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57  Resumen:
Cepa bacteriana Bacillus amyloliquefaciens QVI5
(CECT 9371), microorganismo del grupo de las
bacterias Gram +, género Bacillus, estimulante del
metabolismo secundario de compuestos fenólicos,
mejorador de los extractos de fruto y hoja de
frambuesa y fresa sobre las enzimas relacionadas
con la regulación de la glucosa en sangre (alfa
glucosidasa), hipertensión (enzima convertidora de
angiotensina ACE), e inflamación (cicloxigenasa
COX2). Esta cepa ha sido aislada a partir de la
rizosfera de Pinus pinea, en agar nutritivo (PCA), y ha
sido caracter izada desde el  punto de vista
morfológico, bioquímico y genético mediante
secuenciación del gen 16s. Puede ser utilizada con
objeto de mejorar las propiedades de los extractos
con respecto a su aplicación sobre enzimas
relacionadas con el síndrome metabólico, o con el fin
de modificar el metabolismo secundario para mejorar
los compuestos fenólicos en especies vegetales de
interés agronómico, farmacológico y alimentario, y
obtener mayor cantidad de principios activos y/o
nuevos alimentos con un contenido estandarizado en
fenoles.



 

 

DESCRIPCION 

 

Bacillus amyloliquefaciens QV15 estimulante del metabolismo secundario de 

compuestos fenólicos y de la capacidad inhibidora de los extractos de 

frambuesa y fresa sobre los enzimas relacionadas con el síndrome metabólico.- 5 

 

La presente invención se refiere a una cepa de Bacillus amyloliquefaciens 

(QV15, código interno del laboratorio) para su aplicación en plantas con el objeto de 

mejorar la síntesis de compuestos fenólicos del metabolismo secundario con interés 

agronómico, farmacológico y nutricional, concretamente, mejorar la coloración en 10 

frutos de fresa y frambuesa, además de mejorar las propiedades de los extractos de 

frambuesa y fresa sobre el efecto de inhibición sobre alfa glucosidasa, ACE y COX2 

para mejora de los síntomas o prevención del síndrome metabólico. 

 

Esta cepa, que cuando se aisló se la asignó la referencia interna L81, ha sido 15 

depositada con fines de patente en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), 

con fecha 31 de mayo de 2017, donde se le ha asignado el número 9371. La CECT 

tiene su sede en el edificio de investigación de la Universidad de Valencia, sito en el 

campus de Burjassot (DP 46100 – Valencia, España). 

  20 

 Esta cepa bacteriana puede servir de base para la preparación de diferentes tipos de 

productos estimulantes del metabolismo secundario de plantas. de interés agronómico, 

farmacológico y alimentario, y obtener mayor cantidad de principios activos y/o nuevos 

alimentos con un contenido estandarizado en fenoles, como frutos del bosque (fresas y 

frambuesas) con mayor contenido en compuestos fenólicos, concretamente 25 

antocianos, mejorando la coloración y ºBrix. Estos productos mejorarán el contenido en 

bioactivos de naturaleza fenólica que puedan constituir principios activos de diversos 

medicamentos, mejorar la calidad de ciertos alimentos. Además, se podrá utilizar para 

mejorar las propiedades de los extractos de fruto de mora, frambuesa y fresa sobre el 

efecto de inhibición sobre alfa glucosidasa y COX2 para mejora de síndrome 30 

metabólico. 

 

 CAMPO TECNICO.- 

 

 La invención se encuadra dentro de los campos de la biotecnología, la farmacología y 35 

los nuevos alimentos. 
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ESTADO DE LA TÉCNICA.- 

 

Los mecanismos de acción de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, 

se pueden resumir en dos tipos: directos, cuando los metabolitos producidos alteran el 

metabolismo de la planta (actividad hormonal, estimulación de los mecanismos 5 

defensivos..), e indirectos, cuando sintetizan compuestos que facilitan la captación o 

movilización de nutrientes o evitan el crecimiento de microorganismos patógenos sin 

implicar a la planta, sin alterar el metabolismo de la planta. 

 

En este caso resulta de interés uno de los mecanismos directos, es decir, los 10 

que alteran el metabolismo de la planta. La planta posee un metabolismo secundario, 

altamente inducible, relacionado con la defensa de la planta y adaptaciones a 

situaciones adversas, a las que tiene que hacer frente. Dentro de este metabolismo 

secundario se encuentra el metabolismo de compuestos fenólicos, que además de 

estar relacionados con la defensa de la planta, son de interés para la salud humana, 15 

tanto cuando se consumen alimentos de origen vegetal que los contienen de forma 

natural, como los extractos vegetales dedicados a suplementos nutricionales. También 

son importantes como fuente de principios activos para la obtención de medicamentos. 

La fuente de esqueletos carbonados para nutrir el metabolismo secundario es la 

fotosíntesis, y cualquier mecanismo que afecte a este proceso, afectará la salud de la 20 

planta. 

 Bacillus amyloliquefaciens pertenece al grupo de las bacterias Gram +. El género 

Bacillus es común entre bacterias del suelo, y pueden ser patógenos oportunistas en 

animales y patógenos de plantas. Siguiendo la taxonomía del Manual Bergeys, edición 

marzo de 2001, esta bacteria se encuadra dentro del Dominio Bacteria, Phylum 25 

Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Bacillales, Familia Bacillaceae, Género Bacillus, 

Especie B.amyloliquefaciens. El género Bacillus es muy común en el sistema edáfico, 

y se ha descrito en repetidas ocasiones como bacteria protectora frente a distintas 

enfermedades de plantas. Pueden producir sideróforos no fluorescentes de tipo 

catecol, que, entre otras funciones, actúan como moléculas capaces de capturar el 30 

hierro del medio para el metabolismo del microorganismo La presencia de Bacillus sp. 

en la rizosfera de distintas plantas afecta de forma beneficiosa a su fisiología indicando 

que es muy posible su selección a nivel rizosférico.  

Existen numerosas referencias en la literatura científica que citan a cepas del 

género Bacillus como capaces de realizar numerosas actividades de interés en el 35 
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campo de la biotecnología, agricultura, y fitopatología. En el campo de la biotecnología, 

existen estudios i) sobre su papel como indicadores biológicos para la esterilización, en 

los estudios de biodefensa, ii) sobre su influencia sobre el metabolismo primario de la 

planta incrementando su crecimiento y producción, iii) como agentes de desinfección, 

iv) como agentes antimicrobianos por su capacidad para producir moléculas 5 

antimicrobianas de tipo policétido o lipopéptido. En el campo de la agricultura y 

fitopatología existen numerosas referencias sobre la capacidad de Bacillus 

amyloliquefaciens para inducir las defensas vegetales de la planta; por otra parte, 

existen cepas capaces de producir quitinasas y glucanasas, protegiendo directamente 

frente a los hongos Alternaria y Fusarium. Existen también referencias sobre cepas del 10 

genero Bacillus capaces de proteger frente a estrés salino y frente al patógeno foliar 

Pseudomonas syringae DC3000 (Barriuso et al, 2008 Phytopathology), pero ninguna 

de Bacillus amyloliquefaciens. Por último, no existe ninguna cepa de Bacillus, ni de 

Bacillus amyloliquefaciens para modular la ruta de biosíntesis de fenilpropanoides, 

flavonoides y antocianos, aumentando la concentración de polifenoles, concretamente 15 

flavonoles y antocianos.  

 

Por otra parte, es ampliamente conocido que los extractos de origen vegetal 

ricos en flavonoides, antocianos y otros compuestos fenólicos, presentan un alto poder 

antioxidante beneficioso para la salud. Extractos procedentes de especies de arándano 20 

se han citado frecuentemente como productos saludables por su capacidad 

antioxidante, prevención neurodegenerativa, evitar pérdida de masa ósea, prevención 

coronaria y efectos anticancerosos. También los extractos de bayas, tanto bayas 

salvajes como especies comerciales se han relacionado con la actividad 

hipoglucémica, inhibición de la adipogénesis, mejora de los factores de riesgo de 25 

enfermedades cardiovasculares, capacidad antiinflamatoria y capacidad para inducir 

saciedad y contrarrestar el sobrepeso. Un artículo reciente de Lila, M.A. (Functional 

Foods in Health and Disease, 2011, 2:13-24 Page 13 of 24), discute el impacto de los 

bioflavonoides procedentes de bayas en biomarcadores del síndrome metabólico, 

asociados con las condiciones de diabetes, sobrepeso u obesidad y enfermedades 30 

cardiovasculares. 

 

Dentro de este campo de los extractos de origen vegetal con cualidades 

beneficiosas para la salud, otros dos artículos recientes de investigadores de prestigio, 

Sharma, Kumar (Journal of Diabetology, June 2011; 2:4) y Kaume, Howard, Devareddy 35 

(J.10 Agric. Food Chem. 2012, 60, 5716–5727), reflejan bien el estado de la técnica 
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más próximo al objeto de la presente invención, en el sentido de que los frutos de la 

zarzamora (Rubus sp.var Loch Ness), por sus altos niveles en los referidos 

compuestos fenólicos, han sido relacionados, entre otras funciones, con la actividad 

hipoglucemiante, y la capacidad para inducir saciedad y contrarrestar el sobrepeso. De 

hecho, el artículo de Sharma y Kumar, versa sobre el efecto antidiabético de extractos 5 

de frutos de Rubus ellipticus en ratones con diabetes inducida mediante aloxano, si 

bien es de destacar la inexistencia de estudios en ratones sanos y animales normales.  

 

Pues bien, siguiendo esta línea de investigación, el equipo inventor ha 

conseguido preparar extractos metanólicos a partir de fresas y frambuesas obtenidas 10 

de plantas tratadas con Bacillus amyloliquefaciens QV15 durante todo el ciclo biológico 

de producción. Estos extractos están perfectamente caracterizados en su composición 

y poder antioxidante y han demostrado tener una mayor capacidad para inhibir las 

enzimas alfa-glucosidasa, ACE y COX2, que los hace potencialmente útiles en la 

elaboración de preparados alimenticios y fármacos destinados a la prevención y 15 

mejora de los síntomas asociados a síndrome metabólico. 

 

Realizando una búsqueda retrospectiva de patentes a nivel mundial en la base 

de datos de producción española Invenet (OEPM) y en la internacional  Worlwide, a 

través del sistema Esp@cenet, se confirma dicha conclusión extraída de la consulta de 20 

literatura científica: aunque sí que existe una referencia similar con una cepa de 

Pseudomonas fluorescens N21.4 (ES 2 336 758 B1), la inexistencia de documentos de 

patente relativos a la especie bacteriana Bacillus amyloliquefaciens que soporten la 

capacidad de estimular el metabolismo secundario, en concreto la ruta de 

fenilpropanoides, flavonoides y antocianos. De esta manera es capaz de modificar el 25 

perfil metabólico de la planta, y, por tanto, de los efectos beneficiosos sobre la salud 

que la fruta o extractos preparados a partir de este material vegetal puedan tener. 

 

Tras la referida búsqueda se ha constatado que existen patentes relacionadas 

con la cepa de Bacillus amyloliquefaciens publicadas a nivel mundial, de las cuales 30 

ninguna guarda relación con la capacidad de modular el perfil metabólico del fruto a 

nivel de compuestos fenólicos, en la ruta de flavonoides y antocianos, siendo este 

efecto global el objeto de la presente invención. La mayoría de las patentes hacen 

referencia a la protección de cultivo mediante la producción bacteriana de enzimas 

(glucanasas, quitinasas, etc.), que ejercen su efecto protector al liberarse en el exterior 35 
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de la célula, a nivel edáfico o foliar (mecanismo indirecto), y no implican al 

metabolismo de la planta en esta protección (mecanismo directo).  

 

LA INVENCIÓN.- 

  5 

El objeto de la invención que aquí se describe y que, a la vista del estado de la 

técnica anterior, se entiende cumple con las condiciones de novedad y actividad 

inventiva necesarias para poder ser merecedora del derecho de patente, es el 

aislamiento y caracterización de la cepa bacteriana Bacillus amyloliquefaciens QV15 

(CECT 9371), que es un microorganismo del grupo de las bacterias Gram +, género 10 

Bacillus, con capacidad de modular el metabolismo secundario, más concretamente el 

metabolismo de los compuestos fenólicos, así como mejorar las propiedades de los 

extractos vegetales sobre la enzimas relacionadas con el síndrome metabólico (COX2, 

ACE y alfa glucosidasa). 

 15 

Las características fisiológicas y el análisis genético de esta cepa permiten 

identificarla inequívocamente, diferenciándola de otras especies del género Bacillus. 

 

Una vez aislada y caracterizada, con código de referencia interno L81, se 

realizaron diversas pruebas para poner de manifiesto el potencial de esta bacteria. 20 

Estas fueron, producción de auxinas, degradación de 1-aminociclopropano-1-

carboxilato, solubilización de fosfato y producción de sideróforos y quitinasas, 

resultando positiva para la producción de sideróforos.  

 

Hasta el momento se han realizado experiencias consistentes en la inoculación 25 

de suspensiones bacterianas de Bacillus amyloliquefaciens QV15 sobre Arabidopsis 

thaliana, mejorando la fotosíntesis (φPSII/NPQ), sin afectar al crecimiento de la planta. 

En estos experimentos se ha detectado un aumento de actividad SOD y una 

disminución de la actividad APX y del resto de actividades de ROS scavenging, junto 

con un aumento moderado en las actividades glucanasa (PR2) y quitinasa (PR3) de la 30 

planta. Cuando se someten estas plantas previamente inoculadas con QV15 al choque 

con Xanthomonas campestris pv tomato, las plantas resistían mucho mejor este 

ataque, presentando una protección del 60 %, asociada a un aumento de más del 

doble que en los controles en la actividad PR2 y PR3.  

 35 
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Por otra parte, se han realizado experimentos en campo en plantas de mora 

(Rubus var Loch Ness), frambuesa (Rubus idaeus) y fresa (Fragaria vesca) en 

invernaderos de producción. Se han realizado aplicaciones con QV15 a nivel radical, 

desde septiembre hasta febrero, cada 15 días, en condiciones de producción contra-

estación. Se detecta incremento en la síntesis de compuestos fenólicos en todas ellas; 5 

en mora, este incremento se controla a nivel de factores de transcripción, estimulando 

la transcripción de MYB6, y de determinados genes de la ruta de biosíntesis de 

flavonoles.  

 

Estos experimentos realizados en distintas especies vegetales demuestran que 10 

Bacillus amyloliquefaciens QV15 es capaz de modular el metabolismo secundario de 

las plantas, así como mejorar las propiedades de los extractos de fruto de frambuesa y 

fresa mejorando el efecto de inhibición de los enzimas alfa glucosidasa, ACE y COX2 

con respecto a los controles no inoculados y, por tanto, esta bacteria, o cualquier 

molécula derivada de ella, pueden utilizarse en cualquier tipo de cultivo de interés 15 

agronómico, farmacológico o nutricional, agrario o forestal, para la mejora de los 

síntomas o prevención de síndrome metabólico. 

 

Bacillus amyloliquefaciens QV15 puede aplicarse a plantas de mora (Rubus var 

Loch Ness), frambuesa (Rubus idaeus) y fresa (Fragaria vesca) modificando el 20 

contenido en compuestos fenólicos en hojas y en frutos, especialmente en derivados 

de flavonoles, antocianos y catequinas. En hojas de mora actúa a nivel de factores de 

transcripción, así como en determinados genes de la ruta de biosíntesis de flavonoles 

y antocianos, y con ello modifica el perfil metabólico (flavonoles y derivados) en hojas. 

En frutos de mora, actúa también a nivel de factores de transcripción y de 25 

determinados genes de la ruta de biosíntesis de flavonoles y antocianos. Esto puede 

aplicarse a cualquier especie vegetal de las que constituyen los frutos rojos o frutos del 

bosque, como fresa, frambuesa, mora, arándano, o mirtillo, o uva, con el objeto de 

incrementar su contenido en compuestos fenólicos de interés farmacológico, 

nutricional, concretamente en frambuesa y fresa para mejorar el contenido de 30 

antocianos y, por tanto, su coloración. 

 

Los referidos experimentos sobre el uso Bacillus amyloliquefaciens QV15 como 

estimulante del metabolismo secundario de compuestos fenólicos, concretamente 

antocianos en fresa y frambuesa, y para mejorar los extractos sobre la acción de los 35 
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enzimas alfa glucosidasa, ACE y COX2 se exponen al final de la presente memoria, 

dentro del apartado forma de realización. 

 

La finalidad que se persigue, en definitiva, con esta invención y que constituye 

la ventaja técnica aportada con la misma, es disponer de una bacteria que estimule el 5 

metabolismo secundario de compuestos fenólicos en plantas de interés agronómico, 

farmacológico, nutricional consiguiendo un doble efecto: por una parte, mejorar el 

contenido en antocianos en fresas y frambuesas, y por lo tanto, su valor comercial, y 

por otra parte, obtener la materia prima vegetal fuente de extractos mejorados con 

respecto a los controles no inoculados por su efecto sobre los enzimas alfa-10 

glucosidasa, ACE y COX2 y, por tanto, pueden utilizarse para la mejora de los 

síntomas o prevención de síndrome metabólico. 

 
En consecuencia, con la presente solicitud de patente se reivindica el uso de la 

cepa Bacillus amyloliquefaciens QV15,o cualquier fracción de la misma, para su 15 

aplicación en cualquier tipo de especie vegetal, formando parte de cualquier 

preparado, ya sea individualmente o en combinación con otros organismos, con el fin 

de estimular el metabolismo secundario de compuestos fenólicos en plantas de interés 

agronómico, farmacológico, nutricional y que a la vez mejore los extractos obtenidos a 

partir de material vegetal tratado con la cepa, sobre la acción de alfa glucosidasa, ACE 20 

y COX2. 

 

FORMA DE REALIZACIÓN.- 

 

Estudiando la rizosfera de dos especies del género Pinus, seleccionadas por su 25 

interés forestal, encontramos la cepa del género Bacillus que aquí se reseña.  

 

La cepa fue aislada de la rizosfera de una población natural de Pinus pinea L. 

Durante el aislamiento de bacterias llevado a cabo en la rizosfera de dos especies de 

pino (Pinus pinaster Aiton y Pinus pinea L.) y en la micosfera del hongo micorrizógeno 30 

asociado a ambos, Lactarius deliciosus (Fries) S.F. Gray., en otoño de 2000, 

coincidiendo con el periodo de fructificación de Lactarius deliciosus, en la sierra de 

Aracena (Huelva). Como resultado de dicho muestreo se coleccionaron 720 cepas 

entre las que se encontró Bacillus amyloliquefaciens (QV15, código interno del 

laboratorio). El aislamiento de dicha cepa se realizó en agar nutritivo (PCA). 35 
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En el laboratorio este microorganismo se mantiene con una elevada tasa de 

supervivencia en glicerol al 20% en caldo nutritivo (Pronadisa) a -80ºC o en glicerol al 

15% en agua a -20ºC y se recuperan con facilidad en el medio de cultivo utilizado para 

el aislamiento tanto en fase sólida como en fase liquida a 28ºC. 

 5 

Para la caracterización de las cepas se consideraron diferentes caracteres 

fenotípicos que se pormenorizan en esta memoria: (i) morfología de las colonias (ii) 

morfología de las células, (iii) secuenciación del gen del ADN ribosomal 

correspondiente a la subunidad 16S. iv) Secuenciación del genoma   

 10 

Características morfológicas, bioquímicas y genéticas de Bacillus amyloliquefaciens 

QV15.- 

 

La caracterización taxonómica de Bacillus amyloliquefaciens se realizó 

identificando la cepa mediante secuenciación parcial del ADN ribosomal 16S, su 15 

comparación con las secuencias existentes en las bases de datos reveló una 

homología del 100% con una cepa de Bacillus amyloliquefaciens. 

 

A continuación, se especifica la morfología de las colonias a las 24 h de 

incubación a 28º en agar para métodos estándar (PCA). 20 

 
 
TABLA 1 

 QV15 

Tamaño de la colonia < 1 mmÆ 

Forma circular 

Borde Liso 

Transparencia No 

Consistencia Cremosa 

Color Amarillo oscuro 

 

 25 

Creciendo en medio líquido (Lennox Pronadisa) el color del medio cambia a 

amarillo más oscuro desde la fase exponencial de crecimiento a la fase estacionaria de 

crecimiento. 

 

P201730818
21-06-2017ES 2 694 593 A1

 

9



 

Los caracteres morfológicos de Bacillus amyloliquefaciens QV15 a las 24 h de 

incubación a 28º en agar para métodos estándar (PCA) corresponden a un bacilo 

Gram positivo esporulado. 

 

A continuación, se procedió al análisis genético de la cepa para su 5 

identificación, para ellos se siguieron los siguientes pasos: 

 

Extracción del ADN.- 

 

Para la extracción del ADN, las colonias crecieron durante 24 horas en Lennox 10 

(Pronadisa) a 28ºC en agitación. Transcurrido este tiempo, Se extrajo el ADN 

genómico de cada bacteria con el kit Ultraclean™  Microbial DNA isolation (MoBio, CA, 

EE.UU.), según las indicaciones del fabricante. 

 

Amplificación del ADNr 16S.- 15 

Se amplificaron mediante PCR los 1500 pb correspondientes a esta región con 

los siguientes cebadores: directo 5´-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3´ y reverso 5´-

AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3´ (Ulrike, 1989), en una reacción de 25 µL con 1X 

de tampón 10X, 2.5 mM MgCl2, 250 µM de cada DNTP, 2.5 µM cebador forward, 2.5 

µM cebador reverse  1,25 unidades de ADN polimerasa (AmpliTaq Applied) y 100 ng 20 

del ADN bacteriano. La amplificación se realizó en un termociclador GeneAmp 2700 

(Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: 95ºC 5 minutos, seguido de 25 

ciclos de 94ºC 30 segundos, 65,5ºC 30 segundos y 72ºC 30 segundos, finalizando con 

7 minutos a 72ºC. 

 25 

Visualización de los geles.- 

 

El producto de PCR se resolvió en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampón Tris-

Acetato-EDTA (TAE 1%) con bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y se visualizaron en un 

analizador de imagen GelDoc2000TM 170-8126 (Biorad, CA, EE.UU). 30 

 

Secuenciación de ADN.- 

 

 Una vez comprobada la amplificación, el producto de PCR, se purificó con el kit 

UltraClean™ PCR Clean-up DNA purification (MoBio, CA, EE.UU.), se secuenció 35 
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UNIDAD DE GENÓMICA PARQUE CIENTÍFICO DE MADRID-U.C.M. en un 

secuenciador ABI PRIMS® 377 ADN Sequencer (Applied Biosystems, CA, USA).  

 

Análisis informático de la secuencia.- 

 5 

Las secuencias se alinearon con el programa Bioedit Sequence Aligment editor 

5.0.3. ®, se revisaron manualmente se corrigieron y se analizaron por BLASTN 

2.2.6.(Altschul et al., 1997) en el GeneBank EMBL y DDBJ (página Web del NCBI 

BLASTR: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), resultando la mayor homología: Bacillus 

amyloliquefaciens QV15 16S ribosomal RNA gene, complete  sequence, y quedando 10 

depositada la secuencia en el GeneBank con el número de acceso AY307364.1 

  

Bacillus amyloliquefaciens como mejorador de la adaptación a condiciones de estrés y 

estimulante del metabolismo primario y secundario de compuestos fenólicos.- 

 15 

1º. Experimento de elicitación en plántulas de Arabidopsis thaliana inoculando 

la bacteria dos veces a nivel radical, en la cuarta y quinta semanas desde la 

germinación de las semillas. Tres días después de la segunda inoculación, se inocula 

el patógeno (Xantomonas campestris) a nivel foliar mediante un pulverizado del 

patógeno. Se determinó la fotosíntesis mediante fluorescencia (Fo, Fv/Fm, FPSII, y 20 

NPQ), actividades enzimáticas (ciclo de scavenging de ROS, y enzimas de defensa), y 

el índice relativo de enfermedad. Se observó: i) un aumento de la actividad de SOD y 

una disminución de APX, ii) un aumento en la actividad de glucanasas, quitinasas, y 

celulasas, en el tratamiento con QV15+patógeno, mientras que en QV15 mantienen 

una actividad similar o inferior al control, demostrando una inducción de defensa 25 

sistémica, iii) una reducción en la sintomatología de la enfermedad causada por el 

ataque del patógeno de un 63,61%. 

 

2º. Experimento de elicitación en plantas de Rubus var Loch Ness aplicando la 

bacteria en la raíz.- Se inoculó una suspensión bacteriana de la cepa QV15 en la raíz 30 

de plantas de Rubus var Loch Ness cada dos semanas (Septiembre de 2014 a Febrero 

de 2015), desde el trasplante. Se determinó la fotosíntesis mediante fluorescencia (Fo, 

Fv/Fm, FPSII, y NPQ), actividades enzimáticas (ciclo del ROS, y enzimas de defensa), 

bioactivos en hojas (fenoles totales, flavonoles y antocianos), clorofilas, en dos 

momentos de muestreo (floración y máxima fructificación); en máxima fructificación se 35 

determinaron los parámetros nutricionales (pH, ºBrix, y %ácido cítrico) y bioactivos en 
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frutos; se ha estudiado la expresión génica de la ruta de flavonoides y proteínas de 

defensa en hojas y frutos recogidos en fructificación; y por último se han realizado 

medidas con los extractos de fruta sobre la inhibición de enzimas relacionadas con la 

regulación de la glucosa (alfa-amilasa y alfa-glucosidasa), sobre la hipertensión (ACE), 

y sobre la inflamación (COX2), enzimas relacionadas con el síndrome metabólico. Se 5 

observó: i) a nivel de fotosíntesis aumenta FPSII y disminuye NPQ ii) inducción de la 

actividad de SOD, disminución de APX, iii) aumento en la actividad y expresión de 

proteínas de defensa (glucanasas, y quitinasas), tanto en floración como en 

fructificación, relacionados con un aumento en la defensa frente a patógenos, 

concretamente frente a Mildiu, iv) a nivel de bioactivos en hojas se observa en floración 10 

un aumento en fenoles, aunque flavonoles y antocianos no se alteran, mientras que en 

fructificación disminuyen todos en las hojas, v) aumento en clorofila A, B y total tanto 

en floración como fructificación, vi) en los frutos se observó una disminución de los 

fenoles, mientras que flavonoles y antocianos no se alteraron, lo que indica 

modificación del metabolismo secundario vii) en frutos de mora, un aumento del 15 

potencial antioxidante, viii) aumento de la expresión de los genes de la ruta de 

flavonoles y antocianos CHS, F3H, DFR, LAR, y GST1 (en fruta y hojas), datos que 

coinciden con el análisis de bioactivos, y que sugieren un desvío de la ruta de 

flavonoles hacia la producción de catequinas en estados intermedios de maduración. 

 20 

Los extractos se prepararon a partir de moras frescas y hojas de la variedad 

“Loch Ness”. Para los extractos usados para medir el efecto sobre alfa-glucosidasa, 

ACE, y COX2, primero se liofilizaron las moras, a continuación se extrajo con metanol 

80%, se centrifugó y se evaporó la fracción orgánica al vacío. El extracto con un 20% 

de agua se caracterizó; mientras que para los extractos usados para el resto de 25 

medidas se realizó una extracción con metanol 80%. Por lo que las medidas obtenidas 

para alfa-glucosidasa, ACE, y COX2 serían en peso seco mientras que para el resto en 

peso fresco. 

 

Para la caracterización del extracto se realizaron las siguientes 30 

determinaciones: 

 

El contenido fenólico total del extracto se determina por el método colorimétrico 

de Singleton V.L., Rossi J.A. (1965) Colorimetry of total phenolics with 

phosphomolibdicphosphotungstic acid reagent. Am J Enol Vitic 10 16,144-158, que se 35 

basa en la oxidación en medio básico de los grupos hidroxilos de los fenoles por el 

P201730818
21-06-2017ES 2 694 593 A1

 

12



 

reactivo de Folin-Ciocalteu. Los resultados se expresan como mg de ácido gálico /g de 

extracto. De esta forma, los extractos obtenidos siguiendo los procesos que a 

continuación se detallan presentan un contenido fenólico total mínimo de 20 mg/g. 

 

El contenido en flavonoles totales del extracto se determina por el método 5 

colorimétrico de cloruro de alumino de Zishen et al. (1999) Zhishen J, Mengcheng 

T,Jianming W (1999) The determination of flavonoid contents in mulberry and their 

scavenging effects on superoxide radicals. Food Chem 64:555-559. doi: 20 

10.1016/S0308-8146(98)00102-2 con modificaciones. Se expresa como mg 

equivalentes de catequina por gramo de extracto fresco. 10 

 

El contenido de antocianos totales se determinó por el método diferencial de pH 

descrito por Giusti y Wrolstad (2001), Giusti MM, Wrolstad RE (2001) Anthocyanins  

Characterization and measurement with UV-visible spectroscopy. In: Wrolstad RE, 

Acree TE, An H, Decker EA, Penner MH, Reid DS, Schwartz SJ, Shoemaker CF, 15 

Sporns P, Wiley J (ed) Current Protocols in Food Analytical Chemistry. New York, pp 

F121-F129. doi: 10.1002/0471142913.faf0102s00, que evalúa la diferente absorbancia 

de los antocianos a distintos pH. Los resultados se expresan como mg 30 de cianidina-

3-glucósido por gramo de extracto fresco. 

 20 

Para la medida de las actividades enzimáticas relacionadas con defensa y 

estrés oxidativo se utilizaron los métodos descritos en Garcı́a-Limones, C., Hervás, A., 

Navas-Cortés, J. A., Jiménez-Dı́az, R. M., & Tena, M. (2002). Induction of an 

antioxidant enzyme system and other oxidative stress markers associated with 

compatible and incompatible interactions between chickpea ( Cicer arietinum L.) and 25 

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. Physiological and Molecular Plant Pathology, 61(6), 

325–337. Lee, B.-R., Jung, W. J., Lee, B.-H., Avice, J.-C., Ourry, A., & Kim, T. H. 

(2008). Kinetics of drought-induced pathogenesis-related proteins and its physiological 

significance in white clover leaves. Physiologia Plantarum, 132(3), 329–337. 

Saravanakumar, D., Lavanya, N., Muthumeena, B., Raguchander, T., Suresh, S., & 30 

Samiyappan, R. (2008). Pseudomonas fluorescens enhances resistance and natural 

enemy population in rice plants against leaffolder pest. Journal of Applied Entomology, 

132(6), 469–479. Xu, C., Natarajan, S., & Sullivan, J. H. (2008). Impact of solar 

ultraviolet-B radiation on the antioxidant defense system in soybean lines differing in 

flavonoid contents. Environmental and Experimental Botany, 63(1-3), 39–48. 35 
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Para las medidas de clorofilas se siguió el método descrito en Harmut  K.  

Lichtenthaler  and  Claus  Buschmann  (2001).  Extraction  of  Photosynthetic  Tissues: 

Chlorophylls an Carotenoids. Current Protocols in Food Analytical Chemistry F.4.2.1- 

F.4.2.1. 

 5 

3º. Experimento de elicitación en plantas de frambuesa (Rubus idaeus var 

Adelita), inoculando la bacteria a nivel radical, cada dos semanas, desde octubre de 

2015 hasta mayo de 2016, analizando los dos máximos de producción de la frambuesa 

(enero y mayo). Se determinó la fotosíntesis mediante fluorescencia (Fo, Fv/Fm, 

FPSII, y NPQ), bioactivos (fenoles flavonoles, y antocianos) en hojas y frutos, 10 

nutricionales en frutos (pH, ºBrix, y %ácido cítrico); y por último se han realizado 

medidas con los extractos metanólicos de fruto sobre la inhibición de enzimas 

relacionadas con la regulación de la glucosa (alfa amilasa y alfa glucosidasa), 

hipertensión (ACE) y sobre la inflamación (COX2), enzimas relacionadas con el 

síndrome metabólico. Se observó en frutos: i) un aumento de los ºBrix, reducción en la 15 

cantidad de ácido cítrico, así como una disminución del pH, ii) aumento de la cantidad 

de antocianos, fenoles y flavonoles, con respecto al control, iii) incremento de la 

capacidad de los extractos de fruto para inhibir la alfa glucosidasa, ACE y COX2. El 

contenido de antocianos, fenoles y flavonoles en frutos de plantas inoculadas y control 

aparece en la tabla 2; el IC50 de la α glucosidasa, y el % de inhibición de ACE y COX2 20 

aparecen en la tabla 3. 

 

Tabla 2.  

 Fenoles 

(mg Equivalentes Gálico 

/100g peso fresco) 

Flavonoles 

(mg Equivalentes (+)-

catequina(195) /100g 

peso fresco) 

Antocianos 

(mg Equivalentes 

cianidina-3-

glucosido/100g peso 

fresco) 

Invierno Primavera Invierno Primavera Invierno Primavera 

Control 154.17±7.

7 

389.47±10.

0 

6.06±0.24 87.46±1.18 9.39±1.27 23.52±1.5 

QV15 248.45±6.

4 

379.44±7.4

5 

11.28±0.92 77.67±1.18 4.62±0.19 21.19±1.76 

 

 25 
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Tabla 3. 

 α Glucosidasa (IC50, mg 

de extracto seco/ml) 

% inhibición ACE [10 

mg de extracto seco/ 

ml] 

% inhibición COX2 

[10 mg de extracto 

seco/ ml] 

Invierno Primavera Invierno Primavera Invierno Primavera 

Control 3.80±0.16 4.66±0.05 92.15±0.04 91.180.02 29.59±0.87 29.02±0.25 

QV15 3.32±0.04 3.36±0.22 91.88±0.01 92.09±0.07 32.24±0.88 32.40±0.49 

 

 

El extracto de frambuesa se preparó a partir de frambuesas frescas de la 

variedad “Adelita”. Para los extractos usados para medir el efecto sobre alfa-5 

glucosidasa, ACE, y COX2, primero se liofilizaron las moras, a continuación se extrajo 

con metanol 80%, se centrifugó y se evaporó la fracción orgánica al vacío. El extracto 

con un 20% de agua se caracterizó;’ mientras que para los extractos usados para el 

resto de medidas se realizó una extracción con metanol 80%. Por lo que las medidas 

obtenidas para alfa-glucosidasa, ACE, y COX2 serían en peso seco mientras que para 10 

el resto en peso fresco. 

 

Para la caracterización del extracto se realizaron las siguientes 

determinaciones: 

 15 

 El contenido fenólico total del extracto se determina por el método colorimétrico de 

Singleton V.L., Rossi J.A. (1965) Colorimetry of total phenolics with 

phosphomolibdicphosphotungstic acid reagent. Am J Enol Vitic 10 16,144-158, que se 

basa en la oxidación en medio básico de los grupos hidroxilos de los fenoles por el 

reactivo de Folin-Ciocalteu. Los resultados se expresan como mg de ácido gálico /g de 20 

extracto. De esta forma, los extractos obtenidos siguiendo los procesos que a 

continuación se detallan presentan un contenido fenólico total mínimo de 20 mg/g. 

 

 El contenido en flavonoles totales del extracto se determina por el método 

colorimétrico de cloruro de alumino de Zishen et al. (1999) Zhishen J, Mengcheng 25 

T,Jianming W (1999) The determination of flavonoid contents in mulberry and their 

scavenging effects on superoxide radicals. Food Chem 64:555-559. doi: 20 

10.1016/S0308-8146(98)00102-2 con modificaciones. Se expresa como mg 

equivalentes de catequina por gramo de extracto fresco. 

 30 
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 El contenido de antocianos totales se determinó por el método diferencial de pH 

descrito por Giusti y Wrolstad (2001), Giusti MM, Wrolstad RE (2001) Anthocyanins  

Characterization and measurement with UV-visible spectroscopy. In: Wrolstad RE, 

Acree TE, An H, Decker EA, Penner MH, Reid DS, Schwartz SJ, Shoemaker CF, 

Sporns P, Wiley J (ed) Current Protocols in Food Analytical Chemistry. New York, pp 5 

F121-F129. doi: 10.1002/0471142913.faf0102s00, que evalúa la diferente absorbancia 

de los antocianos a distintos pH. Los resultados se expresan como mg 30 de cianidina-

3-glucósido por gramo de extracto fresco. 

 

4º. Experimento de elicitación en plantas de fresa (Fragaria vesca var Fortuna) 10 

inoculando tras el trasplante cada dos semanas a nivel radical durante todo el ciclo de 

la planta (Enero a Mayo 2016). Se determinó la fotosíntesis mediante fluorescencia 

(Fo, Fv/Fm, FPSII, y NPQ)a mitad de ciclo productivo (marzo 2016) y al final (mayo 

2016), se determinaron los bioactivos (fenoles flavonoles, y antocianos) y nutricionales 

(pH, ºBrix, y %ácido cítrico) en frutos en ambos momentos; y, por último, se han 15 

realizado medidas con los extractos metanólicos de fruto sobre la inhibición de 

enzimas relacionadas con la regulación de la glucosa (alfa amilasa y alfa glucosidasa), 

hipertensión (ACE) y sobre la inflamación (COX2), enzimas relacionadas con el 

síndrome metabólico. Se observó: i) a nivel de fotosíntesis una disminución de Fo y 

NPQ, por lo que se entiende que la planta se encuentra menos estresada que el 20 

control y pierde menos energía procedente de la fotosíntesis en forma de calor, por lo 

que se destinará a la generación de metabolitos primarios o secundarios ii) un 

aumento en los antocianos, iii) un aumento de los ºBrix, iv)una disminución de la fruta 

podrida y aumento en la fruta de primera calidad, v) incremento de las propiedades de 

los extractos de fruto sobre alfa glucosidasa, ACE y COX2. El contenido de antocianos, 25 

fenoles y flavonoles en frutos de plantas inoculadas y control aparece en la tabla 4; el 

IC50 de la α glucosidasa, y el % de inhibición de ACE y COX2 aparecen en la tabla 5. 

 

Tabla 4. 

 Fenoles 

(mg Equivalentes Gálico 

/100g peso fresco) 

Flavonoles 

(mg Equivalentes (+)-

catequina(195) /100g 

peso fresco) 

Antocianos 

(mg Equivalentes 

cianidina-3-

glucosido/100g peso 

fresco) 

Invierno Primavera Invierno Primavera Invierno Primavera 

Control 315.79±6.86 188.24±2.7 80.15±0.37 38.40±0.49 17.24±1.62 21.19±5.61 
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4 

QV15 315.79±22.4

1 

202.50±2.7

5 

59.38±1.35 29.30±0.55 39.11±0.19 20.28±2.6 

 

Tabla 5. 

 α Glucosidasa (IC50, mg 

de extracto seco/ml) 

% inhibición ACE [10 

mg de extracto seco/ 

ml] 

% inhibición COX2 

[10 mg de extracto 

seco/ ml] 

Invierno Primavera Invierno Primavera Invierno Primavera 

Control 11.56±1.05 8.27±0.43 95.2±0.06 99.06±0.02 35.39±0.21 33.76±0.32 

QV15 9.99±0.1 10.04±0.56 92.41±0.01 91.98±0.14 36.61±1.15 34.12±0.55 

 

 

El extracto de fresa se preparó a partir de fresas frescas de la variedad 5 

“Fortuna”. Para los extractos usados para medir el efecto sobre alfa-glucosidasa, ACE, 

y COX2, primero se liofilizaron las moras, a continuación se extrajo con metanol 80%, 

se centrifugó y se evaporó la fracción orgánica al vacío. El extracto con un 20% de 

agua se caracterizó;’ mientras que para los extractos usados para el resto de medidas 

se realizó una extracción con metanol 80%. Por lo que las medidas obtenidas para 10 

alfa-glucosidasa, ACE, y COX2 serían en peso seco mientras que para el resto en 

peso fresco. 

 

5º. Experimento de elicitación en plantas de fresa (Fragaria vesca var Fortuna) 

inoculando tras el trasplante cada dos semanas a nivel radical durante todo el ciclo de 15 

la planta (Octubre a Marzo 2017). Se determinó la fotosíntesis mediante fluorescencia 

(Fo, Fv/Fm, FPSII, y NPQ)a mitad de ciclo productivo (Enero 2017), y al final del ciclo 

(Marzo 2017) se determinaron los bioactivos (fenoles flavonoles, y antocianos) y 

nutricionales (pH, ºBrix, y %ácido cítrico) y el tamaño de la fruta. Se observó: i) un 

aumento de la cantidad de fruta de mayor tamaño tras las inoculaciones ii) un aumento 20 

en los antocianos, iii) un aumento de los flavonoles, iv)una disminución del % de ácido 

cítrico. 

El extracto de fresa se preparó a partir de fresas frescas de la variedad 

“Fortuna”. Se realizó una extracción con metanol 80%.  

 25 
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APLICACIÓN INDUSTRIAL.- 

 

Dadas las propiedades arriba apuntadas de Bacillus amyloliquefaciens QV15 

como estimulador del metabolismo secundario, esta cepa bacteriana tiene una 

aplicación específica en la industria agroalimentaria, química y farmacéutica, al poder 5 

ser utilizada formando parte de cualquier preparado (de forma individual o en 

combinación con otros microorganismos) y haciéndola entrar en contacto (a la cepa o 

cualquier parte de ella) con la semilla, el sistema radical o aéreo de las plantas por 

cualquier medio disponible, en cualquier especie vegetal, o en cualquier forma de 

cultivo in vitro, para incrementar la concentración de metabolitos secundarios de 10 

naturaleza fenólica con interés farmacológico y/o nutricional. En frambuesa y fresa, 

para mejorar la coloración en la producción en contra-estación, concretamente debida 

al aumento de antocianos; y para obtener extractos mejorados por su capacidad para 

inhibir los enzimas alfa glucosidasa, ACE y COX2. 

15 

P201730818
21-06-2017ES 2 694 593 A1

 

18



 

REIVINDICACIONES 

 

1. Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), microorganismo del grupo de las 

bacterias Gram +, género Bacillus, caracterizado por su capacidad de estimular el 

metabolismo secundario de compuestos fenólicos de especies vegetales, 5 

concretamente flavonoides, antocianos, catequinas y de producir un aumento de 

grados Brix.  

 

2. Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), según reivindicación 1, 

caracterizado por su capacidad de incrementar el contenido de antocianos en frutos 10 

de fresa y frambuesa.  

 

3. Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT9371), microorganismo del grupo de las 

bacterias Gram +, género Bacillus, caracterizado por su capacidad de mejorar las 

propiedades de los extractos de fruto de frambuesa y fresa como inhibidores de los 15 

enzimas relacionados con el síndrome metabólico: alfa glucosidasa, reguladores de la 

glucosa en sangre, ACE, convertidora de angiotensina para hipertensión, y COX2, 

inflamación. 

 

4. Uso de Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), o cualquier molécula 20 

derivada de ella, según reivindicaciones 1 a 3, para su aplicación en cualquier tipo de 

cultivo de interés agronómico, farmacológico o nutricional, agrario o forestal, a fin de 

incrementar en bioactivos y/o la mejora de los extractos de hoja y/o fruto sobre el 

efecto de éstos sobre alfa glucosidasa, ACE y COX2. 

 25 

5. Uso de Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), o cualquier molécula 

derivada de ella, según reivindicaciones 1 a 4, para su aplicación en cualquier especie 

de plantas de la familia Rubus sp. 

 

6. Uso de Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), o cualquier molécula 30 

derivada de ella, según reivindicación 4 5, para su aplicación en cualquier especie 

vegetal de las que constituyen los frutos rojos o frutos del bosque, (como fresa, 

frambuesa, mora, arándano, o mirtillo), o de las constituyentes de uvas, con el objeto 

de mejorar las cualidades organolépticas y la coloración de la fruta, especialmente de 

antocianos. 35 
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7. Uso de Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), o cualquier molécula 

derivada de ella, según reivindicaciones 1 a 6, bien la cepa individual o en combinación 

con otros organismos, formando parte de cualquier preparado, ya sea individualmente 

o en combinación con otros organismos, y por cualquier medio disponible que ponga la 

bacteria en contacto con la semilla, el sistema radical o aéreo de las plantas. 5 

 

8. Uso de Bacillus amyloliquefaciens QV15 (CECT 9371), o cualquier molécula 

derivada de ella, según reivindicaciones 1 a 6, bien la cepa individual o en combinación 

con otros organismos, o formando parte de cualquier preparado, ya sea 

individualmente o en combinación con otros organismos, y por cualquier medio 10 

disponible que ponga la bacteria en contacto con células vegetales en cualquier estado 

de diferenciación en cultivo in vitro. 
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C12N1/20 (2006.01) 
C05F11/08 (2006.01) 
A01N63/02 (2006.01) 
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Documentación mínima buscada (sistema de clasificación seguido de los símbolos de clasificación) 
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