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DESCRIPCIÓN

Uso de agente quelante y compuestos peptídicos antimicrobianos

Campo de la invención5

La invención se refiere al campo de agentes antimicrobianos que se dirigen a patógenos de plantas.

Introducción
10

El control de patógenos de plantas y la protección de cultivos es un grave problema mundial que se está 
convirtiendo en una creciente preocupación con los recientes aumentos de la población mundial y las escaseces de 
alimentos asociadas. Además, las modernas prácticas agrícolas en relación con la cosecha y el almacenamiento 
tienen a proporcionar buenas condiciones para el crecimiento de patógenos.

15
El uso de pesticidas químicos ha sido la estrategia estándar para el control de plagas. Sin embargo, muchos 
pesticidas usados actualmente presentan varias desventajas graves. Por ejemplo, muchos tienen un impacto 
adverso sobre el medio ambiente y muchos tienen eficacia baja o decreciente. Son particularmente preocupantes la 
baja potencia y/o el estrecho espectro de actividad de algunos compuestos, junto con el desarrollo de resistencia de 
patógenos.20

Entre los objetivos de la presente invención está intentar una solución a estos problemas, y específicamente, por 
ejemplo, proporcionar un medio para mejorar la actividad de agentes antimicrobianos que son eficaces 
microorganismos patógenos de plantas.

25
Se reconoce la siguiente técnica anterior: 

John M Wells et al: “In vitro inhibition of Soft-Rotting Bacteria by EDTA and Nisin and in vivo Response on 
Inoculated Fresh Cut Carrots”, Plant Disease, 1 de enero de 1998, páginas 491-495. Este documento desvela 
que una composición que comprende tetraacetato de etilendiamina (EDTA) y el agente antimicrobiano 30
polipeptídico nisina inhibía las bacterias de podredumbre blanda pectolíticas Cytophagae johnsonae, 
Xanthomonas campestris, Pseudomonas viridae, Erwinia carotovora, Pseudomonas fluorescens y Erwinia 
chrysanthemi en un ensayo in vitro donde el calentamiento incrementaba el efecto antimicrobiano.

Ferreira et al: “The structure of Lupinus seed storage proteins. Recent developments”, Current Topics in Plant 35
Biology, Trivandrum: Research Trends, India, vol. 4, 1 de enero de 2003, páginas 139-150. Este documento desvela 
que el polipéptido de 20 kDa que es el producto de descomposición -conglutina de Lupinus especie muestra una 
serie de actividades bioquímicas y biológicas, concretamente potentes efectos antifúngicos.

El documento WO 2007/010459 se refiere a la extracción de proteínas de semillas, cotiledones o plántulas del 40
género Lupinus así como a la manera de producirlas en forma recombinante y de expresarlas en plantas 
modificadas genéticamente.

Monteiro et al: “Chapter 29: Testing Blad, a potent antifungal protein”, 30 de noviembre de 2007, Plant Pathology 
Concepts and Laboratory Exercises. 2ª Edición, CRC Press, Boca Raton, Taylor & Franics, páginas 323-328. Este 45
documento desvela que cotiledones de Lupinus albus se congelaron en nitrógeno líquido, se trituraron y extrajeron 
con una solución tampón que comprendía tampón Tris-HCI, cloruro sódico, tetraacetato de etilendiamina y bis(-
aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetraacetato de etilenglicol. La solución se centrifugó a continuación y se desaló en una 
columna de desalación PD-10 de GE Healthcare. El extracto desalado que contenía Blad se usó para el ensayo 
antifúngico. Se determinó el efecto antifúngico sobre la germinación conidial y sobre el crecimiento micelial de 50
Botrytis cinerea.

Sumario de la invención

La invención se expone en los dibujos adjuntos.55

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 muestra la secuencia codificante del precursor de -conglutina de Lupinus albus (SEQ ID NO: 1); y
La figura 2 muestra el fragmento interno de la secuencia codificante del precursor de β-conglutina que 60
corresponde a Blad (SEQ ID NO: 3).

Descripción detallada de la invención

Los inventores han descubierto que, cuando se usa una combinación de un agente quelante y un agente 65
antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de plantas, dicha combinación es particularmente
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eficaz para inhibir el crecimiento de y/o destruir un microorganismo patógeno de plantas. En un aspecto, por lo tanto,
los inventores proporcionan una composición que comprende, o que consiste esencialmente en, un agente quelante
y un agente antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de plantas. Una composición que 
comprende un agente quelante y un agente antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de 
plantas también puede ser una formulación que comprende otro compuesto o compuestos añadidos a la 5
composición por el experto en la materia.

Agentes antimicrobianos

El microorganismo es preferentemente una bacteria (Gram-positiva o Gram-negativa) o un hongo, preferentemente10
un hongo (que puede ser una levadura o un moho). El agente antimicrobiano comprende (o consiste esencialmente 
en) un polipéptido, tal como una proteína antifúngica. Los ejemplos adecuados de proteínas antifúngicas incluyen 
quitinasas, proteínas de unión a quitina, quitosanasas, -1,3-glucanasas, y -N-acetil-D-glucosaminidasas. A 
continuación se proporcionan ejemplos particulares de microorganismos a los que puede dirigirse el agente 
antimicrobiano.15

Polipéptido Blad 

El agente antimicrobiano comprende (o consiste esencialmente en) un polipéptido, dicho polipéptido comprende (o 
consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo.20

Blad (“banda de Lupinus albus doce” - banda de L. albus dulce) fue el nombre dado a un producto de 
descomposición estable e intermedio de -conglutina, la principal proteína de almacenamiento presente en las 
semillas del género Lupinus. Se caracterizó como un polipéptido de 20 kD, compuesto por 173 residuos de 
aminoácidos, y codificado por un fragmento interno (519 nucleótidos, depositado en el GenBank con el número de 25
entrada ABB13526) del gen que codifica el precursor de -conglutina de Lupinus (1791 nucleótidos, publicado en el 
GenBank, con el número de entrada AAS97865). Cuando se usan cebadores que codifican secuencias terminales 
de Blad para amplificar una secuencia de ADN genómico de Lupinus, se obtienen un producto de -620 pb, lo que 
indica la presencia de un intrón en el fragmento génico que codifica Blad. Blad de origen natural es el componente 
principal de un glucooligómero de 210 kD que se acumula exclusivamente (después de proteólisis limitada intensiva30
de -conglutina) en los cotiledones de Lupinus especie, entre los días 4 y 12 después del inicio de la germinación. 
Aunque dicho oligómero está glucosilado, Blad de origen natural no está glucosilada. El glucooligómero que contiene 
Blad está compuesto por varios polipéptidos, mostrando los mayores, masas moleculares de 14, 17, 20, 32, 36, 48 y
50 kD. El polipéptido de 20 kD, Blad, es con mucho el polipéptido más abundante dentro del oligómero y parece ser 
el único con actividad lectina. Blad de origen natural constituye aproximadamente el 80 % de la proteína 35
cotiledonaria total en plántulas de 8 días.

La secuencia que codifica el precursor de -conglutina de L. albus (SEQ ID NO: 1) se da en la figura 1. La secuencia 
codificante de la subunidad parental de -conglutina está ubicada en los residuos 70 a 1668. La subunidad parental 
de -conglutina de 533 residuos de aminoácidos (SEQ ID NO: 2) es: 40

El fragmento interno de la secuencia codificante del precursor de -conglutina que corresponde a Blad (SEQ ID NO: 
3) se da en la figura 2. El polipéptido Blad (SEQ ID NO: 4) es: 45

Por lo tanto, el agente antimicrobiano comprende (o consiste esencialmente en) un polipéptido que comprende (o 
consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo, dicho agente comprende (o consiste 50
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esencialmente en) una secuencia polipeptídica que comprende (o que consiste esencialmente en) la SEQ ID NO: 4 
o una variante activa de la misma.

Una variante activa de Blad es una variante de Blad que conserva la capacidad de actuar como antimicrobiano (es 
decir tiene actividad antimicrobiana - véase a continuación para una descripción del nivel de dicha actividad y cómo 5
medirla). “Una variante activa de Blad” incluye dentro de su alcance un fragmento de SEQ ID NO: 4. Un fragmento 
de SEQ ID NO: 4 tiene una longitud de al menos 100 residuos de aminoácidos, tal como al menos 100, 120, 140, 
160 o 173 residuos de aminoácidos.

“Una variante activa de Blad” también incluye dentro de su alcance una secuencia polipeptídica que tiene homología 10
con la SEQ ID NO: 4, tal como al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, preferentemente al menos el 
85 %, preferentemente al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 %, preferentemente al menos el 97 %, y 
de la forma más preferente al menos el 99 % de identidad, por ejemplo en la secuencia completa o en una región de 
al menos 100, preferentemente al menos 120, preferentemente al menos 140, y de la forma más preferente al 
menos 160 o más residuos de aminoácidos contiguos. Métodos de medición de homología de proteínas son bien 15
conocidos en la técnica y será entendido por los expertos en la materia que, en el presente contexto, la homología
se calcula tomando como base la identidad de aminoácidos (algunas veces denominada “homología dura").

La variante de Blad activa homóloga normalmente difiere de la secuencia polipeptídica de la SEQ ID NO: 4 por 
sustitución, inserción o deleción, por ejemplo de 1, 2, 3, 4, 5 a 8 o más sustituciones, deleciones o inserciones. Las 20
sustituciones son preferentemente “conservativas”, es decir que un aminoácido puede sustituirse por un aminoácido 
similar, con lo que aminoácidos similares comparten uno de los siguientes grupos: residuos aromáticos (F/H/W/Y), 
residuos alifáticos no polares (G/A/P/I/L/V), alifáticos polares no cargados (C/S/T/M/N/Q) y alifáticos polares 
cargados (D/E/K/R). Los grupos preferidos comprenden: G/A/P; I/L/V; C/S/T/M; N/Q; D/E; y K/R.

25
Un polipéptido que comprende Blad o una variante activa del mismo (tal como se ha descrito anteriormente) puede 
consistir en Blad o una variante activa del mismo con cualquier número de residuos de aminoácidos añadidos al 
extremo N y/o al extremo C, siempre que el polipéptido conserve actividad antimicrobiana (de nuevo, véase a 
continuación para una descripción del nivel de dicha actividad y cómo medirla). Preferentemente, no más de 300 
residuos de aminoácidos se añaden a cualquiera o ambos extremos de Blad o una variante activa del mismo, más 30
preferentemente no más de 200 residuos de aminoácidos, preferentemente no más de 150 residuos de 
aminoácidos, preferentemente no más de 100 residuos de aminoácidos, preferentemente no más de 80, 60 o 40 
residuos de aminoácidos, de la forma más preferente no más de 20 residuos de aminoácidos.

Un polipéptido que comprende (o que consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo (tal como se 35
ha descrito anteriormente) puede utilizarse en la invención en forma de una forma purificada (por ejemplo extraída 
de una fuente vegetal, animal o microbiana) o aislada, y/o puede ser recombinante. La producción de una forma 
recombinante permite la producción de variantes activas de Blad.

Métodos de purificación de Blad de origen natural ya se han descrito en la técnica (por ejemplo Ramos et al (1997) 40
Planta 203(1): 26-34 y Monteiro et al (2010) PLoS ONE 5(1): e8542). Una fuente adecuada de Blad de origen natural 
es una planta del género Lupinus, tal como Lupinus albus, preferentemente un cotiledón de dicha planta, 
preferentemente cosechado entre aproximadamente 4 y aproximadamente 14 días después del comienzo de la 
germinación, más preferentemente cosechado de 6 a 12 días después del comienzo de la germinación (tales como 8 
días después del comienzo de la germinación). En la técnica se desvelan métodos para una extracción de proteínas 45
totales que conduce a un extracto impuro que comprende Blad, y para una purificación de proteínas de dicho 
extracto que conduce a un extracto parcialmente purificado que, por ejemplo, comprende el glucooligómero que 
contiene Blad, que comprende Blad.

Para aislar el propio Blad, se puede usar a continuación SDS-PAGE y/o, preferentemente, (RP)-HPLC de fase 50
inversa en una columna C-18.

Una manera alternativa de obtener un extracto parcialmente purificado que comprende el glucooligómero que 
comprende Blad es utilizar la actividad de unión a quitina de Blad. El glucooligómero se une de manera muy fuerte a 
una columna de quitina como parte de una purificación por cromatografía de afinidad de quitina, que es eluida con 55
HCl 0,05 N. Los detalles de un ejemplo de este método de purificación son los siguientes: 

Cotiledones de plantas de altramuz de ocho días de edad se cosecharon y homogeneizaron en Milli-Q más agua 
(pH ajustado a 8,0), que contenía CaCl2 10 mM y MgCl2 10 mM. El homogenado se filtró a través de estopilla y 
se centrifugó a 30.000 g durante 1 h a 4 °C. El sedimento se suspendió posteriormente en tampón Tris-HCl 100 60
mM, pH 7,5, que contenía el 10 % (p/v) de NaCl, EDTA 10 mM y EGTA 10 mM, se agitó durante 1 h a 4 °C, y se 
centrifugó a 30.000 g durante 1 h a 4 °C. La fracción de globulina total, contenida en el sobrenadante, se 
precipitó con sulfato de amonio (561 g/l), se dejó en agitación en frío durante 1 h y se centrifugó a 30.000 g 
durante 30 min a 4 °C. El sedimento obtenido se disolvió en tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, se desaló en 
columnas PD-10 equilibradas en el mismo tampón y se hizo pasar a través de una columna de cromatografía por 65
afinidad de quitina pre-equilibrada en el mismo tampón. La columna se lavó con tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 
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y las proteínas unidas se eluyeron con HCl 0,05 N. Las fracciones eluidas se neutralizaron inmediatamente con 
Tris 2 M y las fracciones pico se combinaron, se liofilizaron y se analizaron mediante SDS-PAGE.

Para la preparación de la columna de quitina, quitina impura se obtuvo de Sigma y se procesó de la siguiente 
manera: la muestra de quitina se lavó exhaustivamente con Milli-Q más agua, seguida por HCl 0,05 N. A 5
continuación se lavó con carbonato sódico al 1 % (p/v) y a continuación con etanol, hasta que la absorbancia del 
lavado era menor de 0,05. La quitina se cargó a continuación en una punta de pipeta y se equilibró con tapón Tris-
HCl 50 mM, pH 7,5.

Métodos de producción de proteínas recombinantes se conocen bien en la técnica. Dichos métodos, tal como se 10
aplican en el presente documento, implicarán insertar el polinucleótido que codifica un polipéptido que comprende 
Blad o una variante activa del mismo en un vector de expresión adecuado - lo que permite la yuxtaposición de dicho 
polinucleótido con uno o más promotores (por ejemplo un promotor inducible, tal como T7lac) y con otros 
polinucleótidos o genes de interés - introducir el vector de expresión en una célula u organismo adecuado (por 
ejemplo Escherichia coli), expresar el polipéptido en la célula u organismo transformado y retirar el polipéptido 15
recombinante expresado de esa célula u organismo. Para ayudar a dicha purificación, el vector de expresión puede 
construirse de modo que el polinucleótido codifique adicionalmente, por ejemplo, una marca terminal que pueda 
ayudar en la purificación: por ejemplo, una cola de residuos de histidina para purificación por afinidad. Una vez que 
el polipéptido recombinante está purificado, la marca de purificación puede retirarse del polipéptido, por ejemplo, 
mediante escisión proteolítica.20

En una composición de la invención que comprende un agente antimicrobiano que comprende (o consiste 
esencialmente en) un polipéptido, dicho polipéptido está preferentemente en forma parcialmente purificada, más 
preferentemente en forma purificada. Dicho polipéptido está parcialmente purificado cuando está presente en un 
entorno que carece de uno o más otros polipéptidos con los que está asociado de forma natural y/o está 25
representado por al menos aproximadamente el 10 % de la proteína total presente. Dicho polipéptido está purificado 
cuando está presente en un entorno que carece de todos, o la mayoría de, otros polipéptidos con los que está 
asociado de forma natural. Por ejemplo, Blad purificado significa que Blad representa al menos aproximadamente el 
50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75
%, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al 30
menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 %, o al 
menos aproximadamente el 99 % de la proteína total en una composición.

En una composición de la invención que comprende un agente antimicrobiano, el contenido de proteína de Lupinus
puede consistir esencialmente en el glucooligómero que contiene Blad que comprende un polipéptido que 35
comprende (o consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo.

Microorganismos patógenos de plantas

El microorganismo patógeno de plantas contra el que el agente antimicrobiano es eficaz es cualquier 40
microorganismo capaz de causar una enfermedad sobre o en una planta. Las dianas bacterianas particularmente
preferidas incluyen especies patógenas de Pseudomonas, tales como Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
syringae, Pseudomonas tolaasii y Pseudomonas agarici (preferentemente P. syringae); especies patógenas de 
Erwinia, tales como Erwinia persicina, Pectobacterium carotovorum, Erwinia amylovora, Erwinia chrysanthemi, 
Erwinia psidii y Erwinia tracheiphila, y especies patógenas de Streptomyces tales como Streptomyces griseus.45

Las dianas fúngicas particularmente preferidas incluyen especies patógenas de Alternaria, tales como Alternaria 
alternata, Alternaria arborescens, Alternaria arbusti, Alternaria brassicae, Alternaria brassicicola, Alternaria 
carotiincultae, Alternaria conjuncta, Alternaria dauci, Alternaria euphorbiicola, Alternaria gaisen, Alternaria infectoria, 
Alternaria japonica, Alternaria petroselini, Alternaria selini, Alternaria solani y Alternaria smyrnii, especies patógenas 50
de Fusarium, tales como Fusarium oxysporum y Fusarium graminearum (preferentemente F. oxysporum); especies 
patógenas de Botrytis, tales como Botrytis cinerea; y especies patógenas de Colletotrichum, tales como 
Colletotrichum actuatum, Colletotrichum coccodes, Colletotrichum capsici, Colletotrichum crassipes, Colletotrichum 
gloeosporioides, Colletotrichum graminicola, Colletotrichum kahawae, Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum 
musae, Colletotrichum nigrum, Colletotrichum orbiculare, Colletotrichum pisi y Colletotrichum sublineolum.55

Agentes quelantes

El agente quelante (también conocido como un quelante, un quelador o un agente secuestrador) es cualquier 
compuesto que se une a un ion metálico para formar un complejo no covalente y reducir la actividad el ion. Los 60
agentes quelantes adecuados incluyen poliamino carboxilatos, tales como EDTA (ácido etilenediaminotetraacético) y
EGTA (ácido etilenglicol bis(β-aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetraacético). Preferentemente, se usa EDTA como agente 
quelante, preferentemente a una concentración de al menos 10 g/ml, al menos 50 g/ml, o al menos 100 g/ml, y 
hasta 500 g/ml, hasta 1 mg/ml, hasta 5 mg/ml, hasta 10 mg/ml, o hasta 20 mg/ml. Preferentemente, se usa EDTA a 
una concentración de entre 0,1 mg/ml y 20 mg/ml, más preferentemente entre 1 mg/ml y 20 mg/ml.65
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Resultados

El agente antimicrobiano, en combinación con el agente quelante, puede usarse para inhibir el crecimiento de un 
microorganismo patógeno de plantas (lo que significa que tiene actividad microbiestática) y/o para destruir dicho 
microorganismo (lo que significa que tiene actividad microbicida). El experto en la materia será capaz de identificar, 5
mediante métodos rutinarios, una dosis y/o concentración adecuada del agente antimicrobiano, a una concentración 
particular del agente quelante seleccionado, para obtener una inhibición del crecimiento o destrucción 
particularmente deseada del microorganismo. Preferentemente, la combinación del agente antimicrobiano y el 
agente quelante es no tóxica para seres humanos o animales.

10
Preferentemente, cuando una combinación del agente antimicrobiano y el agente quelante (por ejemplo una 
composición de la invención) se usa como microbiestático, la combinación reduce la tasa de crecimiento en un 10 %, 
más preferentemente en un 50 %, más preferentemente en un 75 %, más preferentemente en un 90 %, más 
preferentemente en un 95 %, más preferentemente en un 98 %, más preferentemente en un 99 %, y aún más 
preferentemente en un 99,9 % en comparación con condiciones equivalentes donde la combinación no está 15
presente. De la forma más preferente, la combinación impide cualquier crecimiento del microorganismo.

Preferentemente, cuando se usa una combinación del agente antimicrobiano y el agente quelante (por ejemplo una 
composición de la invención) como un microbicida, la composición destruye el 10 % de la población del 
microorganismo, más preferentemente el 50 % de dicha población, más preferentemente el 75 % de dicha 20
población, más preferentemente el 90 % de dicha población, más preferentemente el 95 % de dicha población, más 
preferentemente el 98 % de dicha población, más preferentemente el 99 % de dicha población, y aún más 
preferentemente un 99,9 % de dicha población en comparación con condiciones equivalentes donde la combinación 
no está presente. De la forma más preferente la combinación destruye toda la población del microorganismo.

25
Cuando se usa para prevenir o inhibir infección de una planta por un microorganismo, dicha combinación se usa 
preferentemente en una cantidad eficaz, es decir una cantidad que proporciona un nivel de inhibición del crecimiento 
y/o destrucción de un microorganismo de modo que se consiga un nivel detectable de prevención o inhibición de 
infección (por ejemplo se consigue un nivel detectable de prevención o inhibición de daños al tejido de la planta), 
preferentemente en comparación con condiciones equivalentes donde la combinación no está presente.30

El antimicrobiano seleccionado comprende un polipéptido que comprende Blad o una variante activa del mismo a 
continuación, en combinación con un agente quelante (por ejemplo EDTA a cualquiera de las concentraciones 
descritas anteriormente), concentraciones adecuadas con las que usar dicho polipéptido incluyen al menos 5 g/ml, 
al menos 10 g/ml, al menos 20 g/ml, al menos 50 g/ml, al menos 100 g/ml o al menos 500 g/ml, y hasta 1 35
mg/ml, hasta 2,5 mg/ml, hasta 5 mg/ml o hasta 10 mg/ml. Preferentemente la concentración de dicho polipéptido 
está entre 50 g/ml y 10 mg/ml, más preferentemente entre 500 g/ml y 5 mg/ml, y aún más preferentemente entre 1 
mg/ml y 5 mg/ml (tal como aproximadamente 2,5 mg/ml).
Por ejemplo, a EDTA 50 mM (es decir aproximadamente 15,8 mg/ml), puede usarse una concentración de Blad de 1 
mg/ml o 2,5 mg/ml por ejemplo para inhibir el crecimiento de B. cinerea o F. oxysporum respectivamente. Éste es un 40
descubrimiento sorprendente, dado que Blad, a su vez, necesita ser usado a aproximadamente 5 mg/ml o 10 mg/ml 
(respectivamente) para inhibir el crecimiento de estos patógenos. Los descubrimientos de los inventores permiten a) 
el uso eficaz de agentes antimicrobianos (que son eficaces contra patógenos de plantas) a concentraciones más 
bajas mediante el uso de un agente quelante o b) eficacia incrementada de agentes antimicrobianos (que son 
eficaces contra patógenos de plantas) a concentraciones estándar mediante el uso de un agente quelante. Esto 45
permite un uso más económico/eficaz de dichos antimicrobianos para prevenir o tratar la infección de una planta (o
parte de la misma) por un microorganismo.

Usos y métodos
50

Los inventores también proporcionan el uso de una composición de la invención para inhibir el crecimiento de y/o
destruir un microorganismo patógeno de plantas en una planta. Con este fin, también proporcionan un método de 
inhibición del crecimiento de y/o destrucción de un microorganismo patógeno de plantas que comprende administrar 
a una planta que lo necesita una composición de la invención (por ejemplo una cantidad eficaz de dicha 
composición).55

Los inventores también proporcionan el uso de un agente quelante y un agente antimicrobiano que es eficaz contra
un microorganismo patógeno de plantas para inhibir el crecimiento de y/o destruir un microorganismo patógeno de 
plantas en una planta. También proporcionan el uso de un agente quelante para incrementar la actividad de un 
antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de plantas. Con este fin también proporcionan: 60

a) un método de inhibición del crecimiento de y/o destrucción de un microorganismo patógeno de plantas que 
comprende administrar a una planta que lo necesita un agente quelante y un agente antimicrobiano que es eficaz 
contra un microorganismo patógeno de plantas (por ejemplo una cantidad eficaz de una combinación de dichos 
agentes); y65
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b) un método de incremento de la actividad de un antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo 
patógeno de plantas que comprende usar dicho antimicrobiano con un agente quelante.

En estas realizaciones, dicho agente antimicrobiano y dicho agente quelante pueden administrarse a dicha planta
como parte de la misma composición o por separado. Si estos dos agentes se administran por separado, entonces 5
la administración puede ser secuencial (con cualquier agente administrándose en primer lugar) o simultánea. La 
administración a una planta puede conseguirse, por ejemplo, aplicando (por ejemplo pulverizando) los agentes (o la 
composición que comprende dichos agentes) sobre una planta (o cualquier parte de la misma) o sumergiendo la 
planta o parte de la misma (por ejemplo, semilla) en una o más soluciones apropiadas.

10
Cuando se usa un agente para incrementar la actividad de un antimicrobiano que es eficaz contra un
microorganismo patógeno de plantas, dicho agente quelante (y la concentración del mismo) se selecciona 
preferentemente de modo que la combinación de dicho agente antimicrobiano y dicho agente quelante proporcione 
un nivel incrementado de inhibición del crecimiento y/o destrucción de un microorganismo patógeno de plantas (por 
ejemplo de modo que se consiga un nivel incrementado de prevención o inhibición de infección de la planta, por 15
ejemplo se consiga un nivel incrementado de prevención o inhibición de daños al tejido de la planta), 
preferentemente en comparación con condiciones equivalentes donde el agente quelante no está presente.

En las realizaciones de uso/método de la invención, el agente antimicrobiano y el agente quelante son tal como se 
han descrito en detalle anteriormente.20

La planta que necesita una combinación de un antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de 
plantas y un agente quelante puede ser cualquier planta que corra el riesgo de adquirir una infección o que tenga 
una infección, en la que dicha infección está causada por un microorganismo patógeno de plantas. Preferentemente, 
la planta es una planta de cultivo (por ejemplo cualquier planta que es cultivada para ser cosechada para 25
proporcionar alimentos, forraje para ganado, combustible, fibra, o cualquier otro producto valioso comercialmente). 
Preferentemente, dicha planta de cultivo es una planta de cultivo alimentario, tal como una planta que proporciona 
un azúcar (por ejemplo remolacha azucarera, caña de azúcar), una fruta (incluyendo un fruto seco), una verdura o
una semilla. Plantas particulares que proporcionan semillas incluyen cereales (por ejemplo maíz, trigo, cebada, 
sorgo, mijo, arroz, avena y centeno) y legumbres (por ejemplo alubias, guisantes y lentejas).30

Los inventores también proporcionan el uso de una composición que comprende (o que consiste esencialmente en) 
un polipéptido antimicrobiano que comprende (o que consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del 
mismo para destruir, o inhibir el crecimiento de, una bacteria patógena de plantas en una planta. Con este fin, los 
inventores proporcionan además un método de destrucción, o inhibición del crecimiento de, una bacteria patógena 35
de plantas en una planta, comprendiendo dicho método administrar a dicha planta una composición que comprende 
(o que consiste esencialmente en) una cantidad eficaz de un polipéptido antimicrobiano que comprende (o que 
consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo. Opcionalmente, el polipéptido antimicrobiano que 
comprende (o que consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo puede usarse en forma aislada.

40
En realizaciones preferidas, dicha composición se aplica a una planta que lo necesita. La planta que necesita dicha 
composición puede ser cualquier planta que corra el riesgo de adquirir una infección o que tenga una infección, en la 
que dicha infección es causada por una bacteria patógena de plantas. Las plantas preferidas son tal como se ha 
descrito anteriormente. Los significados de “destruir/inhibir el crecimiento de una bacteria”, y “cantidad eficaz”, son 
tal como se ha descrito anteriormente en relación con la combinación de agente antimicrobiano y agente quelante.45

Ejemplos 

En los siguientes ejemplos BLAD indica el glucooligómero que contiene Blad de origen natural que comprende el 
polipéptido Blad de 20 kD, purificado según Ramos et al (1997) Planta 203(1): 26-34: véase las partes “Material 50
vegetal y condiciones de crecimiento” y “Purificación de proteínas” de la sección de Materiales y métodos de ese 
documento.

Definiciones:
55

CIM - Concentración inhibidora mínima: la concentración más baja de un antimicrobiano que inhibe el 
crecimiento visible de un microorganismo.
CFM/CBM - Concentración fungicida/bactericida mínima (o concentración letal mínima): la concentración más 
baja de un agente antimicrobiano necesaria para destruir el 99,9 % del inóculo inicial después de 24 h en un 
conjunto de condiciones estandarizadas.60

Ejemplo 1 - Actividad bactericida de BLAD y efecto sinérgico de EDTA sobre ella.

A. Se descubrió que BLAD es bacteriostático a 100 g/ml y bactericida a 250 g/ml contra P. aeruginosa. Contra 
P. aeruginosa BLAD a 50 g/ml o EDTA a 1 mg/ml inhibe el crecimiento (es decir ambos son bacteriostáticos) 65
pero una combinación de los dos es bactericida.

E11767734
28-10-2016ES 2 600 970 T3

 



8

B. Contra Erwinia pirsicina BLAD tiene una CIM de 32 g/ml y EDTA tiene una CIM de 15 mM. Sin embargo, en 
presencia de cantidades sub-inhibidoras de EDTA (0,75 mM) la CIM para BLAD se rebaja a 16 g/ml.

C. Contra Streptomyces griseus BLAD tiene una CIM de 1024 g/ml y EDTA tiene una CIM de 16 mM. Sin 
embargo, en presencia de cantidades sub-inhibidoras de EDTA (8 mM) la CIM para BLAD se rebaja a 256 g/ml.5

Ejemplo 2 - Efecto sinérgico de EDTA sobre la actividad fungicida de BLAD.

Datos de inhibición del halo para BLAD con y sin EDTA contra Botrytis cinerea en agar dextrosa de patata (PDA) a
1,2 % p/v de agar (incubación 3 días a 25 °C):10

Agente/agentes Diámetro de inhibición del halo (mm)
Diámetro promedio de 
inhibición del halo (mm)

Blad (200 g) 21 21 22 21
Blad (100 g) 16 16 15 16
Blad (50 g) 0 0 0 0
Blad (20 g) 0 0 0 0
EDTA (50 mM) 0 0 0 0
Blad (200 g) + EDTA (50 mM) 23 24 25 24
Blad (100 g) + EDTA (50 mM) 19 19 18 19
Blad (50 g) + EDTA (50 mM) 13 15 14 14
Blad (20 g) + EDTA (50 mM) 10 12 12 11

El crecimiento de B. cinerea se inhibió con 200 g y 100 g de BLAD. Esta inhibición se potenció con la adición de
EDTA 50 mM (aproximadamente 15,8 mg/ml).

15
No se observó inhibición del crecimiento usando BLAD en solitario a 20 g o 50 g o usando EDTA en solitario a 50 
mM. Sin embargo, se observó inhibición cuando BLAD a cualquier concentración se combinó con EDTA 50 mM.

Datos de inhibición del halo para BLAD con y sin EDTA contra Fusarium oxysporum en agar dextrosa de patata
(PDA) al 1,2 % p/v de agar (incubación 3 días a 25 °C):20

Agente/agentes Diámetro de inhibición del halo (mm)
Diámetro promedio de 
inhibición del halo (mm)

Blad (200 g) 25 22 22 23
Blad (100 g) 0 0 0 0
Blad (50 g) 0 0 0 0
Blad (20 g) 0 0 0 0
EDTA (50 mM) 0 0 0 0
Blad (200 g) + EDTA (50 mM) 28 27 30 28
Blad (100 g) + EDTA (50 mM) 22 21 26 23
Blad (50 g) + EDTA (50 mM) 24 20 15 20
Blad (10 g) + EDTA (50 mM) 0 0 0 0

El crecimiento de F. oxysporum se inhibió con 200 g de BLAD. Esta inhibición se potenció con la adición de EDTA
50 mM.

25
No se observó inhibición del crecimiento usando BLAD en solitario a 20 g, 50 g o 100 g, o usando EDTA en 
solitario a 50 mM. Sin embargo, se observó inhibición cuando 50 g o 100 g de BLAD se combinaron con EDTA 50 
mM.

Ejemplo 2 - Efecto sinérgico de EDTA sobre la actividad fungicida de BLAD.30

Datos de inhibición del halo para BLAD con y sin EDTA contra Botrytis cinerea en agar dextrosa de patata (PDA) al
1,2 % p/v de agar (incubación 3 días a 25 °C):

Agente/agentes Diámetro de inhibición del halo (mm)
Diámetro promedio de 
inhibición del halo (mm)

Blad (200 g) 21 21 22 21
Blad (100 g) 16 16 15 16
Blad (50 g) 0 0 0 0
Blad (20 g) 0 0 0 0
EDTA (50 mM) 0 0 0 0
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Agente/agentes Diámetro de inhibición del halo (mm)
Diámetro promedio de 
inhibición del halo (mm)

Blad (200 g) + EDTA (50 mM) 23 24 25 24
Blad (100 g) + EDTA (50 mM) 19 19 18 19
Blad (50 g) + EDTA (50 mM) 13 15 14 14
Blad (20 g) + EDTA (50 mM) 10 12 12 11

El crecimiento de B. cinerea se inhibió con 200 g y 100 g of BLAD. Esta inhibición se potenció con la adición de
EDTA 50 mM (aproximadamente 15,8 mg/ml).

No se observó inhibición del crecimiento usando BLAD en solitario a 20 g o 50 g o usando EDTA en solitario a 50 5
mM. Sin embargo, se observó inhibición cuando BLAD a cualquier concentración se combinó con EDTA 50 mM.

Datos de inhibición del halo para BLAD con y sin EDTA contra Fusarium oxysporum en agar dextrosa de patata
(PDA) al 1,2 % p/v de agar (incubación 3 días a 25 °C):

10

Agente/agentes Diámetro de inhibición del halo (mm)
Diámetro promedio de 
inhibición del halo (mm)

Blad (200 g) 25 22 22 23
Blad (100 g) 0 0 0 0
Blad (50 g) 0 0 0 0
Blad (20 g) 0 0 0 0
EDTA (50 mM) 0 0 0 0
Blad (200 + EDTA (50 mM) 28 27 30 28
Blad (100 g) + EDTA (50 mM) 22 21 26 23
Blad (50 g) + EDTA (50 mM) 24 20 15 20
Blad (10 g) + EDTA (50 mM) 0 0 0 0

El crecimiento de F. oxysporum se inhibió con 200 g de BLAD. Esta inhibición se potenció con la adición de EDTA
50 mM.

No se observó inhibición del crecimiento usando BLAD en solitario a 20 g, 50 g o 100 g, o usando EDTA en 15
solitario a 50 mM. Sin embargo, se observó inhibición cuando 50 g o 100 g de BLAD se combinaron con EDTA 50 
mM.

LISTADO DE SECUENCIAS
20

<110> CEV - Biotechnologia das Planta S.A. et al

<120> Agentes para uso con antimicrobianos

<130> P11337 WO25

<150> PT105332
<151> 12-10-2010

<150> GB1017282.330
<151> 13-10-2010

<160> 4

<170> PatentIn versión 3.535

<210> 1
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<213> Lupinus albus40
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente quelante y un agente antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno de 
plantas para inhibir el crecimiento de y/o destruir un microorganismo patógeno de plantas en una planta; en el que
dicho agente antimicrobiano comprende un polipéptido que comprende la secuencia Blad mostrada en la SEQ ID 5
NO: 4 o una variante activa de la misma que tiene actividad antimicrobiana y que comprende una secuencia que 
tiene al menos el 70 % de identidad con la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de SEQ ID NO: 4 que tiene al menos 100 
aminoácidos de longitud.

2. Uso de un agente quelante para incrementar la actividad de un agente antimicrobiano que es eficaz contra un10
microorganismo patógeno de plantas; en el que dicho agente antimicrobiano es como se define en la reivindicación 
1.

3. Un uso de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, caracterizado por que dicho agente quelante y
dicho agente antimicrobiano se aplican a una planta que lo necesita.15

4. Un uso de acuerdo con la reivindicación 3, en el que dicho agente antimicrobiano y dicho agente quelante se 
administran a dicha planta: 

a) como parte de la misma composición; o20
b) por separado, secuencial o simultáneamente.

5. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente antimicrobiano es 
eficaz contra una bacteria u hongo patógeno de plantas.

25
6. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente quelante es un 
poliamino carboxilato.

7. Un uso de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el agente quelante es EDTA.
30

8. Un método de inhibición del crecimiento de y/o destrucción de un microorganismo patógeno de plantas que 
comprende administrar a una planta que lo necesita un agente quelante y un agente antimicrobiano que es eficaz 
contra un microorganismo patógeno de plantas; en el que dicho agente antimicrobiano es como se define en la 
reivindicación 1.

35
9. Un método de incremento de la actividad de un antimicrobiano que es eficaz contra un microorganismo patógeno 
de plantas que comprende usar dicho antimicrobiano con un agente quelante; en el que dicho agente antimicrobiano
es como se define en la reivindicación 1.

10. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo es una bacteria patógena de plantas.40

11. Un uso de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la bacteria es una especie patógena de uno de los 
siguientes géneros: Pseudomonas, Erwinia y Streptomyces.

12. Un método de acuerdo con la reivindicación 8 o 9, en el que el microorganismo es una bacteria patógena de 45
plantas.
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