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DESCRIPCION

Composiciéon que comprende acidos nucleicos de sistemas bioldgicos parasitarios, patégenos o infestantes para inhibir
y/o controlar el crecimiento de dichos sistemas

La presente invencion se refiere a composiciones de acidos nucleicos de sistemas bioldgicos parasitarios, patdgenos
e infestantes para inhibir y/o controlar dichos sistemas y a un procedimiento para su preparacion.

Antecedentes de la técnica

Desde hace muchos afios, la investigacion de nuevos productos que inhiban sistemas biolégicos demanda un enorme
esfuerzo cientifico, econémico e industrial e incluye la deteccion de principios activos de fuentes naturales o por medio
sintético y sucesivos ensayos bioldgicos y farmacoldgicos, tanto in vitro como in vivo, ademas de ensayos de campo
y de aplicacion clinica (Morgan et al. 2011. Health Policy, 100:4-17).

El uso de farmacos (pesticidas, herbicidas, antibiéticos) para la inhibicién de sistemas bioldgicos se refiere a varios
campos de aplicacion, entre los que estan principalmente la agricultura y la medicina y se lleva a término para control,
inhibicién o eliminacion de organismos perjudiciales, patdgenos, parasitarios o infestantes, y también tratamiento
contra la formacion de biopeliculas microbianas.

A pesar de la amplitud y la diversificacion de dicho rango de aplicacion, el uso de farmacos muestra problemas
comunes como: (i) la especificidad de accidn, (ii) la posible toxicidad para la especie humana y otras especies, (iii) la
contaminacion ambiental y (iv) el comienzo de resistencias de las poblaciones de los organismos diana.

En general, los farmacos (pesticidas, herbicidas, antibidticos) consisten en moléculas organicas de tamafo pequefio
y mediano y muestran una gran diversificacion tanto en términos de componentes quimicos como de mecanismos de
accion. Dichos farmacos se han detectado basandose, en general, en métodos de «examen aleatorio», esto es
estimando la actividad y la potencialidad del uso de los compuestos quimicos obtenidos por sintesis de manera
aleatoria partiendo de varias estructuras basicas que resultan de cadenas principales que se encuentran naturalmente.
De acuerdo con esto, durante los ultimos 50 afios, se comercializé un nimero muy grande de productos, entre ellos
mas recientemente también polinucleétidos.

Uno de los principales problemas relacionados con los principios activos en la actualidad usados en agricultura y
medicina es su insuficiente especificidad de accién para los organismos parasitarios, patdgenos y/o infestantes y, por
consiguiente, efectos secundarios y toxicidad en el organismo huésped. Por ejemplo, se conocen los casos de
paraquat asociados al comienzo de la enfermedad de Parkinson y productos que se ha demostrado que son letales
para los embriones humanos. Ademas de los problemas de toxicidad aguda, la exposicion cronica a algunos productos
muestra un riesgo reconocido de cancerogenicidad, para lo que las normas establecidas demandan un seguimiento
ecotoxicoldgico y modalidades de uso asociadas a dinamicas ambientales y persistencia de los diversos productos.

Finalmente, no se tiene que ignorar el problema de la contaminacion ambiental ocasionada por los farmacos
(pesticidas, herbicidas, antibidticos). Las recientes aplicaciones de las regulaciones en el campo ambiental han
reducido drasticamente las autorizaciones para el uso de fitofarmacos y pesticidas y tendran que abandonarse muchos
productos en un futuro cercano por la entrada en vigor de regulaciones mas restrictivas. Por ejemplo, el bromuro de
metilo, usado extensamente como fumigante para el control de patégenos en el suelo, entre ellos los nematodos, se
ha prohibido debido a su inclusion entre los compuestos considerados responsables de dafio a la capa de ozono.
Considerando estos problemas, la mayoria de los principios activos mas modernos se seleccionaron para su
descomposicion rapida en el suelo o los cultivos. Sin embargo, esta posible ventaja en términos de contaminacion
ambiental puede limitar la eficacia en el tiempo de los principios activos usados.

Otro problema fundamental comun para los productos usados en la actualidad, tanto en el campo agricola como en
aplicaciones terapéuticas en el campo médico, es la aparicion de resistencia farmacoldgica después de un periodo
desde el comienzo del tratamiento.

Por ejemplo, con referencia a la agricultura, en los EE. UU., a principios de los afios 60, el 2,4 D ha sido el primer
herbicida, usado a gran escala, para el que se indico el comienzo de resistencia en poblaciones de Dacus carota
(Switzer, (1957), Proc. North Eastern Weed Cont. Conf., 11:315; Whitehead and Switzer, (1963), Can. J. Plant Sci.,
43:255). Sucesivamente, comenzando a principios de los afios 70 se indicaron numerosos casos de especies
infestantes resistentes a las triazinas (Ryan, (1970), Weed Sci., 18:614; LeBaron and Gressel, Eds., Herbicide
Resistance in Plants, Wiley, Nueva York, 1982). Los registros han crecido después exponencialmente en las siguientes
décadas junto con la difusién de los nuevos productos para la lucha quimica y bioldgica y su uso intensivo (Powles
and Shaner, 2001. Herbicide resistance and world grains, CRC press, Nueva York).

Se conocen varios mecanismos de comienzo de la resistencia del infestante a tratamiento con herbicida. Por ejemplo,
varios mecanismos indicados en la bibliografia son: resistencia como resultado de la seleccion de multiples copias de
genes diana (Gaines et al. 2010, Proc. Natl. Acad. Sci. 107(3): 1029-1034); mutacion de los genes diana (Wakelin et
al. 2006. Weed Res. (Oxford), 46(5): 432-440); secuestro vacuolar (Ge et al. 2010. Pest Management Sci. 66:576);
expresion de enzimas que metabolizan los herbicidas (Hidayat et al. 1997. Pest. Biochem. Physiol. 57(2): 137-146).
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En la actualidad en el campo agricola, se ha detectado la aparicion de resistencia en mas de 200 especies infestantes,
seleccionadas, sobre todo, como resultado del uso de principios activos caracterizados por el mismo mecanismo de
accion. En ltalia, en la llanura del Po, se conocen casos de resistencia a las atrazinas en poblaciones de hierbas
infestantes, como Solanum nigrum, Chenopodium album 'y Amaranthus cruentus, o, en otras regiones, aquellas con
resistencia a inhibidores enzimaticos en otras diferentes especies infestantes (Lolium spp., Phalaris paradoxa, Papaver
rhoeas, Sinapis arvensis, Echinocloa crusgalliums, Sorghum halepense, Cyperus difformis).

También, en el campo médico, el desarrollo de resistencia a farmacos hace inutil su uso, constituyendo uno de los
mayores problemas relacionados con las terapias con antibiéticos (Clatworthy et al. 2007. Nat. Chem. Biol. 3(9):
541-548). Aunque se usaron enormes recursos humanos y econémicos para descubrir nuevas moléculas y estudiar
los mecanismos de resistencia, se demostré que la aparicidon de resistencia a farmacos era mas rapida que el
descubrimiento de nuevos farmacos.

El problema de la resistencia a los farmacos llegdé a experimentarse principalmente en el campo de la salud, ya que
da como resultado complicaciones clinicas para la terapia con antibidticos (aumento de la duracién de las
enfermedades, aumento de las complicaciones, posibilidad de epidemias) y demandas de costes adicionales en el
tratamiento de las infecciones por bacterias resistentes a los antibidticos (mediante el uso de mas farmacos,
prologando asi la hospitalizacion). Un caso de resistencia a los antibidticos, cada vez mas presente y peligrosa para
la salud publica y que representa una de las principales causas de infecciones hospitalarias, es la resistencia a la
meticilina de los estafilococos y, sobre todo, de varias cepas de Staphylococcus aureus. Estas bacterias, mediante el
mecanismo de afinidad reducida por la diana, pueden expresar una proteina modificada que no interactie con
antibioticos beta-lactamicos. La Uniéon Europea se ha enfrentado a este problema presentando una «estrategia
comunitaria contra la resistencia a los antimicrobianos» en donde se recomienda un uso prudente de los agentes
antimicrobianos en la medicina para contener el desarrollo de las resistencias.

La posibilidad de inhibir la expresion de genes especificos dio como resultado un gran interés desde la primera
publicacion del articulo de Zamecnik and Stephenson, en donde se muestra que el uso de composiciones basadas en
oligonucledtidos antisentido (ASO, en inglés) podia inhibir la traduccién de proteinas viricas (Zemecnik and
Stephenson (1978) Proc. Natl. Acad. Ski. 75:285-288). Siguiendo a este descubrimiento, en las experimentaciones
mas recientes en las técnicas de lucha contra agentes parasitarios, patdgenos e infestantes se investig6 mas acerca
del uso de varias moléculas de pequefio tamafio de ARN y/o ADN (en el orden de varias decenas de bases) que se
unen selectivamente a dianas que presentan secuencias complementarias como ARNm, microARN o ARN
mitocondrial, inhibiéndose asi su traduccién y llevandose a cabo, por lo tanto, una actividad de control para las
especies diana.

Estas metodologias modernas encontraron aplicaciones en la lucha contra especies parasitas (por ejemplo, la patente
internacional WO 2005/049841 A1), plantas infestantes (por ejemplo, la patente internacional WO 2011/112570 A1) y
terapia antimicrobiana y oncoldégica.

Las propuestas usadas en la actualidad son multiples, entre ellas la modificacién de ARN para controlar el nivel de
ARN mensajero especifico, limitando asi la expresion del gen que lo codifica. Dicha metodologia se caracteriza por la
administracion mediante construcciones adecuadas de una secuencia de ARN o ADN destinadas a una diana
especifica, por ejemplo, un gen o partes del mismo. Los problemas asociados al uso de dichas propuestas terapéuticas
incluyen la necesidad de caracterizacion de una secuencia especifica como diana de la terapia. Hay también la
dificultad de obtener una concentracién minima eficaz de la construccion en el érgano diana. La historia reciente de la
tecnologia antisentido, ademas, revela que si bien la identificacion de los ARN especificos de la union de los ASO es
ahora relativamente simple, su formulaciéon en composiciones que presentan una potencialidad de aplicacion eficaz
para la inhibicion de la expresidon de genes especificos es aun problematica. Varios estudios recientes abordan el
problema mencionado, proponiendo estructuras y composiciones mas estables y eficaces (por ejemplo, la patente
internacional WO 2011/031520 A1). Como se sabe, este tipo de técnicas presenta una selectividad elevada en
términos de especificidad del sitio de accién. Hasta ahora, no se han indicado casos del comienzo de resistencia al
uso de los ASO en el tratamiento con herbicidas y pesticidas, ya que su aplicacién adn no ha logrado la fase de
comercializacion y consiguiente diseminacion de los productos. Sin embargo, considerando la especificidad particular
de accion de los ASO, se puede presumir que, como resultado de su uso extensivo y la consiguiente presion selectiva
sobre las poblaciones infestantes, parasitarias y/o patdgenas, la aplicacion de dichos ASO dara como resultado el
comienzo de resistencias en las poblaciones tratadas, haciendo asi ineficaces los tratamientos, del mismo modo que
ocurrié en el pasado para otros tipos de farmacos caracterizados por una elevada especificidad de accion.

En el campo de los cultivos masivos en biorreactores y fotobiorreactores, por lo tanto, en sistemas controlados
confinados, uno de los principales problemas aun no resueltos en el cultivo masivo de microorganismos es el comienzo
de fendmenos de saturacion de la curva de crecimiento para dichos organismos (fase estacionaria), con la
consiguiente imposibilidad de exceder ciertas concentraciones por unidad de volumen. Una curva de crecimiento tipica
de dichos microorganismos (bacterias, bacterias fotosintéticas, levaduras, microalgas y algas verde-azuladas) se
caracteriza por una fase de latencia de partida, una fase exponencial sucesiva y una fase de estado estable con
saturacion de la curva de crecimiento, seguido a veces también por una fase de muerte celular.
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La imposibilidad de exceder el umbral de la concentracion maxima por unidad de volumen que puede lograr un
microorganismo durante el cultivo a gran escala en reactores y sistemas de cultivo masivo, limita destacadamente los
potenciales de explotacion de tales organismos no permitiendo ulteriores incrementos de la produccién mas alla de la
fase estacionaria.

Se han propuesto varias motivaciones como causa de la disminucion de la tasa de crecimiento celular de los
microorganismos en la fase de saturacion, todas relacionadas principalmente con la limitacion de elementos nutritivos
en el medio o la autolimitaciéon de la radiacion que penetra en el cultivo en el caso de organismos fotosintéticos
(fendmeno de autooscurecimiento). Varios estudios experimentales demostraron que los fendmenos de la saturacion
de la curva de crecimiento ocurren también en ausencia de factores limitantes evidentes y este fenédmeno se asocia a
la acumulacion de sustancias inhibidoras en el medio de cultivo.

A la luz de lo expuesto anteriormente, es evidente, por lo tanto, la necesidad de nuevos métodos para la inhibicién de
organismos perjudiciales o el incremento de rendimiento en los procedimientos de produccién de microorganismos
que solucionen las desventajas de los métodos de la técnica anterior.

La invencion del titulo resulta de una observacion importante ocurrida durante estudios ecolégicos en el ciclo de la
sustancia organica en el suelo. En estos estudios se observd que se demuestra que el ADN, liberado por la
descomposicion de material organico acumulado en el suelo, se inhibe para las especies vegetales que producen
dicho material organico, mientras dicho ADN no inhibe a otras especies para las que dicho ADN puede, por el contrario,
representar una fuente nutritiva.

En el caso de ecosistemas forestales, este efecto inhibidor del ADN extracelular especifico solo en especies de plantas
con ADN homodlogo, representa un mecanismo regulador de la coexistencia natural entre varias especies y favorece
la biodiversidad de las comunidades de plantas. De hecho, cuando una sola especie, por cualquier razon, esta en las
condiciones adecuadas para aumentar el propio dominio sobre otras especies, en el tiempo, necesariamente
acumulara mayores residuos de la propia sustancia organica, cuya descomposicion y consiguiente liberacion de ADN
producira un efecto inhibidor sobre la misma especie, reduciéndose asi la capacidad competitiva y, por lo tanto, el
dominio. En el mismo fendmeno se basa la denominada «fatiga del suelo» (referida como «enfermedad del suelo»)
en agricultura, esto es, pérdidas de productividad de los cultivos monoespecificos repetidos en el tiempo, no
resultantes de problemas nutritivos naturales, sino de la acumulacion de residuos vegetales de los mismos cultivos.
La observacion de la inhibicion especifica de la especie debido a la acumulacion de ADN propio, durante el ciclo de la
sustancia organica, explica los fendmenos mencionados de pérdida de productividad y nunca se indicé dicho hallazgo
en la bibliografia cientifica.

Basandose en estos estudios, se logré un segundo resultado importante, que consiste en la observacion de que las
poblaciones microbianas (por ejemplo, bacterias, microalgas y hongos) producen y segregan, durante el crecimiento,
moléculas de ADN propias en forma de fragmentos de diferente tamafio que, por acumulacién en el sustrato de
crecimiento de la poblacion, ejercen un efecto inhibidor sobre el crecimiento de dicha poblacion.

Se sabe que una poblacién microbiana crece tipicamente inicialmente de manera exponencial, después entra en una
fase denominada estacionaria, seguido, posiblemente, por una fase de muerte. Se conocen varios factores limitantes
del crecimiento de dichas poblaciones microbianas, entre ellos, fundamentalmente, los limites nutritivos y/o la
acumulacién de sustancias toxicas de diversa naturaleza. En la bibliografia se indica la produccion y secrecion de
ADN extracelular de varios organismos (Peters and Pretorius, 2011. Chemical Clinic Acta. 412:806-811), pero hasta
ahora no se ha indicado que una liberacion de ADN extracelular durante el crecimiento de una poblaciéon microbiana
produzca un efecto inhibidor sobre el crecimiento de dicha poblaciéon, de manera absolutamente analoga a la
observada para las plantas afectadas por la acumulacion del propio ADN en el suelo. Las observaciones en las que
se basa esta invencion revelan una ley biolégica general segun la cual se demuestra que la liberacién de ADN propio
por un organismo esta regulando el crecimiento de dicho organismo y de los organismos de poblaciones de la misma
especie. Este resultado conduce a un nuevo escenario de aplicacion destacable en el campo agrofarmacéutico. En
particular, se hace posible el control de toda especie perjudicial por exposicion al propio ADN fragmentado aleatorio,
total, tal que se reproduzca lo observado en los ciclos naturales de descomposicién de la sustancia organica o en los
fendmenos de secrecion extracelular durante el crecimiento de las poblaciones microbianas. Asi, se presenta la
hipétesis del posible uso para aplicacion de composiciones cuyo principio activo consiste en ADN fragmentado total y
aleatorio de una especie que se tiene que controlar.

Los ensayos que es ilustran a continuacién demuestran la eficacia de dicho método para cualquier especie tratada.
Los experimentos indicados son facilmente replicables y no demandan ningin conocimiento a priori del genoma de la
especie que se tiene que tratar en términos de secuenciacion y/o deteccion de genes diana especificos. Para la
preparacion de las composiciones inhibidoras son suficientes solo la extraccion del ADN total de material organico de
la especies diana (por ejemplo, de hojas de plantas, micelio de hongo, biomasa microbiana) y la sucesiva
fragmentacion aleatoria de dicho ADN extraido. El procedimiento de puesta en marcha de la invencion simula el
procedimiento de descomposicion natural de la sustancia organica en el suelo y produce una mezcla de polinucleétidos
de diferentes tamafios que comprenden de decenas a cientos de bases. Dichos fragmentos, que representan el ADN
total de la especie que se tiene que controlar, producen un efecto altamente selectivo sobre los organismos con ADN
homologo mientras no actien sobre un gen diana Unico como ocurre, al contrario, en el caso de los diversos tipos de
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oligonucledtidos antisentido. Este aspecto constituye potencialmente una ventaja destacable porque elimina la
posibilidad de aparicion de resistencias en las poblaciones tratadas, porque no es presumiblemente posible que ningun
organismo desarrolle resistencias simultaneamente a la inhibicién de todas las funciones propias. Se sabe, de hecho,
segun la bibliografia cientifica, que la velocidad de comienzo de los fendmenos de resistencia en poblaciones de
agentes parasitarios, patdégenos e infestantes esta estrechamente relacionada con el nimero de genes responsables
de dicha resistencia. Mas precisamente, cuanto menor el nimero de genes necesarios para el comienzo de la
resistencia, mayor la velocidad segun la cual esta resistencia se seleccionara positivamente en la poblacion que se
tiene que controlar (Prather et al. 2000. Herbicide resistance: definitions and management strategies. Universidad de
California, Division de Agricultura y Recursos Naturales, Oakland - Brent and Hollomon, 2007. Fungicide resistance in
crop pathogens: how can it be managed? Croplife International, Bruselas).

La invencion se refiere, por lo tanto, al uso de composiciones para inhibir especies parasitarias, patdégenas y/o
infestantes en donde, como principio activo, se usan fragmentos aleatorios de ADN propio total, idénticos o similares
al mismo genoma de la especie que se tiene que inhibir. Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion
que comprende dichos fragmentos aleatorios de ADN total.

Ademas, los autores de la presente invencion desarrollaron un procedimiento y el sistema relacionado para la
produccion o el crecimiento de microorganismos en biorreactores o fotobiorreactores o plantas en sistemas para cultivo
hidropénico, en sustratos fuera del suelo, o en el suelo, mediante la separacién de acidos nucleicos de dichos
microrganismos o plantas.

A continuacion en la presente solicitud de patente, el término «nivel de saturacién» significa que la fase establecida
durante el crecimiento de los microorganismos, cuando la concentracion de acidos nucleicos o sus fragmentos en el
medio de cultivo es tal que da como resultado una fase de estado estable considerando el transcurso del crecimiento
de los microorganismos, con saturacion de su curva de crecimiento. De la misma forma, el término «medio de
agotamiento» significa un medio de cultivo en donde el nivel de concentracion de los acidos nucleicos y sus fragmentos
logré una concentracion que daba como resultado un nivel de saturacion en el transcurso del crecimiento de los
microorganismos.

En cuanto al término «recuperacién» significa la operacion adecuada para eliminar acidos nucleicos y sus fragmentos
del medio agotado.

«Medio regenerado» significa medio obtenido después de la recuperacion del medio agotado.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en la evidencia experimental de que la exposicion de un organismo a extractos de ADN
propio total da como resultado un efecto inhibidor sobre las funciones de dicho organismo, limitando asi el crecimiento
o interfiriendo de manera fundamental con su fisiologia a nivel celular.

Concretamente, el ADN total de un organismo parasitario, patdgeno y/o infestante extraido y administrado sin
seleccion de fragmentos especificos o el uso de construcciones especificas, puede usarse como producto inhibidor
para el mismo organismo u otros organismos con genoma idéntico o similar. La accion inhibidora se ejerce cuando se
pone en contacto la especie parasitaria, patdgena y/o infestante, en su sustrato de crecimiento o a nivel sistémico, con
ADN propio total fragmentado de manera aleatoria. Una vez absorbido, dicho ADN produce un efecto limitante sobre
el crecimiento y un efecto inhibidor generalizado sobre las diversas funcionalidades del organismo, que ocurre de otro
modo en el caso de aplicaciones de secuencias especificas de acidos nucleicos dirigidas a efectos de «silenciamiento
génico» o de «interferencia por ARN». La adsorcion y la actividad inhibidora dependen de la concentracion y el nivel
de fragmentacion de los acidos nucleicos a que se expone el sistema. Se sefiala un efecto mayor dependiendo del
grado de fragmentacion de las moléculas usadas (por ejemplo, después de sonicacion o siguiendo a descomposicion
natural). Los experimentos se llevaron a cabo usando varias longitudes promedio de fragmentos de ADN y se
demuestra que el efecto inhibidor es mas eficaz para mezclas de fragmentos con frecuencia de mayor longitud de
aproximadamente 200 bases.

Especificamente, la produccion de fragmentos aleatorios de ADN total extraido de diversas especies segun
experimentaciones ilustrativas se llevd a cabo con varias propuestas para demostrar que la técnica de fragmentacion
no influye en la eficacia del efecto inhibidor. Dicha fragmentacion puede llevarse a cabo mediante degradacién natural
(exposicion a factores ambientales), degradacion artificial (por combustion, de manera enzimatica o mecanica) o por
sintesis (métodos para multiplicacion aleatoria como DOP, esto es por PCR con oligonucleétidos degenerados).

Los autores de la presente invencion llevaron a cabo estudios en plantas, hongos, insectos, levaduras, algas y
protozoos. Los resultados de dicha experimentacion demostraron de manera inequivoca la subsistencia general del
efecto inhibidor descrito sobre cualquier especie tratada.

En el caso de las plantas, la presencia en soluciéon acuosa del ADN total de una especie, obtenido por simple extraccion
y fragmentado de manera aleatoria, también a baja concentracién, en contacto con las raices de las mismas especies,
produce rapidamente necrosis radical, clorosis de las hojas, interrupcion de las actividades del meristemo y, cuando
esta en contacto con las semillas, supresion de la capacidad de germinacion. Por el contrario, la exposicion de las
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raices y/o las semillas de una especie a soluciones de ADN total fragmentado de manera aleatoria de diferentes
especies no produce inhibiciones apreciables, tampoco para exposiciones a alta concentracién, es decir, mostrando
un efecto altamente especifico de la especie. Es, por lo tanto, evidente que la presencia de ADN total fragmentado de
manera aleatoria en un entorno de crecimiento puede llevar a cabo una funcién inhibidora selectiva sobre los
organismos con genoma idéntico o similar no influyendo en otras especies. Es posible descubrir este efecto inhibidor
tanto cuando el ADN total es fragmentado de manera artificial e insertado en el medio de crecimiento del sistema
bioldgico como cuando el ADN es producido y segregado por dicho sistema biolégico durante su crecimiento.

Esto, por lo tanto, hace posible una accion diana solo contra la especie parasitaria, patégena y/o infestante, por
tratamientos con formulaciones que contienen ADN especifico para esta especie, con la enorme ventaja de que dichas
moléculas presentaran el efecto inhibidor solo sobre la especie diana, pero no sobre la especie que tiene que
protegerse u otras especies, también en el caso de posibles exposiciones repetidas.

El mismo principio observado por los autores de la presente invencion puede emplearse de manera favorable para
aumentar los rendimientos de los procedimientos para la produccion de microorganismos en biorreactores y
fotobiorreactores, tanques para cultivo hidropdénico y sistemas de cultivo fuera del suelo. De hecho, los autores de la
presente invencion, observaron, mediante ensayos de laboratorio usando biorreactores para crecimiento de algas,
levaduras y bacterias, una acumulaciéon de sobrenadante de fragmentos de ADN de diferente tamafio
(aproximadamente de 50 a 800 pares de bases) que pertenecen a los mismos microorganismos producidos, durante
las fases de crecimiento a concentraciones crecientes. Se observd que esta acumulaciéon ocurre en las fases de
crecimiento a concentraciones crecientes y que da como resultado un efecto inhibidor sobre el crecimiento de dicho
cultivo cuando se logran en los biorreactores la fase de estado estable y la fase de muerte sucesiva (figura 11Ay 11B).

Los ensayos experimentales sefialaron que existe un efecto autoinhibidor especifico de la especie, ya que los cultivos
de una especie determinada presentan inhibicién solo por los sobrenadantes de los cultivos de la misma especie.
Ademas, se observd que la eliminacion del ADN del medio de cultivo es adecuada para eliminar el efecto inhibidor
que permite que se restituya la fase de crecimiento y que se logren mayores densidades celulares en los biorreactores
(figura 11C) y fotobiorreactores. De manera analoga, en los tanques para cultivos hidropdnicos de plantas, en
presencia de una produccion decreciente en ausencia de reemplazo completo de la solucién nutritiva que circula, se
observé una acumulacion en el sustrato de ADN de la especie cultivada. También en este caso, la eliminacion del
ADN acumulado del sustrato de crecimiento permitié que se restituyera la productividad.

Considerando estos resultados experimentales, por lo tanto, es posible desarrollar sistemas tecnoldgicos para la
eliminacion de ADN que ocurre en cultivos celulares (biorreactores y fotobiorreactores), tanques de cultivo hidropénico
y en sistemas de cultivo fuera del suelo para que se optimicen las producciones.

Es, por lo tanto, un objeto especifico de la descripcion original de la presente invencion el uso de una composicion
que comprende o que consiste en una mezcla de fragmentos de ADN total en donde dicho ADN total es fragmentado
de manera aleatoria para la prevencion y el tratamiento contra al menos una especie patdgena, parasitaria o infestante
de las plantas o del ambiente, en donde dicho ADN total es ADN total de dicha especie patdégena, parasitaria o
infestante y/o al menos una especie filogenéticamente similar, contra la que se dirigen dicha prevencion y tratamiento.
En la invencion reivindicada, el uso de ADN obtenido por fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis
de fragmentos aleatorios partiendo de ADN total esta restringido a las limitaciones de las reivindicaciones 1 a 10.

Como se dijo anteriormente, la mezcla de fragmentos segun la presente invencion se obtiene por fragmentacion del
ADN total extraido de dicha especie patdgena, parasitaria o infestante contra la que se dirige dicha prevencion y
tratamiento, sin llevar a cabo ninguna seleccion de los fragmentos, esto es usando todos los fragmentos obtenidos a
partir del acido nucleico.

Por lo tanto, segun la presente invencion se usa ADN completo fragmentado de manera aleatoria, esto es, sin llevar a
cabo ninguna seleccion de secuencias especificas y/o de tamafo especifico. Los fragmentos de dicho ADN total se
obtienen mediante fermentacion aleatoria del ADN total extraido o mediante sintesis de fragmentos aleatorios
partiendo del ADN total. La diferencia sustancial de la técnica de la presente invencién comparada con las técnicas
actuales de «silenciamiento génico» e «interferencia por ARN» es que en el estado actual de la técnica las regiones
especificas de los acidos nucleicos que se tienen que usar deben seleccionarse de manera activa, mientras en el caso
de la técnica de la presente invencién no se requieren ni conocimiento previo ni seleccién para las secuencias
especificas que se tienen que usar. Dicho ADN total puede extraerse de al menos dicha especie patdégena, parasitaria
o infestante o sintetizarse de manera artificial. El acido nucleico puede multiplicarse y/o fragmentarse mediante
procedimientos de tipo quimico y/o fisico y los fragmentos obtenidos posiblemente puedan multiplicarse mas. Los
métodos de produccion de fragmentos aleatorios de ADN total incluyen, por ejemplo, métodos quimicos, bioquimicos
y moleculares, técnicas de sonicacion, tratamientos térmicos y procedimientos de pirdlisis. Por ejemplo, siguiendo a
la extraccion de ADN total de tejido foliar de Arabidopsis thaliana, la exposicion de las semillas de la misma especie
al extracto que contiene ADN en forma no fragmentada no presenta efectos inhibidores significativos. De diferente
manera siguiendo a tratamientos de sonicacion del extracto, usar un sonicador por inmersion durante tres o cuatro
ciclos que duran tres minutos a una potencia del 80 % produce una mezcla de fragmentos aleatorios de diversos
tamafios con una actividad inhibidora creciente, en funcién del grado de fragmentacioén alcanzado, en la germinacion
de semillas de A. thaliana. Las mismas mezclas de fragmentos aleatorios de ADN total extraido de A. thaliana no
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presentan efecto inhibidor sobre otras especies tratadas, como Lycopersicon aesculentum y Avena sativa (usadas
como bioensayo de control en este experimento). Se observaron resultados analogos cuando el extracto de ADN total
fue fragmentado de manera aleatoria con otros métodos fisicoquimicos ya citados. Finalmente, se obtienen los mismos
resultados exponiendo las semillas de A. thaliana a mezclas de fragmentos aleatorios del ADN total en donde dichos
fragmentos se obtuvieron por multiplicacion de ADN total usando DOP. La composicion puede usarse como biocida,
herbicida, fungicida, insecticida, acaricida, nematicida, antiprotozoario, algicida, bactericida. La composicion puede
administrarse a, al menos, dicha especie patdgena, parasitaria o infestante por contacto superficial, administracion
citotropica, administracion sistémica mediante, por ejemplo, inyeccién, ingestiéon o inhalacion o adsorcién. La
composicion puede formularse en una forma, para tratamientos secos o liquidos, seleccionada del grupo que consiste
en dispersion, por ejemplo, en forma de aerosol, suspension, polvos humedecibles o solubles, emulsiones en agua u
otros disolventes, granulos dispersibles, suspensiones de microcapsulas, concentrados emulsionables, pastas fluidas,
macroemulsiones, dispersiones de aceite, cebos. Segun una realizacion particular, los fragmentos aleatorios de acidos
nucleicos pueden disefiarse en vectores. Una composicion usada en la presente invencion puede comprender ademas
pesticidas seleccionados del grupo que consiste en: fungicidas, insecticidas, nematicidas, miticidas, artropocidas,
bactericidas, algicidas.

Las realizaciones de un método segun la invencion para la prevencion o el tratamiento contra al menos una especie
patégena, parasitaria o infestante de las plantas o el ambiente comprenden o consisten en las siguientes etapas: a)
extraccion del ADN total de al menos una de dichas especies patégenas, parasitarias o infestantes contra las que se
dirige dicha prevencion y tratamiento; b) producciéon de fragmentos aleatorios de dicho ADN total para obtener una
mezcla de fragmentos aleatorios de ADN y c) poner en contacto dicha mezcla de fragmentos aleatorios con dicha
especie patdgena, parasitaria o infestante.

Una composicién que comprende o que consiste en una mezcla de fragmentos aleatorios de ADN total para el uso en
la prevencion y el tratamiento contra al menos una especie patdgena, parasitaria o infestante de hombre o animal, en
donde dicho ADN total es el ADN de al menos dicha especie patdgena, parasitaria o infestante, contra la que se dirige
dicha prevencion y tratamiento, es un objeto mas de la descripcion original de la presente invencién. En la invencion
reivindicada, el uso de ADN obtenido por fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de fragmentos
aleatorios partiendo del ADN total esta restringido a las limitaciones de las reivindicaciones 1 a 10. Dichos fragmentos
aleatorios de ADN total pueden obtenerse por degradacion del ADN total mediante métodos quimicos y/o fisicos o por
sintesis de fragmentos aleatorios de dicho ADN total. La composicion segun la presente invencion puede formularse
para tratamientos secos o liquidos, o dispersion en aerosol, en forma de suspensiones, polvos humedecibles o
solubles, emulsiones en agua u otros disolventes, granulos dispersibles, suspensiones de microcapsulas,
concentrados emulsionables, pastas fluidas y macroemulsiones, dispersiones de aceite, cremas, capsulas y
comprimidos. Las vias de administracion incluyen tratamientos sistémicos y citotropicos de contacto o superficie, por
inyeccion, absorcion, ingestion e inhalacion, asi como cualquier otra via de administracion util para el fin de la
aplicacion. La composicion segun la presente invencion puede incluir mezclas con otros compuestos quimicos que
actien como agentes de pegajosidad, agentes humedecibles, agentes de suspension, excipientes, agente
enmendador y disolventes, agentes tensioactivos, asi como otras sustancias Utiles para el fin de la aplicacion.
Finalmente, la composicién segun la invencion puede incluir otros compuestos farmacéuticos en formulaciones y
mezclas de medios ni antagonistas ni posiblemente sinérgicos con la actividad de los tratamientos. En tales casos, la
combinacién de los compuestos corresponderd, en general, a relaciones en peso de aproximadamente 0 % a 100 %.

También es un objeto especifico de la descripcion original de la presente invencion un procedimiento para produccion
de alto rendimiento de microorganismos en biorreactores o fotobiorreactores o para sistemas de cultivo o plantas tanto
dentro como fuera del suelo, caracterizado por que los acidos nucleicos de los mismos organismos producidos por
dicho procedimiento se eliminan del medio de cultivo y el medio de cultivo privado de dicho acido nucleico puede
usarse de nuevo en dicho procedimiento. Este procedimiento para produccién de alto rendimiento no es parte de la
invencion reivindicada.

Segun el procedimiento, los acidos nucleicos se eliminan del medio de cultivo o sustrato de crecimiento usando
técnicas de separacion seleccionadas del grupo que consiste en: unidad de eliminacién externa, que consiste
preferiblemente en un contenedor externo y un sistema para generacion de campos eléctricos o magnéticos o
electromagnéticos y al menos un conducto y al menos un medio de desplazamiento para la extraccion de acidos
nucleicos concentrados del sistema precedente; unidad de eliminacion integrada, que consiste preferiblemente en un
sistema de generacion de campos eléctricos, o magnéticos, o electromagnéticos y al menos un conducto y al menos
un medio de desplazamiento para la extraccién de acidos nucleicos concentrados del sistema precedente, todo
integrado en el mismo biorreactor; técnicas aplicables in situ y unidades fuera, preferiblemente técnicas de
centrifugacion; técnicas de filtracion; tratamientos con ADNasa y otra enzimas de degradacion para acidos nucleicos;
tratamientos térmicos; tratamientos acidificantes.

Preferiblemente, segun el procedimiento, dichos acidos nucleicos se eliminan del medio de cultivo mediante al menos
una unidad de eliminacién externa o integrada en el biorreactor o fotobiorreactor o sistemas para cultivo hidropénico
usando técnicas seleccionadas del grupo que consiste en la aplicacién de campos eléctricos estaticos, aplicacion de
campos magnéticos estaticos, aplicacion de campos magnéticos y/o eléctricos dinamicos, centrifugacion, filtracion,
tratamiento con ADNasa, tratamiento térmico, tratamiento acidificante.
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Un sistema para produccion de microorganismos que comprende al menos un biorreactor o fotobiorreactor o sistema
para cultivo hidropénico, al menos una unidad para eliminaciéon externa de acidos nucleicos para al menos dicho
biorreactor o fotobiorreactor o sistema para cultivo hidropdnico es un aspecto ulterior de la descripcion original de la
presente invencion, conectandose dicha unidad para eliminacion de acidos nucleicos a al menos dicho biorreactor o
fotobiorreactor o sistema para cultivo hidropénico mediante al menos un primer conducto y al menos un primer medio
de desplazamiento para la retirada de medio de cultivo que contenga acido nucleico y al menos un segundo conducto
y al menos un segundo medio de desplazamiento para la reintroduccion en al menos dicho biorreactor o fotobiorreactor
o sistema para cultivo hidropénico del medio de cultivo del que se eliminan los acidos nucleicos; comprendiendo dicho
sistema ademas al menos un tercer medio de desplazamiento para la retirada de acidos nucleicos separados.
Preferiblemente, dicho conducto puede ser un tubo. Dicho medio de desplazamiento puede ser preferiblemente una
bomba. Este sistema para produccién de microorganismos no es parte de la invencion reivindicada.

La recuperacion de medio de cultivo es realizable tanto de manera continua usando tratamientos para eliminacion del
ADN del medio de cultivo durante la fase de crecimiento como llevando a cabo un tratamiento del medio de
agotamiento cuando ocurre la fase de saturacion del crecimiento celular.

La recuperacion de medio de cultivo puede llevarse a cabo «in situ» directamente en los biorreactores o
fotobiorreactores usando tratamientos con enzimas u otros compuestos activos para la degradacion del ADN que
ocurre en el sobrenadante de los cultivos celulares o usando técnicas para la aplicacion de campos eléctricos,
magnéticos o electromagnéticos. La recuperacion usando estas técnicas demuestra que es viable aprovechando las
caracteristicas de polaridad de las moléculas de acido nucleico separables, por lo tanto, por campos eléctricos, o
usando técnicas para magnetizacion de moléculas de ADN por su unién a moléculas magnéticas y aplicando campos
magnéticos para su separacion. Alternativamente, la recuperacion puede llevarse a cabo usando un sistema de
eliminacién colocado fuera del biorreactor (figura 12 A) o cultivo hidropénico (figura 13A) con recirculacion de medio
regenerado o un sistema integrado de eliminacion del biorreactor (figura 12 B) o cultivo hidroponico (figura 13B).

Las técnicas para la eliminacion del ADN del medio de cultivo pueden ser: técnicas para aplicaciéon de campos
eléctricos estaticos (figura 14); técnicas para la aplicacion de campos magnéticos estaticos (figura 15); técnicas para
la aplicacion de campos magnéticos y/o eléctricos dinamicos; centrifugacion; técnicas de filtracion; tratamiento con
ADNasa; tratamientos térmicos; tratamiento acidificante.

Segun un ejemplo, que no es parte de la invencion reivindicada (figura 12A), al menos dicho biorreactor (1) puede
conectarse a al menos dicha unidad (4) de eliminacion externa de tal manera que se transfiera el medio de cultivo
agotado en al menos dicha unidad (4) de eliminacion mediante al menos un primer conducto (2) y al menos un primer
medio (3) de desplazamiento para la retirada de medio de cultivo que contenga acido nucleico. En dicha unidad (4), la
recuperacion puede llevarse a cabo usando una de las técnicas mencionadas para eliminacion de ADN del medio. En
este punto, el acido nucleico separado sera recogido por la unidad (4) de eliminacion, preferiblemente mediante al
menos un tercer conducto (5) y al menos un tercer medio (6) de desplazamiento para la retirada de acido nucleico
separado, mientras se introduce el medio regenerado en al menos dicho biorreactor (1) mediante al menos un segundo
conducto (7) y al menos un segundo medio (8) de desplazamiento.

Ademas, la integracion de los equipos de fertirrigacion en campo abierto o en cultivo protegido con sistemas para la
eliminacién de acidos nucleicos representa una aplicacion mas que no es parte de la invencion reivindicada en este
momento. Se indica un posible diagrama de dicha aplicacion en la figura 16, en donde se integra un tanque con una
solucién que contiene nucleasa en un equipo de fertirrigacion.

El uso de fragmentos aleatorios de ADN total para el control y la inhibicién de especies parasitarias, infestantes y/o
patégenas en agricultura y medicina, comparado con las técnicas y los productos existentes, da como resultado
ventajas significativas.

Una primera ventaja resulta de la selectividad absoluta de los tratamientos con fragmentos aleatorios de ADN total de
la especie parasitaria, infestante y/o patdgena, porque dichos fragmentos aleatorios de ADN total no presentan efectos
sobre las especies diferentes de las tratadas.

El uso de fragmentos aleatorios de ADN total de la especie parasitaria, infestante y/o patdgena no induce la aparicion
de resistencia en poblaciones de las mismas especies, porque su mecanismo de accién es diferente del de los
productos comercializados en la actualidad o en experimentacion (incluyendo los métodos de interferencia por ARN y
ASO), ya que se basan en una interferencia multiple y contemporanea con el genoma entero con el sistema entero de
transcripcion y de sintesis de proteinas, no permitiendo asi que se establezca una resistencia y seleccion especificas
de poblaciones resistentes.

Una ventaja mas resulta de la ausencia de toxicidad ocasionada por el uso de acidos nucleicos, que, siendo
metabolitos primarios, ubiquitarios por naturaleza, no dan como resultado contaminacién ambiental. De hecho, la
administracion de fragmentos de acidos nucleicos no especificos no presenta toxicidad para especies distintas de las
tratadas.
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La presente invencion proporciona ademas una simplificacion destacable de la investigacion de nuevos farmacos con
un consiguiente gran beneficio econémico. De hecho, la deteccion de especies parasitarias, patdgenas e infestantes
constituye la Unica condicidon necesaria para la preparacion del farmaco especifico para el tratamiento farmacolégico.
Por el contrario, la investigacion farmacolégica actual para productos basada en técnicas como la interferencia por
ARN o el uso de oligonucledtidos antisentido, no solo requiere el conocimiento de la secuencia genémica completa
del organismo diana, sino también el conocimiento detallado de las funcionalidades de los genes para detectar posibles
secuencias especificas que sean diana para actividad inhibidora.

Por otra parte, la investigacion farmacolégica tradicional se basa en estudios de «examen aleatorio» de compuestos
sintéticos o moléculas que se encuentran naturalmente. Dichas sustancias, una vez detectadas y realizados ensayos
en cuanto a su actividad, en la mayoria de los casos se caracterizan también por una toxicidad general para otros
organismos y seres humanos. En la practica, la aplicacion de dichos productos con frecuencia se asocia a
preocupaciones por la contaminaciéon ambiental debido a su toxicidad.

Una ventaja mas resulta de la disponibilidad relativamente facil y la produccion masiva de acido nucleico que satisface
los requerimientos de la patente del titulo. De hecho, los fragmentos aleatorios del ADN total del organismo diana
pueden obtenerse por propuestas y metodologias ahora extremadamente difundidas en el campo biomolecular. Las
técnicas pueden basarse en extraccion del material genético de los organismos diana o mediante sintesis.

Ademas, la estabilidad de los fragmentos de ADN puede asegurar la persistencia en el tiempo también en condiciones
ambientales desfavorables (por ejemplo, en el suelo), dando como resultado, por lo tanto, aplicaciones duraderas que
dan como resultado beneficios tanto ambientales como econémicos.

Una ventaja mas resulta del hecho de que puede obtenerse el ADN para los usos propuestos por extraccion de material
que se encuentra naturalmente o mediante la sintesis basandose en técnicas de sintesis y extraccion y multiplicacion
también, ahora extensamente difundidas y probadas en biologia molecular. Los ejemplos significativos, pero no
restrictivos, de posibles técnicas de produccion incluyen la disolucion de los tejidos celulares, la inactivacion de las
nucleasas celulares y la recuperacion de acidos nucleicos de la solucion que contiene lisados bioldgicos.

Los acidos nucleicos son ademas sintetizables partiendo de moléculas plantilla o de novo segun diferentes propuestas.

Las moléculas consideradas pueden multiplicarse, produciéndose asi multiples copias idénticas o similares a la
plantilla considerada, por ejemplo, por clonacién o técnicas basadas en PCR.

Las variantes de PCR son utiles para producir el principio activo que se tiene que usar asegurando la multiplicacion
aleatoria de los fragmentos de acidos nucleicos a partir de una muestra de plantilla. Por ejemplo, una propuesta como
ADN polimérfico multiplicado de manera aleatoria (RAPD, en inglés) es muy adecuada para nuestro fin, no requiriendo,
de otro modo que la PCR clasica, conocimiento de la secuencia de la plantilla de ADN de partida.

La PCR de emulsién representa otro ejemplo de propuesta innovadora adecuada para asegurar de una manera
extremadamente rapida la multiplicacion de varios fragmentos de ADN partiendo de una muestra de ADN gendmico
atomizada de manera que se obtengan de 300 a 800 fragmentos largos de nucleotidos o de amplicones obtenidos por
otras propuestas.

Ademas, en cuanto a los procedimientos de produccién de microorganismos en biorreactores y fotobiorreactores y
tanques para cultivo hidropdnico, la eliminacion de medio de cultivo agotado y la resuspension de las células en medio
«regenerado», a igual concentracion celular por unidad de volumen y en las mismas condiciones del contorno,
permiten la restitucion de la fase de crecimiento del cultivo.

Ademas de la ventaja del aumento de la produccion que resulta de la eliminacién del factor de inhibicidn, una ventaja
destacable adicional resulta de la posibilidad de reutilizacion del medio agotado, después de su regeneracion, para
otros cultivos sucesivos, posiblemente no viable en los sistemas de produccion actuales.

La presente invencién se describira ahora de modo ilustrativo, por una manera ilustrativa pero no limitante, con
referencia particular a ejemplos incorporados y a los dibujos adjuntos, en donde:

La figura 1 muestra una vista conceptual del objeto de la invencion.

La figura 2 muestra la inhibicion de la germinacion de las semillas de Lepidium y Acanthus por exposicion a ADN
propio en la concentracion éptima de 200 ppm.

La figura 3 muestra la inhibicion de plantas de Quercus ilex, Quercus pubescens, Hedera elix, Ampelodesma
mauritanica, Festuca drimeja, Coronilla emerus, Medicago marina, Alnus cordata, Robinia pseudoacacia, Pinus
halepensis por exposicion al propio ADN.

La figura 4 muestra la inhibicion de plantas de Arabidopsis thaliana por exposicion a ADN propio y de Lycopersicon
esculentum.
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La figura 5 muestra el efecto inhibidor en la germinacion de esporas y el crecimiento de la hifa de Aspergillus niger
cuando se expone dicho hongo a los ADN propios o de otras especies de hongo (Trichoderma hartianum).

La figura 6 muestra la inhibicion de insecto Sarcophaga carnaria por exposicion al propio ADN.

La figura 7 muestra la metamorfosis completada en porcentaje, comparado con un control no expuesto, en larvas de
diptero Sarcophaga carnaria expuesto durante 4 semanas a ADN homadlogo en tres concentraciones diferentes o ADN
heterélogo extraido de hongo (Penicillium chrysogenum) o bacterias (Bacillus subtilis).

La figura 8 muestra los recuentos viables en bacteria Bacillus subtilis en cultivos expuestos durante 24 horas a ADN
homalogo en tres concentraciones diferentes y en control no expuesto.

La figura 9 muestra la germinacion de las esporas en el hongo Trichoderma harzianum, en porcentaje, comparado con
control no expuesto, en cultivos expuestos a ADN homadlogo en tres concentraciones diferentes o un ADN heterélogo
extraido de otro hongo (Aspergillus niger), insecto (Sarcophaga carnaria) o bacteria (Bacillus subtilis).

La figura 10 muestra dinamicas de crecimiento de microalgas Scenedesmus obliquus en dos cultivos expuestos a
ADN homologo en diferente concentracion y control no expuesto.

La figura 11 muestra la acumulacién de ADN extracelular en el sustrato liquido de dos biorreactores diferentes.

La figura 12 muestra: (a) el diagrama del sistema para la produccién de microorganismos en biorreactor (no segun la
invencion reivindicada) caracterizado desde una unidad externa para eliminacion de ADN; (b) el diagrama del sistema
para produccion de microorganismos en biorreactor en donde la eliminaciéon de ADN del medio de cultivo ocurre
mediante una unidad de eliminacién integrada del biorreactor.

La figura 13 muestra: (a) un tanque para cultivo hidropdnico (no segun la invencion reivindicada) caracterizado a partir
de la presencia de una unidad de ADN de eliminacién externa y recirculacion de medio de cultivo en el sistema
hidropénico; (b) un tanque para cultivo hidropénico en donde la eliminaciéon del ADN del medio de cultivo ocurre
mediante la unidad de eliminacioén integrada en el mismo tanque.

La figura 14 muestra un diagrama especifico de la unidad de eliminacién externa para el sistema representado en la
figura 12 (no segun la invencion reivindicada), en donde la separacién de acido nucleico ocurre por aplicacion de un
campo eléctrico.

La figura 15 muestra un diagrama mas de la unidad de eliminacién para el sistema mostrado en la figura 12 (no segun
la invencion reivindicada), en donde la separacién de acido nucleico ocurre por aplicacion de un campo magnético.

La figura 16 muestra un diagrama de cultivo de plantas en donde se trata el sustrato con nucleasa por integracion con
sistema de fertirrigacion (no segun la invencion reivindicada).

En todos los ejemplos de los experimentos indicados, la composicion de acidos nucleicos usada en los diferentes
tratamientos se prepard segun el procedimiento explicado de lineas generales en la figura 1. En particular, el ADN
total extraido con procedimientos estandar de material organico (hojas, micelio de hongo, biomasa microbiana) fue
tratado por sonicacién durante al menos tres ciclos que duraron tres minutos a potencia maxima con sonicacion por
inmersion hasta obtener la produccion de composicion de fragmentos aleatorios que caen en un rango de 50 a 1000
pares de bases de tamafio. La verificacion del nivel de fragmentacion se lleva a cabo por procedimientos estandar
usando electroforesis de gel de agarosa o poliacrilamida y técnicas de tincion, tipo Sybr safe y visualizacion por luz
ultravioleta.

Ejemplo 1: Inhibicion de plantas Acanthus mollis y Lepidium sativum por exposicion a ADN propios

Se llevé a cabo un primer experimento en plantas Acanthus mollis y Lepidium sativum, se seleccioné la ultima especie
porque es particularmente sensible a las toxinas. Los ADN de acanto, Acanthus mollis, y berro, Lepidium sativum, se
obtuvieron por extraccion directa de hojas de las dos especies y se almacenaron en H,O destilada. Sucesivamente,
se colocaron 10 semillas previamente esterilizadas de A. mollis o L. sativum, en placas de Petri (de 9 cm de diametro)
en una lamina de papel de filtro estéril. Se trataron las semillas de cada especie por separado con el ADN de las dos
especies en concentraciones de 2, 20 y 200 partes por millon, al tiempo que se afiadié H>O estéril al control. La
germinacion de las dos especies y la longitud total de las raices se cuantificaron al cabo de 7 dias de incubacién a
24 °C por observacion y medicion de las raices. Cada tratamiento se repitio tres veces.

El tratamiento de las semillas de las dos especies con el ADN extraido de las plantas de las dos especies, aplicado
por separado, permitié estimar el efecto del ADN sobre el crecimiento de las raices y la concentracion para actividad
optima. Los resultados de la experimentacion, indicados en la figura 2, demuestran que tanto las semillas de lepidio
como las semillas de acanto se inhiben en la germinacion por exposicion al propio ADN en una concentracion optima
de 200 ppm. Por el contrario, la exposicion de las semillas al ADN de otras especies no demuestra efectos perceptibles
sobre la germinacion de las semillas.

Ejemplo 2: Inhibicion de las plantas Quercus ilex, Quercus pubescens, Hedera elix, Ampelodesma mauritanica,
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Festuca drimeja, Coronilla emerus, Medicago marina, Alnus cordata, Robinia pseudoacacia, Pinus halepensis por
exposicioén al propio ADN

Un segundo experimento se refirié al andlisis de la germinacion y el crecimiento de la raiz de 10 especies de plantas
de ambiente natural. Se trataron por separado semillas esterilizadas superficialmente de las plantas Quercus ilex,
Quercus pubescens, Hedera elix, Ampelodesma mauritanica, Festuca drimeja, Coronilla emerus, Medicago marina,
Alnus cordata, Robinia pseudoacacia, Pinus halepensis, con los ADN de todas las especies aplicados en la
concentracion de 500 ppm. Al cabo de poco tiempo, se pusieron en placas de Petri (de 9 cm de diametro) 10 semillas
de cada especie en una lamina de papel de filtro estéril. Se afiadieron los diferentes ADN en una concentracion de
500 ppm a las placas mientras solo se afiadid H;O estéril al control. La germinacion de las semillas de las especies y
la longitud total de las raices se cuantificaron después de 7 dias de incubacion a 24 °C por observacion y medicion de
las raices. Cada tratamiento se repitio tres veces. Los resultados, indicados en la figura 3 (promedio de los ensayos
llevados a cabo en las diferentes especies indicadas anteriormente), demuestran la inhibicién de la germinacion
resultante de la exposicion a ADN propio y la ausencia de inhibicién en presencia de ADN heterélogo.

Ejemplo 3: Inhibicion de las plantas Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Lepidium sativum y Lens
esculentum por exposicion al propio ADN. Un tercer experimento se refirié a la evaluacion de la toxicidad, de nuevo
por ensayos de germinacion y crecimiento de las raices, en varias especies vegetales por acido nucleico extraido de
las mismas especies. Se obtuvieron los ADN de las plantas Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Lepidium
sativum y Lens esculentum por extraccion directa de las respectivas plantas y se almacenaron en H,O destilada. Se
pusieron sucesivamente 10 semillas esterilizadas previamente de cada especie en placas de Petri (de 9 cm de
diametro) en una lamina de papel de filtro estéril. Se trataron por separado las semillas de cada planta con los ADN
de las cuatro especies en concentraciones de 2, 20 y 200 partes por millén, mientras se afiadié H,O estéril al control.
Se llevaron a cabo los experimentos en semilleros en condiciones controladas y esterilidad completa. La germinacion
de las cuatro especies y la longitud total de las raices se cuantificaron después de 7 dias de incubacion a 24 °C por
observacion y medicion de las raices. Cada tratamiento se repitid tres veces. Las cuatro especies demostraron un
comportamiento analogo, con un efecto inhibidor destacable en presencia de ADN propio y la ausencia de efectos en
presencia de los ADN de las otras especies. El efecto inhibidor probd que estaba relacionado positivamente con la
concentracion de ADN. Con el fin de presentar ejemplos, se indican Arabidopsis thaliana en presencia de ADN propio
y ADN de Lycopersicon esculentum, respectivamente. Se observan resultados de inhibicion similares en Arabidopsis
thaliana, cuando se exponen semillas de esta especie a ADN de la misma especie obtenido por multiplicacién de
fragmentos del mismo ADN usando técnicas PCR.

Ejemplo 4: Inhibicion de hongos Aspergillus niger y Trichoderma harzianum por exposicién a ADN propio

Se llevo a cabo un cuarto experimento sobre el hongo Aspergillus niger para estimar el efecto del ADN propio y ADN
aislado de otro hongo, es decir, Trichoderma harzianum, en el crecimiento celular. Se obtuvieron esporas de
Aspergillus niger por cultivos puros en laboratorio en sustrato tratado con agar (PDA, patata-dextrosa-agar). Se
retiraron las esporas en condiciones de esterilidad y se diluyeron a una concentracion de 1 x 10° esporas/ml. Se llevo
a cabo el experimento de germinacion en sustrato liquido (10 % de PDB) en placas ELISA de 96 pozos. Se llevo a
cabo el tratamiento comparativo con ADN de Trichoderma harzianum, usado como heterélogo, mientras que no se
trat6 el control. Se aplicaron los ADN extraidos de ambas especies en concentraciones de 100 ppm y 1000 ppm. Al
cabo de poco tiempo, en cada pozo, con un volumen total de 100 ul, se afiadieron esos dos ADN por separado en
diferentes concentraciones, junto con 10 pl de sustrato nutritivo liquido (PDB, caldo de patata y dextrosa, por sus siglas
en inglés), agua estéril y esporas de A. niger. Se cuantificaron la germinacion de las esporas y la longitud del tubo
germinativo por lecturas espectrofotométricas y microscopio éptico después de 20 horas de incubacion a 24 °C. Los
resultados, indicados en la figura 5, demuestran un efecto inhibidor destacable sobre la germinacion de las esporas y
el crecimiento de la hifa de A. niger solo cuando se expuso dicho hongo a ADN propio.

Ejemplo 5: Inhibicion del insecto Sarcophaga carnaria por exposicion a ADN propio.

Se llevé a cabo un quinto experimento sobre el insecto Sarcophaga carnaria para estimar el efecto del ADN propio
sobre el ciclo vital. Se criaron larvas del diptero Sarcophaga carnaria en cultivo puro de laboratorio a la temperatura
de 10 °C y se alimentaron con carne picada. Se llevo a cabo el experimento de toxicidad del ADN en placas de plastico
cuadradas (12 x 12 cm de tamafio, 2 cm de altura). Se llevaron a cabo tratamientos comparativos con los ADN de
Bacillus subtilis y Lepidium sativum, usados como ADN heterélogo. Como control se usé solo carne picada sin la
adicién de otros tratamientos. Se afiadieron los ADN extraidos del diptero y de otras dos especies a la carne picada
en concentraciones de 2, 20 y 200 partes por millén, con mezclador de agitacion. Al cabo de poco tiempo, se afadié
en cada placa ADN en las diversas concentraciones, agitado con 1 g de carne picada. Se incubaron las placas a 10 °C
en la oscuridad durante 21 dias. El desarrollo, la supervivencia y el tiempo requeridos para la formacién de la pupa se
vigilan cada 3 dias durante los 21 dias de incubacion. Las larvas en las condiciones de control, asi como las tratadas
con ADN heterodlogo, presentaron un ciclo vital regular. Por el contrario, la exposicion al propio ADN inhibi6 el ciclo
vital ocasionando la muerte de la larva de manera proporcional a la concentracion del tratamiento. Las figuras 6 y 7
indican los resultados ya descritos.

Ejemplo 6: Inhibicion del microorganismo Bacillus subtilis por exposicion a ADN propio
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Para demostrar el posible uso de acido nucleico como antibiético se llevd a cabo una evaluacion de la toxicidad en
Bacillus subtilis tratado con ADN propio en varias concentraciones. El experimento se realizé usando un sustrato de
crecimiento de 4 ml de LB (caldo Luria, por sus siglas en inglés) inoculado con 10 ul de precultivo de Bacillus subtilis.
El tratamiento consisti6 en la preparacion de los cultivos en presencia de ADN de Bacillus subtilis en las
concentraciones finales de 4, 40 y 400 partes por millén. Se inocularon los cultivos con agitacion a 35 °C durante 24 h
con tres repeticiones del tratamiento. Después de 24 horas de incubacion, se retiraron de cada tubo de ensayo 0,5 ml
y se diluyeron en serie en medio LB, del que se pusieron 100 microlitros de medio LB tratado con agar en placas de
Petri. Se incubaron las placas a 28 °C hasta la aparicion de colonias (UFC - unidades formadoras de colonias). Los
resultados indicados en la figura 8 demuestran una disminucion dependiente de la concentracion destacable de las
UFC, como respuesta al tratamiento.

Ejemplo 7: Inhibicion del hongo Trichoderma harzianum por exposicion a ADN propio

Para demostrar el posible uso de acidos nucleicos como fungicida y su especificidad de accién se llevé a cabo un
experimento sobre la germinacion de las esporas en el hongo Trichoderma harzianum. Se obtuvieron esporas de
Trichoderma harzianum por cultivos de laboratorio puros sobre sustrato tratado con agar (PDA, patata-dextrosa-agar).
Se retiraron las esporas en condiciones de esterilidad y se diluyeron a una concentracion de 1 x 10° esporas/ml. Se
llevé a cabo el experimento de germinacioén en sustrato liquido (10 % de PDB) en placas ELISA de 96 pozos. Se llevo
a cabo el tratamiento con ADN homadlogo o heterdlogo, que se extrajo de la misma especie de Trichoderma, o de una
especie diferente de hongo (Aspergillus niger), de un insecto (Sarcophaga carnaria) o de una bacteria (Bacillus
subtilis). Se aplico el ADN extraido de las diferentes especies en concentraciones de 8, 80 y 800 partes por millén. Al
cabo de poco tiempo, se afiadié en cada pozo, con un volumen total de 100 pl, ADN por separado en diferentes
concentraciones, junto con 10 pl de sustrato nutritivo liquido (PDB, caldo de patata y dextrosa), agua estéril y esporas
de Trichoderma. La germinacion de las esporas y la longitud del tubo germinativo se cuantificaron por lecturas
espectrofotométricas y microscopio éptico después de 20 horas de incubacién a 24 °C.

La figura 9 indica los resultados del experimento, que demuestran un efecto inhibidor destacable dependiente de la
concentracion, sobre la germinacion de las esporas Trichoderma solo por ADN de la misma especie de hongo. Por el
contrario, el tratamiento con ADN de varias especies presenta efectos estimulantes sobre la germinacion (valores en
porcentaje comparado con control no expuesto mayor que 100 %).

Ejemplo 8: Inhibicion de las microalgas Scenedesmus obliquus por exposicion a ADN propio

Para demostrar el posible uso de ADN como producto algicida se llevé a cabo un ensayo de crecimiento de alga verde
Scenedesmus obliquus en condiciones de control 6ptimas y en presencia de ADN propio en el sustrato de cultivo
(CHU#10). Los tratamientos se llevaron a cabo a dos concentraciones diferentes (50 ppm y 500 ppm) con dos
repeticiones. La figura 10 muestra las dinamicas de crecimiento de las algas y demuestra un efecto inhibidor
destacable dependiente de la concentracion del ADN homélogo comparado con control no expuesto.

Ejemplo 9: Inhibicion del protozoo Physarium polycephalum por exposicion a ADN propio

Para demostrar el posible uso de ADN como producto antiprotozoario se llevé a cabo un experimento sobre protozoo
Physarium polycephalum. Se us6 como material experimental el estuche de cultivo producido en «Carolina Biological
Supply». Los cultivos se iniciaron en placas de Petri con agua y agar para favorecer el movimiento del organismo.
Como nutriente se usaron copos de avena. Se llevo a cabo un primer cultivo masivo en 20 placas y se recogio la
biomasa protozoaria producida al cabo de quince dias y se usé para extraccion del ADN usando el estuche Quiagen.
El experimento sucesivo consistié en la preparacion de tres placas de Petri llenadas de agua y agar, a lo que se
afiadieron dos porciones pequefias de copos de avena, una para control humedecida con 5 ml de agua destilada y la
otra con adicion de 5 ml de agua con ADN del protozoo en una concentracion de 200 ppm. Se repitio el experimento
otras dos veces, con la variacion de que el ADN afadido fue de bacteria (Bacillus subtilis) e insecto (Sarcophaga
carnaria). Los resultados de los experimentos demostraron la ausencia de crecimiento de Physarium polycephalum
en el sustrato tratado con ADN del mismo protozoo, mientras el organismo no demostré diferencias de crecimiento en
las condiciones de control o en presencia de ADN heterdlogo.

Ejemplo 10: Estudio del procedimiento de produccién de levaduras, bacterias y algas en biorreactores y
fotobiorreactores

Considerando las demostraciones ya indicadas acerca del efecto inhibidor en diferentes especies cuando se exponen
a ADN propio, se llevaron a cabo analisis de comprobacién sobre la presencia de ADN extracelular en el sustrato de
crecimiento en biorreactores y fotobiorreactores con cultivos celulares a alta densidad en condiciones de
desaceleracion del crecimiento, incluso si ocurria en presencia de sustrato nutritivo optimo. El estudio implico el
muestreo de sobrenadante liquido de diferentes cultivos en biorreactores en las fases de crecimiento exponencial,
desaceleracion y estado estable. El analisis se refirié a cultivos de levadura Saccharomyces cerevisiae, bacteria
Bacillus subtilis y microalga Phaeodactylum tricornutum y Scenedesmus obliquus. Se analizaron las muestras de los
sobrenadantes de cultivo celular obtenidos por dos ciclos de centrifugacion a 314 rad/s (3000 rpm) durante quince
minutos para separar posibles residuos celulares y someterlos después a electroforesis de gel después de tratamiento
con Syber-Safe y evaluacion de la fluorescencia. La figura 11 demuestra los resultados de algunos de estos analisis
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a partir de los cuales es evidente la acumulaciéon de ADN extracelular en el sustrato liquido de los biorreactores. Esta
acumulacion esta claramente asociada a la desaceleracion del crecimiento de los diferentes cultivos celulares y a la
consecucion de la fase de estado estable (figuras 11Ay 11B). La figura 11C demuestra claramente como la eliminacion
del ADN extracelular del medio de cultivo por procedimientos fisicoquimicos y la siguiente introduccion de sustrato
regenerado en el reactor da como resultado la eliminacion del efecto inhibidor y una consiguiente restitucion del
crecimiento del cultivo celular.
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REIVINDICACIONES

1. Método no terapéutico para inhibir una especie, la especie diana, que comprende exponer dicha especie diana a
una composicion que comprende ADN obtenido por fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de
fragmentos aleatorios partiendo de ADN total, siendo dicho ADN total de dicha especie diana o de una especie
filogenéticamente similar, en donde la especie filogenéticamente similar es una especie cuyo ADN obtenido por
fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de fragmentos aleatorios partiendo de ADN total se inhibe
para la especie diana.

2. Método no terapéutico segun la reivindicacion 1, en donde la especie que tiene que inhibirse se selecciona de una
especie patdgena, parasitaria o infestante.

3. Método no terapéutico segun la reivindicacion 1, en donde la composicion se selecciona de una composicion de
biocida, herbicida, fungicida, insecticida, acaricida, nematicida, antiprotozoario, algicida o bactericida.

4. Método no terapéutico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la composicion comprende ademas
compuestos pesticidas seleccionados del grupo que consiste en: fungicidas, insecticidas, nematicidas, miticidas,
artropocidas, bactericidas o algicidas.

5. Composicién que comprende ADN obtenido por fragmentacién aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de
fragmentos aleatorios partiendo de ADN total, para uso en el tratamiento terapéutico contra una especie parasitaria,
patégena o infestante, siendo dicho ADN total de dicha especie parasitaria, patdgena o infestante o de una especie
filogenéticamente similar, en donde la especie filogenéticamente similar es una especie cuyo ADN obtenido por
fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de fragmentos aleatorios partiendo de ADN total se inhibe
para la especie contra la que se destina el tratamiento.

6. Composicion para uso segun la reivindicacion 5, en donde la composicion comprende ademas compuestos
pesticidas seleccionados del grupo que consiste en: fungicidas, insecticidas, nematicidas, miticidas, artropocidas,
bactericidas.

7. Uso no médico de ADN de una especie obtenida por fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis
de fragmentos aleatorios partiendo de ADN total de dicha especie, para inhibir dicha especie o una especie
filogenéticamente similar, en donde la especie filogenéticamente similar es una especie inhibida por dicho ADN
obtenido por fragmentacion aleatoria de ADN total extraido o por sintesis de fragmentos aleatorios partiendo de ADN
total.

8. Uso no médico segun la reivindicacion 7, en donde el ADN se usa como agente antipatdgeno, antiparasitario o
antiinfestante.

9. Uso no médico segun la reivindicacion 7, en donde el ADN se usa como un biocida, herbicida, fungicida, insecticida,
acaricida, nematicida, antiprotozoario, algicida o bactericida.

10. Uso no médico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el ADN esta en una composicion que
comprende ademas compuestos pesticidas seleccionados del grupo que consiste en: fungicidas, insecticidas,
nematicidas, miticidas, artropocidas, bactericidas o algicidas.
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TUBO PARA TOMA MEDIA SATURADA
BOMBA PARA TOMA MEDIA SATURADA
UNIDAD DE ELIMINACION EXTERNA
TUBO PARA AC. NUCLEICO SEPARADO
BOMBA PARA AC. NUCLEICO SEPARADO
TUBO PARA RECICLADO MEDIO LIMPIO
BOMBA PARA RECICLADO MEDIO LIMPIO
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12 COMPROBACION ELECTRONICA DEL CAMPO

13 PLACAS DE METAL
14 CAMPO ELECTRICO

Fig. 14
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TUBO PARA TOMA MEDIA SATURADA
BOMBA PARA TOMA MEDIA SATURADA
UNIDAD DE ELIMINACION EXTERNA
TUBO PARA AC. NUCLEICO SEPARADO
BOMBA PARA AC. NUCLEICO SEPARADO
TUBO PARA RECICLADO MEDIO LIMPIO
BOMBA PARA RECICLADO MEDIO LIMPIO

CAMPO MAGNETICO
IMAN/ELECTROIMAN PERMANENTE

Fig. 15
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