinasa producto del gen yvbX a partir del plasmido pCyvbx.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802500

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 KUNST, F. et al. "The complete genome sequence of the Gram- 20-11-1997
positive bacterium Bacillus subtilis". NATURE. 20.11.1997. Vol.

390, paginas 249-256. .

D02 Kearns, D.B. et al. "Cell population heterogeneity during growth of 16-12-2005
Bacillus subtilis". GENES & DEVELOPMENT. 16.12.2005. Vol. 19,
N°. 24, paginas 3083-3094.

D03 US 6280722 B1 (MOAR, W.J.) 28-08-2001
D04 Gohel, V. et al. "Bioprospecting and antifungal potential of chitinoly- 16-01-2006
tic microorganisms". AFRICAN JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY.
16.01.2006. Vol. 5, N°. 2, paginas 54-72.

D05 Parro, V. et al. "A 23911 bp region of the Bacillus subtilis geno- 01-04-1997
me comprising genes located upstream and downstream of the lev
operon". 01.04.1997. Vol. 143, N°. 4, paginas 1321-1326.

Observaciones sobre documentos:
El documento D01, presenta la secuencia completa del genoma de Bacillus subtilis.

En el documento D02, se identifica el producto del gen yvbX de Bacillus subtilis como similar a quitinasa. En los documentos
D03 y D04, se presentan ejemplos de la relacién que existe entre la actividad quitinasa y el efecto antifingico de distintas
quitinasas producidas por microorganismos.

El documento D05, publicacién de los solicitantes, describe una region del genoma de Bacillus subtilis que incluye al operén
lev, que codifica 25 proteinas no relacionadas con la quitinasa de la invencién; por tanto, dicho documento esta relacionado
con el estado general de la técnica.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

El documento D01, presenta la secuencia completa del genoma de Bacillus subtilis. La SEQ ID n° 1, ha sido secuenciada y por
lo tanto dicha secuencia y el polipéptido codificado por ella, no son nuevos.

En la tabla 1 del documento D02, se identifica el producto del gen yvbX de Bacillus subtilis como similar a quitinasa; por tanto,
la reivindicacioén 7 carece de novedad. Las reivindicaciones 1y 7, no cumplen el requisito de novedad de acuerdo al Art. 6 de
la LP.

ACTIVIDAD INVENTIVA

En los documentos D03 y D04, se presentan ejemplos de la relacion que existe entre la actividad quitinasa y el efecto antifingico
de distintas quitinasas producidas por microorganismos. Teniendo en cuenta esta relacion, no se considera que requiera ningin
esfuerzo inventivo para un experto en la materia, examinar la actividad antifingica de una quitinasa ya conocida (el producto
del gen yvbX). Por consiguiente, la reivindicacion 8 carece de actividad inventiva y no cumple el requisito de actividad inventiva
de acuerdo al articulo Art. 8 de la LP.

El plasmido pCyvbXy el procedimiento de obtencion de la quitinasa de Bacillus subtilis utilizando dicho plasmido, son nuevos;
por tanto, las reivindicaciones 2-6 cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo a los Art. 6 y 8 de la LP.
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