5142 A1 0 D000 O O

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual
Oficina internacional

(43) Fecha de publicacion internacional
8 de Noviembre de 2007 (08.11.2007)

AT X
L |00 00 000 OO

(10) Numero de Publicacién Internacional

WO 2007/125142 Al

(51) Clasificacion Internacional de Patentes:
CO7K 14/435 (2006.01) AGIK 38/08 (2006.01)
AOIN 37/18 (2006.01) AGIP 31/04 (2006.01)

(21) Niamero de la solicitud internacional:
PCT/ES2007/000244

(22) Fecha de presentacion internacional:
24 de Abril de 2007 (24.04.2007)

(25) Idioma de presentacion: espaifiol

(26) Idioma de publicacion: espaifiol
(30) Datos relativos a la prioridad:
P200601098 28 de Abril de 2006 (28.04.2006) ES
(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo
US): UNIVERSITAT DE GIRONA [ES/ES]; Plaga Sant
Domenec, 3, Edifici Les Aligues, E-17071 Girona (ES).

(72) Inventores; e

(75) Inventores/Solicitantes (para US solamente): BARDAJI
RODRfGUEZ, Eduard [ES/ES]; Plaga Sant Domenec,
3, Edifici Les Aligues, E-17071 Girona (ES). MON-
TESINOS SEGUi, Emili [ES/ES]; Placa Sant Domenec,
3, Edifici Les Aligues, E-17071 Girona (ES). BADOSA
ROMACHO, Esther [ES/ES]; Placa Sant Domenec, 3,
Edifici Les Aligues, E-17071 Girona (ES). FELIU SO-
LEY, Lidia [ES/ES]; Placa Sant Domenec, 3, Edifici Les
Aligues, E-17071 Girona (ES). PLANAS GRABULEDA,
Marta [ES/ES]; Placa Sant Domeénec, 3, Edifici Les
Aligues, E-17071 Girona (ES). FERRE MALAG()N,
Rafael [ES/ES]; Placa Sant Domeénec, 3, Edifici Les
Aligues, E-17071 Girona (ES).

(74) Mandatario: COCA TORRENS, Manuela (Consulpi,
S.L.); Rambla Badal, 137-139, esc. B. Entlo 1%, E-08028
Barcelona (ES).

(81) Estados designados (a menos que se indigue otra cosa,

para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,

AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW,

BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,

DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,

HR, HU, ID, I, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ,

LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU, LY, MA, MD, MG, MK, MN,

MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH,

PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV,

SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,

ZA, 7M, 7ZW.

(84) Estados designados (a menos que se indigue otra cosa,

para toda clase de proteccion regional admisible): ARIPO

(BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ,

UG, ZM, ZW), euroasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD,

RU, TJ, TM), europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,

EE, ES, FL, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC,

MT, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF,

CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,

TG).

Publicada:

con informe de bisqueda internacional

antes de la expiracidn del plazo para modificar las reivin-
dicaciones y para ser republicada si se reciben modifica-
ciones

Para cédigos de dos letras y otras abreviaturas, véase la seccion
"Guidance Notes on Codes and Abbreviations" que aparece al
principio de cada niimero regular de la Gaceta del PCT.

(54) Title: ANTIMICROBIAL LINEAR PEPTIDES

(54) Titulo: PEPTIDOS LINEALES ANTIMICROBIANOS

(57) Abstract: The present invention relates to novel linear peptides with antimicrobial activity. Said peptides are made up of 11
amino acids, and they have the amino group of the amino acid constituting the N-terminal end in a non-derived form or functionalized
with an acetyl group, p-toluene sulphonyl, benzyl or benzoyl. The amino acid constituting the C-terminal end of said peptides is
in carboxamide form. The invention describes the synthesis and use of said peptides as antimicrobial agents to combat pathogenic
bacteria for plants. The invention also relates to compositions containing said peptides and an auxiliary agent, and to a method for
preventing and treating infections and diseases of plants caused by pathogenic bacteria.

@ (57) Resumen: La presente invencion se refiere a nuevos péptidos lineales que presentan actividad antimicrobiana. Dichos péptidos
estan formados por 11 aminoécidos, y tienen el grupo amino del aminodcido que constituye el extremo N-terminal sin derivatizar o
I~ funcionalizado con el grupo acetilo, p- toluensulfonilo, bencilo o benzoilo. El aminodcido que constituye el extremo C- terminal de
& dichos péptidos estd en forma de carboxamida. La invenci6n des- cribe Ia sintesis y Ia utilizacién de los mencionados péptidos como
agentes antimicrobianos frente a bacterias patégenas para plantas. También se refiere a composiciones que comprenden dichos
péptidos y un agente auxiliar, y a un método para prevenir y tratar infecciones y enfermedades de plantas causadas por bacterias

1

=

patdgenas.



10

15

20

25

30

35

WO 2007/125142 PCT/ES2007/000244

PEPTIDOS LINEALES ANTIMICROBIANOS
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a péptidos lineales que presen-
tan propiedades antimicrobianas, que son particularmente eficaces frente a
bacterias patégenas de las. plantas, y se pueden emplear en composiciones

fitosanitarias.
Estado de la técnica anterior

Las bacterias fitopatégenas son responsables de pérdidas de
gran importancia econdémica en produccion vegetal. Entre ellas se destacan,
por ejemplo, las bacteriosis causadas por las bacterias Erwinia amylovora,
Pseudomonas syringae, y Xanthomonas vesicatoria.

Actualmente en Europa solamente estdn autorizados algunos
productos para la proteccion de las plantas contra enfermedades bacterianas
basados principalmente en derivados clpricos con una eficacia de control in-
suficiente.

Antibidticos, como kasugamicina o estreptomicina, que hasta
hace pocos afios estaban autorizados en algunos paises, en la actualidad no
estan autorizados en Europa. Los antibidticos estreptomicina y tetraciclina si
que estan autorizados en paises como los EE.UU., pero en numerosos casos
se ha puesto de manifiesto la aparicion de cepas resistentes del patégeno que
hacen su uso inefectivo, o que pueden suponer un riesgo de transferencia de
dicha resistencia a otras bacterias patdgenas. En el caso de las micosis cau-
sadas por hongos fitopatégenos, si bien existen materias activas disponibles,
se requieren continuamente nuevos fungicidas, en parte por la aparicién de
resistencias con una cierta frecuencia.

Ademés, muchos de los compuestos antibacterianos conocidos
mas efectivos presentan una persistencia en el medio ambiente que no es de-
seable.

En los ultimos afios se ha intensificado la preparaciéon de nuevos
tipos de antibidticos que puedan evitar la resistencia de las bacterias. Entre

ellos destacan compuestos aislados de la propia naturaleza, por ejemplo los
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péptidos, que estan presentes en plantas y animales, y algunos de los cuales
presentan propiedades antimicrobianas.

lLas cecropinas son péptidos antimicrobianos presentes en la
hemolinfa de la mariposa Hyalophora cecropia como respuesta a una infeccion
bacteriana. En particular la cecropina A es un péptido lineal formado por 37
aminodacidos, que presenta una potente actividad litica contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Sin embargo, existen reticencias para su empleo
en aplicaciones fitosanitarias dado su elevado coste de produccién, al tener
una longitud considerable, y su baja estabilidad frente a la degradacion por
proteasas.

En Ali et al, Mol.Plant-Microbe Interact., 2000, 13, 847-859 se
describe un péptido activo frente a algunas bacterias patégenas de las plantas
como son Erwinia carotovora subsp. carotovora, y Erwinia carotovora subsp.
atroseptica. Se trata de un undecapéptido preparado por primera vez por Ca-
vallarin et al, Mol.Plant-Microbe Interact., 1998, 11, 218-227, que esta formado
por la secuencia de aminoacidos Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu, y que el aminoacido del extremo C-terminal presenta un grupo carboxa-
mida. Dicho péptido es un péptido hibrido formado por fragmentos de los pép-
tidos de origen natural cecropina A y melitina. Concretamente estéd constituido
por los aminoacidos 2-8 de cecropina A y 6-9 de melitina.

No se ha descrito la aplicacion de dicho undecapéptido frente a
otras bacterias fitopatégenas como Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicato-
ria, y Pseudomonas syringae, que son particularmente relevantes porque afec-
tan plantas que son de gran importancia econémica, y contra las que hasta el
momento los métodos utilizados para combatirlas son poco efectivos.

Por ello, subsiste la necesidad de disponer de nuevos compues-
tos antimicrobianos que presenten una buena eficacia frente a bacterias pato-
genas de las plantas, en particular, frente a las bacterias Erwinia amylovora,

Xanthomonas vesicatoria, o Pseudomonas syringae.

Objeto de la invencién

Los autores de la presente invencion han desarrollado nuevos
péptidos que resultan de facil preparacion y que presentan una elevada efica-

cia para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas de las plantas, ademas
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presentan baja citotoxicidad en células eucariotas, y una buena estabilidad a
la degradacién por proteasas.

El objeto de ia presente invencioén es proporcionar péptidos linea-
les que presentan propiedades antimicrobianas.

Forma también parte del objeto de la invencién la utilizacion de
dichos péptidos como agentes antimicrobianos.

También es objeto de la invenciéon una composicion fitosanitaria
gue comprende los péptidos de la invencién y un agente auxiliar.

Otro objeto de la invenciéon es un método para prevenir y tratar

infecciones y enfermedades de las plantas causadas por bacterias.

Descripcion de la invencion

Péptidos

El objeto de la presente invencioén es proporcionar peptidos linea-
les que responden a la férmula general (I):

X1-Xo-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-X3-Leu-NH,; (1)

en donde

X, es hidrégeno, acetilo, p-toluensulfonilo, bencilo, o benzoilo,

X, es Lys, Tyr, Leu, Phe, o Trp, ¥y

X; es Lys, Tyr, Val, Phe, o Trp,
con la condicién de que el péptido en donde X; es hidrégeno, X, es Trp, y Xs
es Val se excluye expresamente.

En la formula general, cuando X, es hidrégeno se representa co-
mo H, el grupo acetilo se representa como Ac, el grupo p-toluensulfonilo como
Ts, el grupo bencilo como Bn, y el grupo benzoilo como Bz.

Las abreviaturas empleadas para los aminoacidos en esta des-
cripcion siguen la normativa de la Comisién para la Nomenclatura Bioquimica
de la JUPAC-IUB, segun se describe en el libro Biochemical Nomenclature and
Related Documents, 2nd edition, Portland Press, 1992, Londres [ISBN 1-
85578-005-4]. De esta forma Leu es L-leucina, Lys significa L-lisina, lle es L-
isoleucina, Phe es L-fenilalanina, Tyr es L-tirosina, Trp es L-triptéfano, y Val
es L-valina.

De acuerdo con dicha normativa los péptidos se representan con

las abreviaturas de los aminodcidos que los componen unidos por guiones,
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que representan los enlaces peptidicos. Asi por ejemplo el péptido denomina-
do glicilglicilglicina se simboliza como Gly-Gly-Gly. Esto requiere la modifica-
cion del simbolo Gly para la glicina, H;N-CH,-COOQOH, de tres formas distintas:
(i) “Gly-" significa HaN-CH,-CO-

(i) “-Gly-" significa HN-CH,-CO-, y

(iiiy  “-Gly” significa HN-CH,-COOH

Asi, cuando el guidén se coloca a la derecha del simbolo, caso (i),
indica que se ha eliminado el grupo OH del grupo carboxilico del aminoacido, y
cuando se coloca a la izquierda del simbolo, caso (iii), indica que se ha elimi-
nado un atomo de hidrégeno del grupo amino del aminoacido; en el caso (ii)
ambas modificaciones se aplican a un mismo simbolo.

El aminoacido Gly- constituye el extremo N-terminal del péptido,
y el aminoacido —Gly constituye el extremo C-terminal del péptido.

Como se puede apreciar a partir de la férmula general (1), todos
los péptidos de la invencion tienen el aminoacido Leu del extremo C-terminal
en forma de carboxamida, representado como —Leu-NH,.

El aminoacido que constituye el extremo N-terminal de los pépti-
dos de la invenciéon puede mantener su grupo amino sin derivatizar, o bien el
mismo puede estar funcionalizado con un grupo acetilo, p-toluensulfonilo, ben-
zoflo o bencilo, tal como se expresa en la formula general (1).

En el caso de que dicho grupo amino no esté derivatizado, es de-
cir, cuando X, es hidrégeno, en esta descripcion se considera que el simbolo
H-X- es equivalente al simbolo X-, que es la forma adoptada por la IUPAC en
el caso (i) ya mencionado.

Las estructuras de los péptidos de la invencion se definen de
acuerdo con la formula general (1).

Otra forma de definir la estructura de los péptidos de la invencion
consiste en emplear las secuencias de aminodacidos SEQ_ID_NO: 1 a
SEQ_ID_NO: 25, y especificando ademas la funcionalizacion que presentan en
el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal del péptido. Como ya se ha
indicado, todos los péptidos de la invencién tienen el aminoacido que forma el
extremo C-terminal en forma de carboxamida.

Las mencionadas secuencias presentan los aminoacidos que se

muestran en la Tabla I
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TABLA |
SEQ_ID_NO: |Estructura

1 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu
2 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu
3 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu
4 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu
5 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu
6 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu
7 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu
8- Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu
9 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu
10 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu
11 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu
12 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu
13 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu
14 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu
15 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu
16 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu
17 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu
18 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu
19 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu
20 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu
21 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-Leu
22 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lie-Leu-Lys-Trp-Leu
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6
23 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-Leu
24 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-Leu
25 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-Leu

La secuencia denominada SEQ_ID_NO:15 corresponde a la se-
cuencia del péptido descrito por Cavallarin et al, Mol.Plant-Microbe Interact.,
1998, 11, 218-227, cuyo derivado carboxamida en el extremo C-terminal de la
secuencia se encuentra expresamente excluido de esta invencion.

Entre los péptidos de la invencién que resultan ser preferidos, se
encuentran los péptidos definidos por las secuencias SEQ-ID_NO: 1 a
SEQ_ID_NO: 14, y SEQ_ID_NO: 16 a SEQ_ID_NO: 25, y que tienen el ami-
noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Dentro de este grupo son especialmente preferidos los péptidos
definidos por las secuencias SEQ_ID_NO: 6 a SEQ_ID_NO: 11, SEQ_ID_NO:
13, SEQ_ID_NO: 16, SEQ_ID_NO: 18 a SEQ_ID_NO: 22, y SEQ_ID_NO: 25,y
que tienen el aminoacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxa-
mida.

Particularmente preferidos son los péptidos definidos por las se-
cuencias SEQ_ID_NO: 6 y SEQ_ID_NO: 16, y que tienen el aminoacido del
extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida. El Gltimo de estos dos
péptidos preferidos tiene la estructura: H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-
Lys-Phe-Leu-NH,, correspondiente a la férmula general (1) donde X; es H, X,
es Lys, y X; es Phe.

También resultan ser preferidos los péptidos definidos por las se-
cuencias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y que tienen el aminoacido del
extremo N-terminal funcionalizado con el grupo acetilo, y el aminoacido del
extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Dentro de este grupo, resulta especialmente preferido el péptido
definido por la secuencia SEQ_ID_NO: 16, que tiene el aminoacido del extre-
mo N-terminal funcionalizado con el grupo acetilo, y el aminoacido del extremo
C-terminal en forma de grupo carboxamida. Dicho péptido tiene la estructura
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-Leu-NH,, correspondiente a la
formula general (1) donde X, es acetilo (Ac), X, es Lys, y X3 es Phe.

También son preferidos los péptidos definidos por las secuencias
SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y que tienen el aminoacido del extremo N-
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terminal funcionalizado con el grupo p-toluensulfonilo, y el aminoacido del ex-
tremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Dentro de este grupo son particularmente preferidos los péptidos
definidos por las secuencias SEQ_ID_NO: 1, 6, 11y 16, y que tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo p-toluensulfonilo, y
el aminoacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Resulta mas preferido el péptido definido por la secuencia
SEQ_ID_NO: 1, y que tiene el aminoacido del extremo N-terminal funcionali-
zado con el grupo p-toluensulfonilo, y el aminoacido del extremo C-terminal en
forma de grupo carboxamida. Dicho péptido tiene la estructura Ts-Lys-Lys-
Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH,, correspondiente a la formula gene-
ral (1) donde X, es p-toluensulfonilo (Ts), X, es Lys, y Xz es Lys.

También son preferidos los péptidos definidos por las secuencias
de aminoacidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y que tienen el aminoacido
del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo bencilo, y el aminoacido
del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Dentro de este grupo es especiaimente preferido el péptido defi-
nido por la secuencia SEQ_ID_NO: 15, y que tiene el aminoacido del extremo
N-terminal funcionalizado con el grupo bencilo, y el aminoacido del extremo C-
terminal en forma de grupo carboxamida. Dicho péptido tiene la estructura Bn-
Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu-NH,, correspondiente a la for-
mula general (I) donde X, es bencilo (Bn), X, es Trp, y X; es Val.

También son preferidos los péptidos definidos por las secuencias
de aminoacidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y que tienen el aminoacido
del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo benzoilo, y el aminoacido
del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

Dentro de este grupo, son especialmente preferidos los péptidos
definidos por las secuencias SEQ_ID_NO: 1, y SEQ_ID_NO: 11, y que tienen
el aminoécido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo benzoilo, y
el aminoacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida. Resulta
mas preferido el primero de dichos péptidos que tiene la estructura Bz-Lys-
Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH,, correspondiente a la formula
general (1) donde X4 es benzoilo (Bz), X, es Lys, y X; es Lys.

Los péptidos descritos en la invencion estan formados por 11

aminoécidos que los hace apropiados para ser preparados empleando los pro-
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cedimientos habituales de sintesis de péptidos en fase sélida, descritos por
R.B. Merrifield, J.Am.Chem.Soc., 1963, 85, 2149-2154.

Entre ellos se puede mencionar el que emplea como soporte soli-
do la resina 4-metilbencidrilamina (MBHA) funcionalizada con grupos amino.
Sobre dicho soporte sélido se llevan a cabo las reacciones sucesivas de aco-
plamiento entre los diferentes aminoacidos que integran el péptido.

Dicho procedimiento es bien conocido por el experto en la mate-
ria y se encuentra descrito, por ejemplo, en S.A.Kates, F.Albericio Eds., Solid-
Phase Synthesis. A practical guide, Marcel Dekker, New York, 2000 [ISBN: O-
8247-0359-6], o en K. Burguess Eds., Solid-Phase Organic Synthesis, Wiley,
John & Sons, New York, 1999 [ISBN: 0471318256].

Cuando se emplea la resina MBHA como soporte sélido, habi-
tualmente se incorpora a dicha resina un espaciador bifuncional sensible al
medio acido, que permite el desanclaje en condiciones suaves del péptido una
vez sintetizado.

Por ejemplo un espaciador bifuncional apropiado es el Fmoc-
Rink-Linker (nimero CAS: 145469-56-3) comercializado por la empresa Senn
Chemicals (Suiza).

Dicho espaciador, una vez se ha unido a través de su grupo car-
boxilico al grupo amino de la resina MBHA, y se ha eliminado el grupo protec-
tor Fmoc, presenta un grupo amino libre que permite el anclaje de un aminoa-
cido que tenga un grupo carboxilico libre.

En el mercado se puede adquirir la resina Fmoc-Rink-MBHA en la
empresa Senn Chemicals, que ya tiene incorporado el espaciador mencionado.

Un procedimiento para la preparacion de los péptidos de la in-
vencion puede ser por ejemplo el que se describe a continuacion.

En dicho procedimiento se utiliza la quimica del grupo Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonilo) como protector del grupo a-amino de los aminoacidos
que se emplean para preparar los péptidos de la invencion.

Para la proteccion de la cadena lateral de |a lisina (Lys) y del trip-
toéfano (Trp) se ha empleado el grupo terc-butiloxicarbonilo (Boc). Para la pro-
teccion de la cadena lateral de la tirosina (Tyr) se ha empleado el grupo ferc-
butilo (t-Bu).

En la primera etapa se procede a la eliminacion del grupo protec-

tor Fmoc, presente en el grupo amino del espaciador bifuncional. A continua-
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cién se procede al anclaje del aminoacido leucina, que también tiene el grupo
a-amino protegido por el grupo Fmoc.

Antes de proceder al nuevo acoplamiento se elimina el grupo pro-
tector Fmoc de la leucina anclada en la resina.

' El ciclo de acoplamiento-desproteccion se repite hasta completar
la estructura del péptido.

La incorporacién de los dos ultimos aminoacidos del péptido se
realiza habitualmente mediante 2 o 3 acoplamientos sucesivos con el fin de
completar la reaccion de acoplamiento del aminoacido con el péptido anclado
en la resina.

La escision del péptido del soporte sélido se realiza en condicio-
nes acidas, al mismo tiempo que se eliminan los grupos protectores de las ca-
denas laterales de los aminoacidos que forman el péptido.

Tras un proceso convencional de aislamiento, los péptidos de la
invencién se obtienen con una buena pureza, habitualmente superior al 90%,
determinada por HPLC, en forma de soélidos pulverulentos, y se caracterizan
por espectrometria de masas (ESI-MS).

Sorprendentemente se ha comprobado que los péptidos de la in-
vencién presentan una actividad antimicrobiana, que es particularmente efecti-
va frente a microorganismos patégenos de las plantas como son las bacterias
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

Forma parte del objeto de la invencion la utilizacién de los pepti-
dos de la invencién para la preparaciéon de una composicidén antimicrobiana.

Preferiblemente los péptidos de la invenciéon se utilizan como
agentes antimicrobianos frente a bacterias patégenas de las plantas.

Preferiblemente las bacterias fitopatdégenas se seleccionan entre
el grupo formado por Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudo-
monas syringae.

Entre los péptidos de la invencion que resultan ser preferidos pa-
ra ser utilizados como agentes antimicrobianos frente a bacterias patégenas
de las plantas, se encuentran los péptidos preferidos mencionados anterior-
mente en este mismo apartado.

Las bacterias mencionadas resultan ser indicadores apropiados
para determinar la actividad antimicrobiana de compuestos que son suscepti-
bles de ser empleados para combatir infecciones y enfermedades causadas

por bacterias en plantas.
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Erwinia amylovora es una bacteria Gram negativa que causa la
enfermedad conocida como fuego bacteriano que afecta a las plantas de la
familia de las rosaceas, entre las que se encuentran arboles frutales de gran
importancia econémica como son el manzano y el peral, y plantas ornamenta-
les como el serbal, el espino, y el mostajo. En Europa esta catalogada como
una bacteria de cuarentena en agricultura. El fuego bacteriano puede afectar a
practicamente todos los 6rganos de la planta y con frecuencia implica la muer-
te de los arboles o arbustos enfermos. Actualmente no hay métodos efectivos
para el control del fuego bacteriano y es necesario combinar distintas medidas
encaminadas a eliminar o reducir el in6culo.

Xanthomonas vesicatoria es una bacteria Gram negativa que pro-
voca la enfermedad denominada mancha bacteriana en plantas de la familia de
las solanaceas que tienen una gran importancia econémica como son el toma-
te y el pimiento. Esta enfermedad afecta a hojas, tallos y frutos provocando su
marchitez o muerte.

Pseudomonas syringae es una bacteria Gram negativa que causa
un gran numero de enfermedades denominadas necrosis bacterianas en plan-
tas de cultivos horticolas y lefiosos como frutales. La patogenicidad de P. sy-
ringae reside en muchos casos en su actividad nucleadora del hielo (INA+)
que potencia los dafios por helada, y la produccion de diversas fitotoxinas co-
mo las siringomicinas.

Preferiblemente las plantas que se pueden tratar con los péptidos
de la invencion se seleccionan entre el grupo formado por arboles frutales,
plantas horticolas, y plantas ornamentales.

Entre los arboles frutales se pueden mencionar los de pepita
(manzano,. peral), y hueso (melocotonero, albaricoquero, ciruelo, cerezo) y el
platanero.

Entre las plantas horticolas se encuentran las solanaceas (toma-
te, pimiento, patata) y cucurbitaceas (meldn, sandia).

Ejemplos de plantas ornamentales son serbal, clavel, espino al-

bar y mostajo.

Composiciones fitosanitarias

También forma parte del objeto de la invencidén una composicion

fitosanitaria que comprende
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- un péptido lineal que responde a la formula general (1):
X1-Xa-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Xs-Leu-NH, (1)
en donde
Xy es hidrégeno, acetilo, p-toluensulfonilo, bencilo, o ben-
zoflo,
X, es Lys, Tyr, Leu, Phe, o Trp, y
X; es Lys, Tyr, Val, Phe, o Trp,
con la condicién de gue el péptido en donde X; es hidro-
geno, Xy es Trp, y Xs es Val se excluye expresamente, y

- un agente auxiliar.

Entre los péptidos de la invencién que resultan ser preferidos pa-
ra formar parte de dichas composiciones fitosanitarias, se encuentran los pép-
tidos mencionados como preferidos en el apartado anterior denominado Pépti-
dos.

Las composiciones fitosanitarias de la invencién presentan bue-
nas propiedades antimicrobianas frente a bacterias patégenas de las plantas.

Habitualmente, en las composiciones antimicrobianas se combi-
nan varios principios activos para obtener una mayor eficacia o un espectro
mas amplio de actuacion. En este caso, las composiciones fitosanitarias de la
invencion también pueden comprender otros agentes antibacterianos para
conseguir mayor eficacia antimicrobiana, como por ejemplo la combinacién de
varios péptidos de la invencion, o su combinaciéon con otras materias activas
distintas.

Los péptidos de la invenciéon también se pueden combinar con
agentes antifingicos, y asi desplegar una accién antimicrobiana mas amplia.

La cantidad de péptido que forma parte de la composicién fitosa-
nitaria puede ser variable en funcién de factores tales como el tipo de planta,
la concentracion de las bacterias patégenas en la planta, la extensién de la
enfermedad, etc. La concentracion efectiva del péptido se puede determinar y
ajustar facilmente mediante métodos de rutina bien conocidos por el experto
en la materia. Habitualmente la concentracion efectiva del péptido se encuen-
tra comprendida entre 0,01 y 0,5 g/l

El agente auxiliar que acompafia los péptidos de la invencién en
dichas composiciones fitosanitarias puede tener varias funciones, como por

ejemplo, facilitar la dosificacion del péptido, proporcionar un producto facil-
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mente manipulable, mejorar el mojado de las plantas con la composicion fito-
sanitaria.

Dicho agente auxiliar puede ser seleccionado entre el grupo for-
mado por: disolventes, diluyentes, cargas inertes, agentes tensioactivos
humectantes, agentes tamponantes, agentes dispersantes, agentes antiapel-
mazantes, lubricantes, filtros de la radiacién ultravioleta, y/o mezclas de los
mismos.

Preferiblemente el agente auxiliar se selecciona entre el grupo
formado por disolventes, tensioactivos, agentes tamponantes, filtros de la ra-
diacién ultravioleta y/o sus mezclas.

Mas preferiblemente el disolvente es agua.

Las composiciones pueden presentarse en forma liquida o en
forma sélida. Por ejemplo, en el caso de formulaciones liquidas, la composi-
cién de la invencion puede presentarse en forma de una composicién diluida
lista para ser empleada, o bien en forma de una composicién concentrada, que
requiere su dilucién antes de ser usada, habitualmente con agua.

En el caso de composiciones liquidas acuosas, la presencia de
agentes tensioactivos humectantes facilita el mojado de las plantas cuando se
pulverizan con dicha composicién.

Una ventaja de los péptidos de la invencion es que se pueden di-
solver en agua con facilidad, y se pueden formular generalmente como disolu-
ciones acuosas sin necesidad de emplear disolventes organicos adicionales.

Las composiciones en forma sélida pueden ser en forma de gra-
nulos, o polvos, en las que los péptidos de la invencién se mezclan con cargas
inertes finamente divididas como, por ejemplo, caolin, tierra de diatomeas, do-
lomita, carbonato calcico, o talco. También pueden presentarse en forma de
polvos o granulos dispersables, que comprenden un agente humectante para
facilitar la dispersién de los mismos en el liquido.

También forma parte del objeto de la invenciéon un método para
prevenir y tratar infecciones y enfermedades de plantas causadas por bacte-
rias que comprende poner en contacto la planta con una composicion fitosani-
taria que incluye los péptidos de la invencion.

En el método de la invencién la composicién fitosanitaria se pue-
de aplicar de forma preventiva a las plantas para evitar la aparicion de las in-
fecciones y enfermedades causadas por bacterias. El tratamiento preventivo
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tiene su base en que los péptidos de la invencién inhiben el crecimiento de
bacterias patégenas de las plantas.

En el método de la invencién, la composicion fitosanitaria tam-
bién se puede emplear para tratar dichas infecciones y enfermedades una vez
se ha detectado su presencia en las plantas, ya que los péptidos de la inven-
cion inhiben el crecimiento de las bacterias causantes de dichas infecciones y
enfermedades.

En esta descripcidn el término infeccion se refiere a la invasion y
destruccién de un érgano, por ejemplo, hojas, flores, o frutos, por parte de los
microorganismos patégenos. Por tanto, se trata de un proceso localizado. En
cambio, el término enfermedad se refiere a un proceso que afecta a la planta,
dando lugar a sintomas.

Preferiblemente el método de la invencion se emplea para preve-
nir y tratar infecciones y enfermedades provocadas por bacterias patégenas de
las plantas seleccionadas entre el grupo formado por Erwinia amylovora,
Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

Preferiblemente las plantas que se pueden tratar con los péptidos
de la invencidon se seleccionan entre el grupo formado por arboles frutales,
plantas horticolas, y plantas ornamentales.

En el método de la invencién, la composicion se puede poner en
contacto con las partes de las plantas seleccionadas entre el grupo formado
por semillas, raices, tallos, hojas, o frutos, o con el suelo o cualquier medio de
crecimiento que rodee las raices de las plantas.

En el método de la invencion, la composicion fitosanitaria se
puede poner en contacto con la planta por cualquier técnica convencional, en-
tre las que destacan, la pulverizacién, la inmersién o el riego.

Por ejemplo se puede preparar una disolucién acuosa de los pép-
tidos de la invencién y proceder a la pulverizacién de las partes de la planta
afectadas o susceptibles de ser afectadas. Si se trata de los frutos de un arbol
frutal, por ejemplo, también se puede realizar el tratamiento de los mismos por
pulverizacién o por inmersion antes de su cosecha o en post-cosecha.

El tratamiento de las raices puede llevarse a cabo por ejemplo
empleando una composicién sélida en la que los péptidos se encuentran dis-
persos en una carga inerte, o por pulverizacién con la mencionada disolucion

acuosa, o mediante su aplicacién por riego.
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Ensavyos bioldgicos

La actividad antimicrobiana de los péptidos de la invencién frente
a bacterias patégenas para plantas se ha evaluado mediante la determinacion
de la concentracién de péptido minima necesaria para inhibir el crecimiento de
los microorganismos. Habitualmente dicha concentracion se denomina concen-
tracion inhibitoria minima (CIM).

Este tipo de ensayos es habitual en microbiologia y es bien cono-
cido por el experto en la materia. Una descripcion de la metodologia empleada
se encuentra por ejemplo en M.J.Pelczar Jr, E.C.S.Chan, N.R.Krieg, Microbio-
logy: Concepts and Applications. New York: McGraw-Hill, 1997.

Para evaluar dicho efecto antimicrobiano de los péptidos de la in-
vencién se emplearon las siguientes cepas de bacterias patégenas: Erwinia
amylovora PMV6076 (INRA, Angers, Francia), Xanthomonas vesicatoria 2133-
2 (IVIA, Valencia, Esparia), y Pseudomonas syringae pv. syringae EPS94 (IN-
TEA, Universitat de Girona, Espafia).

Se ha comprobado que las composiciones que comprenden los
péptidos de la invencion disueltos en agua a concentraciones comprendidas
entre 2,5 y 7,5 UM son efectivas para inhibir el crecimiento de bacterias como
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y/lo Pseudomonas syringae.

Estos resultados demuestran la eficacia de la actividad antimi-
crobiana de los péptidos de la invencion, ya que en Avrahami et al, Biochemis-
try, 2001, 40, 12591-12603, se describe que una concentracién inhibitoria mi-
nima inferior a 50 yM es considerada como significativa.

Los péptidos de la invencién son mas efectivos frente a dichas
bacterias que el péptido descrito por Cavallarin et al, definido por la secuencia
SEQ_ID_NO:15 y que tiene el extremo C-terminal en forma de grupo carboxa-
mida, ya que este péptido presenta unas concentraciones inhibitorias minimas
superiores a 7,5 uM, cuando se ensaya frente a las bacterias Erwinia amylovo-
ra, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

La actividad hemolitica de los péptidos es un indicador de la toxi-
cidad en células eucariotas, y una caracteristica que generalmente se deter-
mina para aquellos compuestos que pueden llegar a entrar en contacto con el
cuerpo humano. Este seria el caso si frutas u hortalizas tratadas con los pépti-

dos de la invencidn contuvieran restos de los mismos y fuesen consumidos por
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las personas, o al ser manipulados por operarios durante su aplicacién o pre-
paracién.

La mencionada actividad hemolitica se ha evaluado mediante la
determinacién de fa liberacién de hemoglobina que se produce al poner en
contacto una soluciéon de dichos péptidos en tampoén de TRIS con suspensio-
nes de eritrocitos al 5% en volumen/volumen procedentes de sangre humana
fresca. El resultado de dicha determinacion se expresa como el porcentaje de
hemolisis que se produce para una concentraciéon conocida de péptido. Una
descripcion de la metodologia empleada para la determinaciéon de la actividad
hemolitica se encuentra en Oren ef al, Biochemistry, 2000, 39, 6103-6114, y
en Raguse ef al, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 12774-12785.

Se ha comprobado que la gran mayoria de los péptidos de la in-
vencion presentan una actividad hemolitica significativa a una concentracién
que resulta ser entre diez y cien veces superior a la concentracién a la que
son activos para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas de las plantas.

La estabilidad de los péptidos a la degradacién por proteasas es
una caracteristica que permite evaluar que los péptidos se encuentren inalte-
rados en el entorno de la planta durante un tiempo de vida medio razonable.
Los péptidos pueden ser degradados tanto por proteasas presentes en el teji-
do de las plantas como en microorganismos epifitos.

La estabilidad de los péptidos a la degradacién por proteasas se
ha evaluado mediante el tratamiento de soluciones de los péptidos en tampédn
TRIS con Proteinasa K (Sigma-Aldrich), y la monitorizaciéon de su degradacion
por HPLC a diferentes intervalos de tiempo. La degradacion se expresa como
el porcentaje de péptido degradado después de un intervalo de tiempo deter-
minado calculado a partir de la disminucién del area del pico del péptido nativo
por HPLC. Una descripcidon de la metodologia empleada para la determinacion
de la estabilidad a proteasas se encuentra en Rozek et a/, Biochemistry, 2003,
42, 14130-14138.

Se ha comprobado que algunos péptidos de la invencién son mas
estables a la degradacion por proteasas que el péptido descrito por Cavallarin
et al.

A continuacién, a los efectos de completar de forma suficiente la

anterior descripcion, se exponen los siguientes ejemplos.
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Ejemplos

En los ejemplos que siguen se emplean las siguientes abrevia-
ciones: Ac: acetilo; Ac,O: anhidrido acético; Bn: benzilo; Boc: terc-
butiloxicarbonilo; t-Bu: terc-butilo; Bz: benzoilo; CIM: concentracion inhibitoria
minima; DIEA: N,N-diisopropiletitamina; DMF: N,N-dimetilfformamida; EDTA,
acido etilendiaminotetracético; ESI-MS: espectrometria de masas con ioniza-
cién por electrospray; Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo; HBTU: hexafluorofos-
fato de N-éxido de N-[(1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metilen]-N-
metilmetanaminio; HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién; LB: Luria
Bertani; MBHA: 4-metilbencidrilamina; NMP: N-metilpirrolidona; TFA: &cido
trifluoroacético; TIS: triisopropilsilano; TRIS: tris(hidroximetil)aminometano; Ts:
p-toluensulfonilo; TSB: Trypticase Soy Broth; UV: ultravioleta.

Los productos Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(iBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, la resina
Fmoc-Rink-MBHA funcionalizada con grupos amino, y HBTU, se obtuvieron de
Senn Chemicals. Los productos cloruro de bencilo, cloruro de benzoilo, acido
trifluoroacético, N-metilpirrolidona, y TIS se obtuvieron de Aldrich. Los produc-
tos cloruro de tosilo, piperidina y DIEA se obtuvieron de Fluka.

Las siguientes indicaciones sobre el procedimiento para la prepa-
racién de los péptidos son de caracter general:

- Se emplearon aminoacidos que tienen el grupo a-amino protegido con
el grupo Fmoc.

- Para la proteccion de la cadena lateral de la lisina y del triptéfano se
empled el grupo terc-butiloxicarbonilo (Boc). Para la proteccion de la
cadena lateral de la tirosina se emple6 el grupo terc-butilo (t-Bu).

- Las reacciones se llevaron a cabo en jeringas de 2 o 5 ml que tenian in-
corporado un filtro microporoso de polipropileno.

- Todas las transformaciones y lavados se llevaron a cabo a 25° C, a no
ser que se indique lo contrario.

- El analisis por HPLC se llevdé a cabo con un flujo de 1,0 ml/min em-
pleando una columna de fase reversa Kromasil (4,6 x 40 mm; tamario
de particulas de 3,5 um). Se emplearon gradientes lineales con TFA
acuoso al 0,1% y TFA en acetonitrilo al 0,1%, con una relacién com-
prendida entre 0,98:0,02 y 0,98:0,1 durante un periodo de tiempo de 7
minutos con deteccion UV a una longitud de onda de 220 nm.
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- Los espectros ESI-MS fueron adquiridos empleando un instrumento
quadrupolo Navigator; operando en el modo positivo de iones (ES+) con
un voltaje en la muestra de 30 kV.

- Todas las relaciones entre los disolventes son volumen/volumen, a no

ser que se especifique otro tipo de proporcion.

Eiemplo 1.- Preparacién _de H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu-NH, (Férmula general (1) donde X, es hidrégeno
(H), X, es Lys, y X5 es Val)

En una jeringa de 2 ml de capacidad, equipada con un filtro mi-
croporoso en la parte inferior, se colocaron 30 mg de resina Fmoc-Rink-MBHA
con»una funcionalizacién de 0,66 mmol/g, equivalentes a 19,8 pmoles de gru-
pos amino, y se llené la jeringa con disolvente para hinchar-lavar la resina de
acuerdo con la siguiente secuencia: CH,Cl; (1 x 20 min) y DMF (1 x 20 min).
La expresion CH,Cl, (1 x 20 min) se refiere a que se realizé 1 lavado de 20
minutos con cloruro de metileno. Después de cada etapa de lavado se eliminé
el disolvente mediante un filtrador de vacio multiple (Vac Man Laboratory Va-
cuum Manifold de Promega Distribuidora).

Después de hinchar-lavar la resina, ésta se tratdé con una mezcla
de piperidina y DMF (3:7, 1 x 2 min y 1 x 10 min) para eliminar el grupo Fmoc
presente en el grupo amino del espaciador bifuncional, y, a continuacién, se
lavé con DMF (6 x 1 min).

Seguidamente la resina se traté con 21 mg de Fmoc-Leu-OH (59
pmoles), 22 mg de HBTU (59 pmoles) y 11 pl de DIEA (63 umoles) en 0,1 ml
de DMF. Después de 4 h se lavé la resina con DMF (6 x 1 min) y se comprobd
que el test de ninhidrina era negativo (Kaiser et al/, Anal. Biochem., 1970, 34,
595-598).

La eliminacién del grupo Fmoc y los lavados subsiguientes se
realizaron como ya se ha descrito anteriormente.

El ciclo de acoplamiento-desproteccion se repitié para los si-
guientes cuatro aminoacidos protegidos con el grupo N°-Fmoc: Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH y Fmoc-lle-OH. En cada etapa se procedid
al lavado con DMF (6 x 1 min).

A partir del quinto aminoacido incorporado, tanto la eliminacion

del grupo Fmoc, los ciclos acoplamiento-desproteccién como los correspon-
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dientes lavados se realizaron de la misma manera substituyendo en estos ca-
sos la DMF por NMP. Los seis Ultimos aminoacidos se incorporaron protegidos
con el grupo N°Fmoc: Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH y Fmoc-Leu-OH.
Para la incorporacion de los dos Ultimos aminoacidos se realizaron 2-3 aco-
plamientos sucesivos para obtener un test de ninhidrina negativo.

Después de eliminar el grupo Fmoc del Gltimo aminoacido aco-
plado, como ya se ha descrito anteriormente, se lavé la resina con NMP (6 x 1
min) y CH,Cl, (6 x 1 min), y se obtuvo el péptido lineal unido a la resina, H-
Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu-Rink-MBHA. A continuacién se
escindié el péptido de la resina mediante un tratamiento con 1 mi de una mez-
cla de TFA, agua y TIS (95:2,5:2,5) durante 2 horas. Se recogieron los filtra-
dos en un vial mediante una presién positiva de nitrégeno. La resina se lavé
con una mezcla de TFA, agua y TIS (95:2,5:2,5, 2 x 0,5 ml). Los filtrados se
combinaron y se evaporaron casi a sequedad bajo una corriente de nitrégeno
hasta obtener un aceite. Dicho aceite se precipité con éter dietilico, se centri-
fugo, y el éter se decantd. Este proceso se repitié 3 o 4 veces. Finalmente, el
producto sdlido obtenido se disolvié en agua, y se liofilizé.

Se obtuvo un soélido pulverulento que tenia una pureza superior al
90% analizada por HPLC (tiempo de retencién 4,39 minutos), y su estructura
se confirmd por ESI-MS.

La sintesis de este péptido también se llevo a cabo a mayor es-
cala utilizando 200 mg de resina Fmoc-Rink-MBHA con una funcionalizaciéon
de 0,66 mmol/g, equivalentes a 132 umoles de grupos amino, utilizando el pro-

cedimiento descrito en este mismo Ejemplo 1.

Ejemplo 2.- Preparacién de Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu-NH, (Férmula general (1) donde X, es acetilo (Ac),

Xo es Lys, y X5 es Val)

La peptidilresina H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu-Rink-MBHA obtenida en el Ejemplo 1, se traté con 0,2 ml de una mezcla
de anhidrido acético (Ac,0), piridina y CH,Cl, (1:1:1) durante 1 h a temperatu-
ra ambiente. Posteriormente, la resina se lavo con CH,Cl, (6 x 1 min).

A continuacién, se escindié el péptido de la resina y se aislo si-

guiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. La pureza del péptido obte-
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nido fue superior al 90% determinada por HPLC (tiempo de retencién 4,59 mi-

nutos), y su estructura se confirmé por ESI-MS.

Ejemplo 3.- Preparacién de Ts-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu-NH, (Férmula general (1) donde X; es p-

toluensulfonilo (Ts), X, es Lys, v X; es Val)

La peptidilresina H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu-Rink-MBHA obtenida en el Ejemplo 1, se tratd con cloruro de p-
toluensulfonilo (TsCl) (792 pmoles) y DIEA (1,58 mmoles) en 0,2 ml de una
mezcla de CH,Cl, y NMP (9:1) durante 1 h a temperatura ambiente. Posterior-
mente, la resina se lavé con NMP (6 x 1 min).

A continuacioén, se escindi6 el péptido de la resina y se aislo si-
guiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. La pureza del péptido obte-
nido fue superior al 90% determinada por HPLC (tiempo de retencién 4,89 mi-

nutos), y su estructura se confirmé por ESI-MS.

Ejemplo 4.- Preparacion de Bz-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-~-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu-NH, (Férmula general (I) donde X, es benzoilo
(Bz), X, es Lys, v X5 es Val)

La peptidilresina H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu-Rink-MBHA obtenida en el Ejemplo 1, se traté6 con cloruro de benzoilo
(BzCl) (792 umoles) y DIEA (1,58 mmoles) en 0,2 ml de una mezcla de CH,Cl,
y NMP (9:1) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la resina se
lavo con NMP (6 x 1 min).

A continuacion, se escindio el péptido de la resina y se aislo si-
guiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. La pureza del péptido obte-
nido fue superior al 90% determinada por HPLC (tiempo de retencion 5,00 mi-

nutos), y su estructura se confirmé por ESI-MS.

Eiemplo 5.- Preparacion de Bn-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu-NH, (Férmula general (1) donde X, es bencilo (Bn),

X, es Lys, y X3 es Val)
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La peptidilresina H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu-Rink-MBHA obtenida en el Ejemplo 1, se tratd con bromuro de bencilo
(BnBr) (792 pmoles) y DIEA (1,58 mmoles) en 0,2 ml de una mezcla de CH,ClI,
y NMP (9:1) durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la resina se
lavoé con NMP (6 x 1 min).

A continuacién, se escindio el péptido de la resina y se aisld si-
guiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. La pureza del péptido obte-
nido fue superior al 90% determinada por HPLC (tiempo de retencion 4,73 mi-

nutos), y su estructura se confirmé por ESI1-MS.

Ejemplo 6.- Preparacién de una quimioteca de péptidos lineales en

fase solida

Se disefid una quimioteca para la obtencién de 125 péptidos, que
responden a la férmula general (1):

X;-Xo-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Xs-Leu-NH, (1)

en donde

X, es hidrégeno, acetilo, p-toluensulfonilo, bencilo, o benzoilo,

X, es Lys, Tyr, Leu, Phe, o Trp, ¥

Xs es Lys, Tyr, Val, Phe, o Trp,
con la condicion de que el péptido en donde X, es hidrégeno, X, es Trp, y Xs
es Val, se excluye expresamente de los péptidos de la invencion.

En cinco jeringas de 5 ml de capacidad, etiquetadas adecuada-
mente y equipadas con un filtro microporoso en la parte inferior, se colocaron
350 mg de resina Fmoc-Rink-MBHA con una funcionalizacion de 0,66 mmol/g,
equivalentes a 231 umoles de grupos amino. Las jeringas se llenaron con di-
solvente para hinchar-lavar la resina de acuerdo con la siguiente secuencia:
CH,Cl, (1 x 20 min) y DMF (1 x 20 min). Después de cada etapa de lavado se
elimind el disolvente mediante un filtrador de vacio multiple (Vac Man Labora-
tory Vacuum Manifold de Promega Distribuidora).

Después de hinchar-lavar las resinas, éstas se trataron con una
mezcla de piperidina y DMF (3:7, 1 x 2 min y 1 x10 min) para eliminar el grupo
Fmoc presente en el grupo amino del espaciador bifuncional, y, a continua-
cién, se lavaron con DMF (6 x 1 min).

Seguidamente las cinco resinas se trataron con 245 mg de Fmoc-

Leu-OH (693 pmoles), 263 mg de HBTU (693 umoles) y 121 pl de DIEA (693
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pmoles) en 0,8 ml de DMF. Después de 4 h se lavaron las resinas con DMF (6
x 1 min) y se comprob6 que el test de ninhidrina era negativo (Kaiser et al,
Anal. Biochem., 1970, 34, 595-598).

A continuacién se eliminé el grupo Fmoc y se realizaron los lava-
dos correspondientes tal y como se ha descrito anteriormente. Seguidamente
se acoplé a cada resina el aminoacido X; correspondiente: Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH o Fmoc-Lys(Boc)-OH,
siguiendo el procedimiento empleado para acoplar el aminoacido protegido
Fmoc-Leu-OH.

La eliminacién del grupo Fmoc y los lavados subsiguientes se
realizaron como ya se ha descrito anteriormente.

El ciclo de acoplamiento-desproteccion se repitié para los si-
guientes tres aminoacidos. De esta manera se acoplaron secuencialmente:
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH y Fmoc-lle-OH. Estos acoplamientos se
realizaron para cada una de las cinco resinas. En cada etapa se procedi6 al
lavado con DMF (6 x 1 min).

A partir del quinto aminoacido incorporado la eliminacién del gru-
po Fmoc, los ciclos acoplamiento-desproteccion y los lavados correspondien-
tes se realizaron de la misma manera substituyendo en estos casos el uso de
DMF por el de NMP. Siguiendo este procedimiento se acoplaron a cada una de
fas cinco resinas de manera secuencial dos residuos de Fmoc-Lys(Boc)-OH,
uno de Fmoc-Phe-OH y uno de Fmoc-Leu-OH. En cada etapa se procedio6 al
lavado con NMP (6 x 1 min). Para la incorporacién del décimo residuo fue ne-
cesario un doble acoplamiento para obtener un test de ninhidrina negativo.

Una vez acoplado el décimo residuo, cada una de las peptidilre-
sinas confinadas en las cinco jeringas, se dividié en cinco fracciones. Las 25
fracciones obtenidas, correspondientes a aproximadamente 46 pmoles de pep-
tidilresina cada una, se colocaron en 25 jeringas de 2 ml de capacidad, etique-
tadas adecuadamente y equipadas con un filtro microporoso en la parte infe-
rior. A continuacién se eliminé el grupo Fmoc y se realizaron los lavados co-
rrespondientes tal y como se ha descrito anteriormente. A cada una de las cin-
co fracciones de resina que llevan incorporado el mismo aminoacido X; se
acopld el residuo X, correspondiente: Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc) o Fmoc-Leu-OH. Los acoplamientos se rea-
lizaron utilizando 138 pumoles del aminoacido N*-Fmoc protegido correspon-

diente, 138 umoles de HBTU y 138 umoles de DIEA en 0,3 ml de NMP. Para la
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incorporacion de estos aminoacidos fue necesario realizar un doble acopla-
miento para obtener un test de ninhidrina negativo.

A continuacion cada una de las 25 fracciones anteriores se divi-
dié en cinco fracciones iguales. Las 125 fracciones de resina obtenidas, co-
rrespondientes a aproximadamente 9,2 umoles de peptidilresina, se colocaron
en 125 jeringas de 2 ml de capacidad, etiquetadas adecuadamente y equipa-
das con un filtro microporoso en la parte inferior. A continuacion se elimino el
grupo Fmoc y se realizaron los lavados correspondientes tal y como ya se ha
descrito anteriormente.

Cuatro de las cinco fracciones de resina obtenidas a partir de ca-
da una de las 25 fracciones anteriores se derivatizaron en el extremo N-
terminal por acetilacién, tosilacién, benzoilacién o bencilacidén, respectivamen-
te.

La acetilacion se realizd por tratamiento con 0,2 ml de una mez-
cla de Ac,0, piridina y CH,Cl, (1:1:1) durante 1 h a temperatura ambiente.

La tosilacién se llevé a cabo por tratamiento con TsCl (368
pmoles) y DIEA (736 pmoles) en 0,2 ml de una mezcla de CH,Cl, y NMP (9:1)
durante 1 h a temperatura ambiente.

La benzoilacion se realizé por tratamiento con BzCl (368 umoles)
y DIEA (736 pmoles) en 0,2 ml de una mezcla de CH,Cl, y NMP (9:1) durante
1 h a temperatura ambiente.

La bencilacion se llevd a cabo por tratamiento con BnBr (368
umoles) y DIEA (736 umoles) en 0,2 ml de una mezcla de CH,Cl, y NMP (8:1)
durante 48 h a temperatura ambiente.

Posteriormente a estos tratamientos las resinas se lavaron con
NMP (6 x 1 min).

Finalmente, se procedio a la escision de los 125 péptidos de la
resina en la correspondiente jeringa y al aislamiento de cada uno de ellos si-
guiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.

Los péptidos obtenidos se analizaron por HPLC y se confirmo su estruc-
tura por ESI-MS. En todos los casos se obtuvo una pureza superior al 90%.

Ejemplo 7.- Ensayos de actividad antimicrobiana

El efecto antimicrobiano de los péptidos de la invencion se de-

terminé frente a las siguientes cepas de bacterias patégenas: Erwinia amylo-
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vora PMV6076 (INRA, Angers, Francia), Xanthomonas vesicatoria 2133-2
(IVIA, Valencia, Espafia), y Pseudomonas syringae pv. syringae EPS94 (IN-
TEA, Universitat de Girona, Espafia).

Todas las bacterias se conservaron a una temperatura de ~80° C
en medio Luria-Bertani (LB) complementado con glicerina al 20% en volu-
men/volumen.

Las suspensiones de E.amylovora PMV6076 y P.syringae pv. sy-
ringae EPS94 se obtuvieron después de un crecimiento de 24 horas a 25° C,y
la muestra de X.vesicatoria 2133-2 se obtuvo después de la incubacién duran-
te 48 horas a 25° C en agar LB. En todos los casos se resuspendieron en agua
estéril para obtener una suspension ajustada a una absorbancia de 0,2 a 600
nm, gue correspondia aproximadamente a 10° unidades formadoras de colo-
nias/ml.

Para determinar fa conceritracion inhibitoria minima (CIM), los
peptidos se solubilizaron en agua estéril milli-Q hasta una concentracién final
de 1000 uM y se filtraron a través de un filtro de 0,22 um de poro.

Se realizaron diluciones de los péptidos de la invencién para ob-
tener soluciones a las concentraciones 750, 500, 250, 200, 150, 125, 100, 75,
50y 25 pM.

Se mezclaron 20 ul de cada dilucion con 20 pl de la suspension
del indicador bacteriano correspondiente, y 160 ul de medio liquido TSB (Trip-
ticase Soy Broth), hasta un volumen total de 200 ul en cada pocillo de una mi-
croplaca. Asi las concentraciones efectivas a las que se sometian las suspen-
siones de bacterias fueron 75, 50, 25, 20, 15, 12,5, 10, 7,6, 5y 2,5 uM.

Se llevaron a cabo dos réplicas para cada cepa, concentracion vy
péptido en ensayo.

Los controles positivos contenian agua en lugar de péptido, v los
controles negativos contenian los péptidos sin la suspensién bacteriana.

El crecimiento microbiano se determiné automaticamente median-
te la medida de la densidad dptica a 600 nm empleando el Microbiology Analy-
ser Bioscreen C (Labsystems).

Las microplacas se incubaron a 25° C durante 48 horas con una
agitacion de 20 segundos antes de la medida de la absorbancia cada hora.
Cada experimento se realiz6 dos veces.

Como CIM se tomo la concentracion de péptido mas baja a la que

no se producia crecimiento bacteriano al final del experimento.
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En la Tabla Il se presenta el rango de concentraciones entre las
que se encuentra la CIM, expresada en uM, después de 48 h de incubacién a
25° C, para diferentes péptidos de la invencion frente a las bacterias, Erwinia
amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae. Los péptidos
de la Tabla Il se identifican con los parametros X1, X2 y X5 que figuran en la
férmula generai (I). Ademas, la Tabla II incluye el nimero de referencia con
relacion a la quimioteca preparada en el Ejemplo 6. En la Tabla ll se incluyen
como Ejemplo comparativo los resultados correspondientes al péptido descrito

por Cavallarin et al, que no forma parte de la invencién:

TABLA Il
Ref. X4 X2 | Xs |P.syringae | X.vesicatoria | E.amylovora
Ejemplo H Trp | Val >7.5 >7.5 >7.5
comparativo
BP017 H | Lys | Trp 5-7.5 5-7.5 >7.5
BP100 H | Lys | Tyr 2.5-5 5-7.5 2.5-5
BP095 H Tyr | Tyr 5-7.5 2.5-5 5-7.5
BP105 H | Leu | Tyr 5-7.5 2.5-5 5
BP090 H | Phe | Tyr 5-7.5 2.5-5 5-7.5
BP020 H | Trp | Tyr 2,5-5 2,5-5 2,5-5
BP015 H | Lys | Val 2,5-5 >7,5 5-7.5
BP033 H | Leu | Val 5-7,5 >7,5 5-7,5
BP076 H | Lys |Phe 2,5-5 2,5-5 2,5-5
BP081 H | Leu |Phe 2,5-5 <2,5 2,5-5
BP066 H | Phe | Phe 5-7,5 2,5-5 2,5-5
BP019 H | Trp | Phe 5-7,5 2,5-5 5-7,5
BP052 H | Lys | Trp 5 2,5-5 2,5-5
BP047 H { Tyr | Trp 5-7,56 2,5-5 5-7.,5
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BP018 H Trp | Trp 5-7,5 2,5 5-7,5
BP120 Ac | Tyr |Lys 5-7,5 5-7.,5 >7,5
BP101 Ac | Lys | Tyr| 5-7.5 2,5 >7.,5
BP029 Ac | Lys | Val 5-7,5 7,5 5-7.5
BPO77 Ac | Lys |Phe 5-7,5 <2,5 5-7,5
BP053 Ac | Lys | Trp 5-7,5 2,5-5 >7,5
BP038 Ac | Trp | Trp >7,5 <2,5 >7,5
BP125 Ts | Lys | Lys 2,5-5 2,5-5 >7,5
BP121 Ts | Tyr |Lys 2,5-5 2,5-5 >7.,5
BP102 Ts | Lys | Tyr 2,5-5 <2,5 5-7,5
BP097 Ts | Tyr | Tyr >7,5 <2,5 >7,5
BPQO30 Ts | Lys | Val 5-7,5 5-7,5 5-7,5
BPO78 Ts | Lys |[Phe 5-7,5 <2,5 5-7,5
BP054 Ts | Lys | Trp 5-7,5 <2,5 >7,5
BP059 Ts | Leu | Trp >7,5 2,5 >7.,5
BP0O11 Bn | Trp | Val 5-7,5 2,5-5 5-7,5
BP126 Bz | Lys | Lys 2,5-5 2,5-5 5-7,5
BP122 Bz | Tyr | Lys 5-7,5 2,5-5 >7,5
BP103 Bz | Lys | Tyr 5-7,5 <2,5 7.5

BP031 Bz | Lys | Val 5-7,5 <2,5 2,5-5
BPO10 Bz | Trp | Val >7,5 <2,5 >7,5
BPO055 Bz | Lys | Trp >7,5 <2,5 >7,5

Se puede comprobar que los péptidos de la invencién presentan
una buena eficacia para inhibir el crecimiento de las bacterias Pseudomonas

syringae, Xanthomonas vesicatoria, ylo Erwinia amylovora.
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Ademas la eficacia de los péptidos de la invencién es superior a
la del péptido ya conocido, cuyos resultados se presentan en la primera fila de

la tabla anterior bajo la denominacion de Ejemplo comparativo.

Ejemplo 8.- Ensayos de actividad hemolitica

La actividad hemolitica de los péptidos de la invencién se evaluoé
mediante la determinacion de la liberacién de hemoglobina que se produce al
poner en contacto una solucién de los péptidos con una suspension de eritroci-
tos al 5% en volumen procedentes de sangre humana fresca.

La sangre se recogié asépticamente empleando un sistema Vacu-
tainer® K2E (Belliver, Gran Bretafia) con EDTA, y se almacend a 4° C durante
un periodo inferior a 2 horas.

La sangre se centrifugd a 6.000g durante 5 minutos para separar
los eritrocitos. Estos se lavaron tres veces con tampon TRIS (10 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH 7,2), y se suspendieron en tampén TRIS hasta obtener una
suspension que contenia un 10% en volumen de eritrocitos.

Los péptidos se solubilizaron en tampo6n TRIS hasta una concen-
tracion final 100, 300, y 500 pM.

Se emplearon tres réplicas para cada péptido y concentracion.

Se mezclaron 65 ul de la suspension de eritrocitos al 10% en vo-
lumen con 65 pl de la solucion de péptido en cada pocillo de una placa de 96
pocillos Micro-Amp® (Applied Biosystems, EE.UU.) (5% en volumen de eritroci-
tos), y se incubd la mezcla durante 1 h a 37° C bajo agitacion. De este modo
las suspensiones de eritrocitos se sometieron a concentraciones de péptidos
de 50, 150, y 250 pM.

A continuacién se centrifugaron las placas a 3.500g durante 10
minutos, y se transfirieron alicuotas de 80 pl del sobrenadante a microplacas
de 100 pocillos (Bioscreen), que se diluyeron con 80 ul de agua milli-Q.

El grado de hemdlisis se determiné a partir de la absorbancia a
540 nm con un lector de placas Bioscreen.

El control positivo de hemoélisis completa se determiné en una so-
lucién de tampon TRIS que contenia melitina 200 pM (Sigma-Aldrich, Espafia).

El porcentaje de hemolisis (H) se determiné empleando la ecua-
cion:

H = 100x[(Op-Ob)/(Om-Ob)]
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donde Op era la densidad optica medida para una concentracion de péptido
determinada, Ob era la densidad 6ptica de la solucién tampén, y Om era la
densidad optica para el control positivo con melitina.

La Tabla Ili presenta los resultados de actividad hemolitica, ex-
presada como el porcentaje de hemdlisis calculado segun la ecuacién anterior,
para concentraciones de péptidos de la invencién correspondientes a 50, 150 y
250 uM. Los péptidos de la Tabla Ill se identifican con los parametros X,, Xz, y
X3 que figuran en la férmula general (1). Ademas la Tabla il incluye el numero

de referencia con relacion a la quimioteca preparada en el Ejemplo 6:

10

TABLA HI
Ref. Xi | Xo | Xs | % Hemolisis | % Hemdlisis | % Hemolisis
50 uM 150 uM 250 pM
BP119 H | Tyr | Lys 4 19 45
BP100 H {Lys|Tyr 3 22 43
BP095 H | Tyr | Tyr 7 50 76
BP105 H |Leu| Tyr 14 91 90
BP090 H |Phe| Tyr 11 57 84
BP020 H | Trp | Tyr 78 77 72
BP015 H |Lys | Val 0 16 45
BP033 H |Leu | Val 4 38 68
BPO76 H |Lys |Phe 3 34 65
BP081 H |Leu |Phe 10 65 88
BP066 H |Phe|Phe 9 63 89
BP019 H | Trp | Phe 57 94 100
BP128 H |Leu|Lys 2 31 66
BP052 H [Lys|Trp 51 84 79
BP047 H | Tyr | Trp 81 76 82
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BP018 H | Trp | Trp 78 68 74
BP124 Ac |Lys |Lys 1 5 23
BP101 Ac | Lys | Tyr 4 31 62
BP096 Ac | Tyr | Tyr 47 86 85
BPO77 Ac | Lys |Phe 6 40 81
BP053 Ac |Lys | Trp 60 82 85
BP038 Ac [ Trp | Trp 80 86 80
BP125 Ts |Lys |Lys 2 8 23
BP121 Ts | Tyr | Lys 22 81 86
BP102 Ts | Lys | Tyr 39 79 80
BP0O97 Ts | Tyr | Tyr 83 81 88
BP0O30 Ts | Lys | Val 25 70 80
BPO78 Ts | Lys [Phe 40 85 95
BP126 Bz | Lys | Lys 2 14 24
BP122 Bz | Tyr | Lys 32 78 96
BP103 Bz | Lys | Tyr 42 83 80
BP031 Bz | Lys | Val 34 71 76
BPO10 Bz | Trp | Val 77 77 76
BPO11 Bn | Trp | Val 81 96 100

En todos los casos se observa que la concentracién en la que se
llegaria a producir una hemdlisis significativa es entre 10 y 100 veces superior
a la concentracién en la que los péptidos de la invencién presentan actividad

antimicrobiana.

Ejemplo 9.- Ensayos de estabilidad a la degradacion por proteasas




10

15

20

WO 2007/125142 PCT/ES2007/000244

29

La estabilidad de los péptidos de la invencion a la degradacion
por proteasas se determiné mediante un ensayo de digestion del péptido por
Proteinasa K (Sigma-Aldrich Corporation, Madrid, Espafia).

Se empled una disolucién de 50 ug/ml de péptido y de 1 pg/ml de
Proteinasa K en tampén TRIS 100 mM a pH 7,6, a temperatura ambiente.

El progreso de la escision del péptido se determiné cromatografi-
camente a tiempos comprendidos entre 5 y 45 minutos. Para ello se empled
una columna Cs de fase reversa (Kromasil, 4,6 x 40 mm; 3,5 um de tamario de
particula), y gradientes lineales de TFA acuoso al 0,1% y TFA en acetonitrilo al
0,1% desde 0,98:0,02 a 0:1 durante 7 min realizando la deteccion mediante
absorbancia en el ultravioleta a 220 nm.

La Tabla IV presenta los resultados de estabilidad a la degrada-
cion por proteasas, expresada como el porcentaje de degradacién de cada
péptido a los 45 minutos. Los péptidos de la Tabla IV se identifican con los
parametros X,, Xz, y X5 que figuran en la férmula general (1). Ademas la Tabla
IV incluye el niumero de referencia con relacién a la quimioteca preparada en
el Ejemplo 6. En la Tabla IV se incluyen como Ejemplo compérativo los resul-
tados correspondientes al péptido descrito por Cavallarin et al, que no forma

parte de la invencion:

TABLA IV

Ref. Xy | Xo | Xs % Degradacién

en 45 minutos
Ejemplo H |Trp | Val
ccjnmerativo p 100
BP008 Ac [ Trp | Val 100
BPO77 Ac |Lys |Phe 84
BP0O09 Ts | Trp | Val 100
BP125 Ts |Lys [ Lys 67
BP010 Bz | Trp | Val 100
BP126 Bz | Lys |Lys 53
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BP015 H |Lys | Val 100
BP019 H | Trp [Phe 87
BP020 H | Trp | Tyr 85
BP033 H {Leu| Val 100
BP076 H |Lys |Phe 49
BP100 H | Lys| Tyr 60

Se puede observar que algunos péptidos de la invencion son mas
estables frente a la degradacion por proteasas que el péptido descrito por Ca-
vallarin et al (Ejemplo comparativo). En particular, los péptidos correspondien-
tes a la formula general (1) donde X; es hidrégeno, X, es Lys, y X; es Phe, o X,
es benzoilo, X; es Lys y X5 es Lys, resultan ser dos veces més estables que el
péptido del Ejemplo comparativo.
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REIVINDICACIONES

1.- Péptidos lineales caracterizados porque responden a la formula general (I):
Xi-X,-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-X;-Leu-NH; (1)
en donde
X; es hidrégeno, acetilo, p-toluensulfonilo, bencilo, o benzoilo,
X, es Lys, Tyr, Leu, Phe, o Trp, y
Xs es Lys, Tyr, Val, Phe, o Trp,
con la condicion de que el péptido en donde X; es hidroégeno, X, es Trp, y X

es Val, se excluye expresamente.

2.- Péptidos segun la reivindicacién 1 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ-ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 14, y SEQ_ID_NO: 16 a
SEQ_ID_NO: 25, y porque tienen el aminoacido del extremo C-terminal en

forma de grupo carboxamida.

3.- Péptidos segun la reivindicacion 2 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 6 a SEQ_ID_NO: 11, SEQ_ID_NO: 13,
SEQ_ID_NO: 16, SEQ_ID_NO: 18 a SEQ_ID_NO: 22, y SEQ_ID_NO: 25, y
porque tienen el aminoacido del exiremo C-terminal en forma de grupo car-

boxamida.

4.- Péptidos segun la reivindicacién 3 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 6 y SEQ_ID_NO: 16, y porque tienen el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

5.-Péptidos segln la reivindicaciéon 1 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y porque tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo acetilo, y el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

6.- Péptido segln la reivindicacién 5 caracterizado porque esté definido por la
secuencia SEQ_ID_NO: 16, y porque tiene el aminoacido del extremo N-
terminal funcionalizado con el grupo acetilo, y el aminoacido del extremo C-

terminal en forma de grupo carboxamida.
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7.- Péptidos segun la reivindicacién 1 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y porque tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo p-toluensulfonilo, y

el aminoacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

8.- Péptidos segln la reivindicacion 7 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1, 6, 11 y 16, y porque tienen el aminoacido
del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo p-toluensulfonilo, y el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

9.- Péptido segln la reivindicacién 8 caracterizado porque esta definido por la
secuencia SEQ_ID_NO: 1, y porque tiene el aminoacido del extremo N-
terminal funcionalizado con el grupo p-toluensulfonilo, y el aminoéacido del ex-

tremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

10.- Péptidos segln la reivindicacion 1 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y porque tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo bencilo, y el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

11.- Péptido segln la reivindicaciéon 10 caracterizado porque esta definido por
la secuencia SEQ_ID_NO: 15, y porque tiene el aminoacido del extremo N-
terminal funcionalizado con el grupo bencilo, y el aminoacido del extremo C-

terminal en forma de grupo carboxamida.

12.- Péptidos segln la reivindicaciéon 1 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, y porque tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo benzoilo, y el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.

13.- Péptidos segun la reivindicacién 12 caracterizados porque estan definidos
por las secuencias SEQ_ID_NO: 1, y SEQ_ID_NO: 11, y porque tienen el ami-
noacido del extremo N-terminal funcionalizado con el grupo benzoilo, y el ami-

noacido del extremo C-terminal en forma de grupo carboxamida.
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14.- Péptido segtn la reivindicacién 13 caracterizado porque esta definido por
la secuencia SEQ_ID_NO: 1, y porque tiene el aminoacido del extremo N-
terminal funcionalizado con el grupo benzoilo, y el aminoacido del extremo C-

terminal en forma de grupo carboxamida.

15.- Utilizacién de los péptidos segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14

para la preparacién de una composicion antimicrobiana.

16.- Utilizacidén segun la reivindicacién 15 como agentes antimicrobianos frente

a bacterias patdégenas de las plantas.

17.- Utilizacion segun la reivindicacion 16 caracterizada porque las bacterias
patogenas de las plantas se seleccionan entre el grupo formado por Erwinia
amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

18.- Utilizacién segin las reivindicaciones 16 o 17 caracterizada porque las
plantas se seleccionan entre el grupo formado por arboles frutales, plantas

horticolas, y plantas ornamentales.

19.- Composicién fitosanitaria que comprende un péptido segun cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 14, y un agente auxiliar.

20.- Composicién seglin la reivindicacién 19 caracterizada porque el péptido

se encuentra a una concentracién comprendida entre 0,01y 0,5 g/l

21.- Composicidén segun las reivindicaciones 19 o 20 caracterizada porque el
agente auxiliar se selecciona entre el grupo formado por disolventes, tensioac-
tivos, agentes tamponantes, filtros de la radiacién ultravioleta y/o sus mezcias.

22.- Composicion segun la reivindicacién 21 caracterizada porque el disolvente

es agua.

23.- Método para prevenir y tratar infecciones y enfermedades de plantas cau-
sadas por bacterias que comprende poner en contacto la planta con una com-

posicion fitosanitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22,
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24.- Método segun la reivindicacién 23 caracterizado porque las bacterias se
seleccionan entre el grupo formado por Erwinia amylovora, Xanthomonas vesi-

catoria, y Pseudomonas syringae.

25.. Método segun las reivindicaciones 23 o 24 caracterizado porque las plan-
tas se seleccionan entre el grupo formado por arboles frutales, plantas hortico-

las, y plantas ornamentales.

26.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25 caracterizado
porque la composician se pone en contacto con las partes de las plantas se-
leccionadas entre el grupo formado por semillas, raices, tallos, hojas, o frutos,
o con el suelo o cualquier medio de crecimiento que rodee las raices de las

plantas.

27.- Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26 caracterizado
porque la composicién fitosanitaria se pone en contacto con la planta por pul-

verizacion, inmersidn o riego.
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