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DESCRIPCION
Oligopéptidos, composicion y utilizacién como elicitores de las defensas naturales de las plantas.

La presente invencion se refiere a oligopéptidos utilizados como elicitores de las defensas naturales de las plantas
contra los patégenos flngicos y/o bacterianos y/o viricos y/o devastadores, por aplicacion foliar, radicular o mediante
inyeccion, y obtenidos por via sintética organica o enzimatica.

Las materias activas de las preparaciones fitosanitarias pueden tener una accién directa sobre los microorganismos,
es el caso de las moléculas que inhiben ciertas vias metabdlicas de las células o que afectan a su organizacion. Se
trata generalmente de un tratamiento curativo.

En la lucha bioldgica, el tratamiento curativo esta asegurado por la utilizacion de un agente antagonista o parasitario.
Asimismo, se utiliza un microorganismo muy competitivo para la colonizaciéon del espacio cuando se trata de un
tratamiento preventivo. Las materias activas de las preparaciones fitosanitarias pueden tener la propiedad de actuar
indirectamente activando el sistema de defensa natural (SDN) de la planta. Esto se traduce por la sensibilizaciéon de
la planta a un eventual ataque ulterior por parte del patégeno. En esta etapa, los genes responsables de la sintesis
de las proteinas de defensa y de las fitoalexinas se encuentran activados, y los productos correspondientes se
sintetizan a partir del primer contacto entre la célula vegetal y su agresor. Se habla entonces de un tratamiento
curativo por medio de elicitores.

Las reacciones de defensas pueden estar localizadas a nivel del sitio de ataque, se trata de una reaccién de
hipersensibilidad (HR) que provoca la muerte celular.

Pueden generalizarse y llegar a una resistencia sistémica adquirida (SAR). Globalmente, dos mecanismos de
defensa concurren para frenar la propagacion de la enfermedad. Por una parte, en el sitio de penetracion del
patégeno, las células infectadas se autodestruyen para retrasar su progresion (reaccion de hipersensibilidad). Por
otra parte, unas sefales de alerta a las células préximas crean una zona de resistencia local adquirida en la que se
acumulan numerosos compuestos de defensa. Unas sefales se transmiten asimismo a la planta completa, llegando
asi a una resistencia sistémica adquirida (SAR).

La particularidad novedosa de la presente invencion se sitta a nivel del nuevo modo de activacién que es
preventivo. En efecto, esta nueva clase de elicitores permite estimular un ataque de patégenos a nivel de las células
vegetales. Estas ultimas iniciardn un mecanismo natural de defensa que provocara una SAR, al menos una vez, lo
cual permitira prevenir ain mas eficazmente el ataque.

Muy poca cantidad de elicitores basta para sensibilizar la membrana citoplasmica. Asi, el umbral de deteccién de los
elicitores por las plantas puede alcanzar un valor de 10° molar o incluso mas bajo (Boller et al. 1995; Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant. Mol. Biol.).

ELICITORES

Desde la introducciéon del término elicitor por Keen et al. (1972, Phytopathology), se ha demostrado que varias
sustancias de estructuras quimicas diversas poseen la propiedad de activar los sistemas naturales de defensa
(SDN) de las plantas. Son en particular los de origen abiotico y que estan representados por los iones mercuricos,
cupricos, aluminicos, los acidos araquiddnico, fosférico, salicilico, fulvico y himico. Existen asimismo unos elicitores
bioticos de los cuales los mas conocidos son:

Los oligosacéridos: pertenecen a los primeros elicitores en estar mejor caracterizados (Darvill y Albersheim (1984,
Annu. Rev. Plant. Physiol). Se componen de 4 clases: oligoglucanos, oligoquitina, oligoquitosano,
oligogalacturénidos, de origen vegetal [Coté et al. (1994, Plant Mol. Biol)].

Oligoglucanos: el hepta-B-glucésido ramificado en posiciones (1,3-1,6) es el oligoglucésido mas pequefio conocido
por su accién elicitora. Se ha aislado a partir de Phytophtora sojae.

La quitina: es un polimero lineal de (1,4)-B-glucosamina que se encuentra en los hongos superiores, y representa el
constituyente principal de sus micelos. La parte soluble de la quitina (liberada por la acciéon de las quitinasas
vegetales), provoca la lignificacién y la produccién de fitoalexinas en algunas plantas [Pearce et al. (1982, Physiol.
Plant Pathol), Ren ef al. (1992, Plant Physiol)].

Los oligogalacturénidos: estan probablemente liberados por la degradacion de los homogalacturonanos
(polisacaridos pécticos) tras un ataque del patégeno contra la planta. Estos homogalacturonanos estan compuestos
por residuos del acido 1,4-a-D-galactosilurénico y entran en la composicion de las paredes celulares de las plantas
superiores [COté et al. (1994, Plant Mol. Biol)].
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Las enzimas:

Boland et al. (1997, FEBS Letters) han demostrado que el tratamiento de ciertas plantas por una celulasa comercial
inicia la biosintesis de productos voldtiles a través de la via de sefial del acido octadecanoico.

Klisener et al. (1999, FEBS Letters) han estudiado las interacciones entre unas enzimas celuloliticas por un lado y
un elicitor procedente de un cultivo de levadura (Eschscholtzia californica) por otro lado, con unas bicapas lipidicas.
Han llegado a la conclusién de que los elicitores pueden despolarizar las membranas citoplasmicas, influir en los
flujos idnicos a través de éstas e incluso perturbar sus organizaciones en ciertos casos. Algunos elicitores no
necesitan por lo tanto reaccionar con las proteinas intracelulares para provocar unas respuestas de defensa en la
planta. Esto explicaria el amplio espectro de ciertas moléculas.

Los polipéptidos y las proteinas:

Algunos glicopéptidos y/o oligosacaridos libres derivados de las glicoproteinas son activos en términos de elicitacion
[Anderson et al. (1989), Ebel et al. (1995, Can. J. Bot), Boller et al. (1995, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol)].
En las glicoproteinas de Colletotrichum lindemuthianum (Coleman et al. 1992, Physiol Mol Plant Pathol) y de
Puccinia graminis f. sp. tritici (Kogel et al. 1988, Physiol Mol Plant Pathol), las partes glucidicas son responsables de
la actividad elicitora.

Un grupo de bacterias fitopatégenas de tipo gram-negativo produce unas proteinas elicitoras de la HR en plantas no
hospedantes. Por ejemplo, Erwinia amylovara (Wei et al. 1992, Science; Baker et al. 1993, Plant Physiol) posee el
gen hrpN que codifica para la produccion de una harpina, y Pseudomonas syringae pv. syringae (He et al. 1993,
Cell) segrega una harpinass que es el producto del gen hrpZ. La proteina (HrpN) procedente de Erwinia amylovora
estimula el flujo extracelular de los cationes K* y regula asi las corrientes en las células de Arabidopsis thaliana.

Una proteina de 18 kDa segregada por una cepa de Trichoderma virens fue aislada y caracterizada por Hanson et
al. (2000, Phytopatology). Esta proteina es capaz de inducir la biosintesis de los productos de tipos terpenoides en el
algodon.

Benhamou et al. (2000, Plant physiology) describen que una proteina (oligandrina) de bajo peso molecular, y
procedente de Pythium oligandrum induciria una reaccion de defensa en las plantas de tomates. Esta reaccion
limitaria la progresion de la enfermedad causada por el agente fitopatdgeno Phytophtora parasitica.

La criptogeina es una proteina segregada por el hongo Phytophtora cryptogea (Blein et al. 1997, FEBS Letters) del
cual se sirve para el transporte del esterol. Es conocida asimismo por sus propiedades estimuladoras de la defensa
de las plantas (Ricci et al. 1989, Eur. J. Biochem).

Oligopéptidos:

El hongo Phytophtora sojae produce una glicoproteina de la cual una parte (42 kDa) posee la propiedad elicitora. Se
ha identificado incluso en la mitad C-terminal de esta glicoproteina, un oligopéptido de 13 aminoacidos que seria
asimismo activo [(Parker et al. 1991, Mol Plant-Microbe Interact.), (Nimberger et al. 1994, Cell), (Sacks et al. 1995,
Mol Gen Genet.)]. Una estructura especifica y una longitud minima de la secuencia son esenciales para que esta
oligopéptido conserve intacta su actividad. Unos fendmenos similares se han observado en el caso de la sistemina
(Pearce et al. 1993, J. Biol Chem).

Varias especies de Phytophtora segregan unas proteinas extracelulares de bajo peso molecular (10 kDa)
denominadas elicitinas [(Ricci et al. 1992, Plant Pathol), (Kamoun et al. 1994, Appl Environ Microbiol), (Boissy et al.
1996, Structure)]. Estas moléculas son capaces de provocar unas reacciones de hipersensibilidad asi como una
resistencia sistémica adquirida [(Ricci et al. 1989, Eur. J. Biochem, 183 (3)), (Kamoun et al. 1993, Mol Plant-Microbe
Interact)].

El péptido AVR9 Cladosporium fulvum es un elicitor (Wit et al. 1997, Mol Plant-Microbe Interact) de la reacciéon de
hipersensibilidad en las plantas de tomate que poseen el gen de resistencia (MM-Cf9).

Aminoacidos:

Siegrist et al.(2000, Physiological and Molecular Plant pathology) han estudiado la capacidad de ciertos aminoacidos
para iniciar la SAR en las plantas de tabaco. Trabajando con unas concentraciones de 10 mM, han observado los
siguientes resultados:

El acido B-aminobutirico es activo,
El acido a-aminobutirico es poco activo,
El acido y-aminobutirico es totalmente inactivo.
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ESPECIFICIDAD DE LA INVENCION

La especificidad de la invencion se basa en la utilizacion de oligopéptidos helicoidales.

Los trabajos de Boland et al. (2000, Angew. Chem. In. Ed.) han demostrado que los peptaiboles inducen la
biosintesis de productos volatiles en algunas plantas. Esto se deberia a su capacidad para formar unos canales
i6nicos en las membranas celulares. Estos tipos de acciones parecen ser los que iniciarian la estimulacién de la
defensa natural mas fuerte posible. Se deberian en particular a una necrosis localizada de las células afectadas que
inducen una alerta generalizada de las células adyacentes y de los tejidos.

Segun Pedras et al. (1997, Phytochemistry), la destruxina B (oligodepsipéptido ciclico) segregada por el hongo
Alternaria brassicae durante ataques de las cruciferas induciria la biosintesis de una fitotoxina denominada
sinalexina.

Bodo et al. (1998, Biochem. y Biophys. Acta) han estudiado la interaccién de los peptaiboles con los liposomas
[vesiculas unilaminares anchas (LUV)]. Ha podido demostrar que el proceso principal implicado en el intercambio
i6nico a través de la membrana seria el modo "todo o nada". La formacion de poros suficientemente anchos es por lo
tanto esencial para la transicion de los diferentes iones. Esto estd asegurado por la formacién de un complejo
supramolecular entre un agregado de 3 a 4 monémeros peptidicos y las moléculas lipidicas.

Yeo et al. (2000, Tetrahedon Letters) han demostrado la actividad inhibidora de las peptavirinas A y B contra el virus
del mosaico del tabaco. Se ha observado una inhibicion de 74 a 79% utilizando unas concentraciones de 10 ug/ml.
Estos autores hablan de un mecanismo de accion directa de las peptavirinas en la inhibicion del patégeno, pero no
evocan en ningun caso la accion elicitora de estos petaiboles.

La invencion se refiere a la obtencion de oligopéptidos helicoidales mediante sintesis peptidica. Las estructuras
helicoidales de estos péptidos se alojan en el interior de las membranas celulares. Cuando varias de estas
moléculas son insertadas juntas en la membrana, forman un canal o un poro, que altera la permeabilidad
membranaria (despolarizacién). La originalidad de la presente invencién es por lo tanto clarificar, optimizar y obtener
estas estructuras moleculares que permiten con toda seguridad formar estos "poros".

SINTESIS DE POLIMEROS DE AMINOACIDOS

A-Polimeros obtenidos en mezclas

1. Obtencién de poliaminodacido-alcoholes:

La reaccion entre un aminoalcohol derivado de un aminoacido y de un N-carboxianhidrido derivado de un
aminoacido, idéntico R1 = Rs y Rz = R4, o diferente, en un disolvente organico y bajo condiciones no
estoequiométricas, conduce a la formaciébn de una mezcla de homopolimeros o de heteropolimeros
respectivamente.

El procedimiento que permite la obtencion de este tipo de producto se puede describir mediante el esquema de
reaccion siguiente:

a) A partir de a-aminoalcohol y de a-N-carboxianhidrido

En los dos casos a 'y b: R = H, alquilo, alquilo sustituido.
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Segun la configuracion L o D de los aminodacidos utilizados:

- Ry y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales): R1 y Rs pueden ser idénticos;

- Ra y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales);

- n estda comprendido entre 3 y 30.

Procedimiento de sintesis:

A 20 equivalentes de NCA (N-carboxianhidrido a o B) de amino&cido disuelto en el disolvente seleccionado
(diclorometano, dimetilformamida, acetonitrilo, 20 ml de disolvente por equivalente de NCA de aminoacido a o B), se
afnade 1 equivalente de aminoalcohol (a o B). El medio de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 6 a 48
horas, segun el amino&cido utilizado. El precipitado obtenido se filtra entonces.

Ejemplos
Alaninol Ri = CH3 R.=H
NCA de la alanina: R3 = CH3 Rs=H
NCA del acido glutdamico  Rs = =CH>CH>COOBzl R4 = H
NCA de la valina Rs = CH(CHa)2 Rs=H

2- Obtencién de poliaminoacidos:

a) A partir de a-aminodcido y de a-N-carboxianhidrido

b) A partir de a-aminoacido, B-aminoacido y 3-N-carboxianhidrido

0
PP
R H,O &L
R 2V .
%., ¢ H«(«H/ )*OH
H\N ;
R; JR

H“(
: CO;R
H,N 061

En los dos casos ay b: R = H, alquilo, alquilo sustituido.

Segun la configuracion L o D de los aminodcidos utilizados:

- R1y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). R1 y Rs pueden ser idénticos;

- Rz y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). Rz y R4 pueden ser idénticos;
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- n estd comprendido entre 3 y 30.

Procedimiento de sintesis:

A 20 equivalentes de NCA (N-carboxianhidrido a o B) de aminodcido disuelto en el disolvente adecuado
(diclorometano, dimetilformamida, acetonitrilo, 20 ml de disolvente por equivalente de NCA de aminoacido a o B), se
anade 1 equivalente de agua.

La reaccién se agita a temperatura ambiente durante 6 a 48 horas. Se filtra el precipitado obtenido.

Ejemplos
NCA de la alanina: Rs = CHs Rs=H
NCA del acido glutamico  Rs = CH.CH>COOBzl R4=H
NCA de la valina Rs = CH(CHs)2 Rs=H

3- Obtenciéon de polimeros acilados:

X=CH,OHo CO,H

R = H, alquilo, alquilo sustituido.
Segun la configuracion L o D de los aminodcidos utilizados:

- Ry y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). R1 y Rs pueden ser idénticos;

- R2y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). Rz y R4 pueden ser idénticos;

- n estda comprendido entre 3 y 30.

Procedimiento de acilacion:

Se colocan 250 mg de productos a acilar en suspension en 30 ml de dimetilformamida. Se afiaden 15 equivalentes
de agente acilante (anhidrido acético, anhidrido decanoico, etc.). La reaccion se agita a temperatura ambiente (de
16 horas a 48 horas).

Después de la filtracién, se obtiene un sélido blanco polvoroso.

B- Polimeros obtenidos puros y caracterizados

1. Poliaminoéacido-alcoholes:

(o)

B RN B
’ ’ CH, OH

n
R = H, alquilo, alquilo sustituido.

Segun la configuracion L o D de los aminodcidos utilizados:
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- R1y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). R1 y Rs pueden ser idénticos;

- Ra y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). Rz y R4 pueden ser idénticos;

- n, comprendido entre 3 y 20, se define para cada compuesto.

2. Poliamino&cidos:

3
’ CO,R
NH/(HG C:

R = H, alquilo, alquilo sustituido.
Segun la configuracion L o D de los aminodacidos utilizados:

- Ry y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). R1 y Rs pueden ser idénticos;

- Rz y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). Rz y R4 pueden ser idénticos;

- n, comprendido entre 3 y 20, se define para cada compuesto.

3. Polimeros acetilados:

X = CH20OH o CO2H
R = H, alquilo, alquilo sustituido.
Segun la configuracion L o D de los aminoéacidos utilizados:

- R1y Rs = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los aminoacidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). R1 y Rs pueden ser idénticos;

- Rz y R4 = H, alquilo, alquilo sustituido o cadena lateral de los amino&cidos naturales o no naturales (protegida en el
caso de cadenas funcionales). Rz y R4 pueden ser idénticos;

- n, comprendido entre 3 y 30, se define para cada compuesto.

Ejemplo de procedimiento de sintesis de los compuestos puros

La sintesis de los compuestos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 y 15 se lleva a cabo en fase soélida en estrategia Fmoc. La
resina seleccionada es de tipo 2-clorotritilo (Senn, 1,8 mmoles/g).

Los acoplamientos se llevan a cabo en presencia de HOBT (2,5 equivalentes)/HBTU (2,5 equivalentes)/DIEA (4
equivalentes). El disolvente utilizado para la introduccién de los Fmoc-aminoacidos es la dimetilformamida. El grupo
Fmoc se escinde mediante una disolucion de piperidina al 20% en dimetilformamida.

Injerto del aminoalcohol

La resina se agita a temperatura ambiente en presencia de Fmoc-aminoalcohol y de 6 equivalentes de piridina en
una mezcla constituida por dimetilformamida y por diclorometano (1/1). Después de 16 h de reaccion, se afiade
metanol a la resina y se agita la mezcla de reaccién durante 30 minutos.
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Después de la filtracién, el porcentaje de carga de la resina se determina mediante andlisis UV.

Los espectros de masa ESI se registraron sobre un espectrometro de masas (Micromass Platform II) en modo
electrospray.

Ejemplo de sintesis: compuesto 7

Acoplamiento-desproteccion: a 1 g de resina precargada con alaninol (porcentaje de sustitucion de 0,15 mmoles.g™)
en suspensién en DMF, se anade una disolucién de Fmoc-Ala en DMF y después una disolucion de activacion
compuesta por una mezcla equimolar de HBTU y HOBt al 0,5 M y por 4 equivalentes de DIEA en DMF. La mezcla se
agita durante 6 horas y después se trata mediante una disolucion de piperidina al 20% en DMF. La resina se lava
con una disolucién de diclorometano y después con una disolucién de éter.

Escisién de la resina: La resina se transvasa de la bandeja de reaccién hacia un tubo de hemolisis al que se han
afnadido 4-5 ml de una disolucién de TFA al 50% en diclorometano. Después de 10 minutos bajo agitacion, la
disolucién se filtra y se lava la resina con diclorometano. El disolvente se evapora al vacio.

Los compuestos 8 a 15 se preparan repitiendo n veces la etapa de acoplamiento-desproteccion.

1: Ac-Alay-Ala-ol (1 <n<10)

ES: [M*H]": 261,0, 402,5, 471,7, 544,4, 615,1, 686,4, 757,3, 808,9
2: Ac-Alap-Ala-ol (1 < n<5)

ES: [M + H]*: 373,2, 444,5 ET 515,3
3: Ac-Alas-Ala-ol (1<n<8)

ES: [M + H]": 331,3, 402,2, 473,3, 544,6, 615,5, 685,3,
4: Dodecil-Alas-Ala-ol (1<n<4)

ES: [M + H]": 328,1, 400,0, 471,8, 542,0,
5: Ac - Alay-Ala-ol (1 <n<9)

ES: [M + H]*: 189,1, 260,0, 331,1, 402,0, 472,3, 544,5, 615,7, 686,5, 757,8
6: H-Ala,-Ala-ol (1 <n<10)

ES: [M + H]*: 147,0, 218,0, 288,6, 360,1, 431,1, 502,1, 573,3, 786,5,
7: H-Alas-Ala-ol (MW: 146)

ES:[M + H]": 147,0
8: H-Alaz-Ala-ol (MW: 217)

ES: [M + H]*: 218,0; [M + NA]": 240,0; [2M + H]" 434,8; [2M + NA]": 457 .4
9: H-Alaz-Ala-ol (MW: 288)

ES: [M + H]*: 289,0
10: H-Alas-Ala-ol (MW: 359)

ES: [M + H]*: 360,2; [M + NA]": 382,2; [2M + H]": 719,7; [2M + NA]": 741,5
11: H-Alas-Ala-ol (MW: 430)

ES: [M + H]": 431,4; [M + NA]": 453,5; [2M + H]": 861,3; [2M + N]": 883,8
12: H-Alas-Ala-OH (MW: 501)

ES: [M + H]*; 502,4; [M + N]": 524,2
13: H-Alan,-Ala-OH (1 < n < 10)

ES: [M + H]*: 160,9; 233,8; 303,1; 374,0; 445,2; 516,2; 587,3; 658,6; 729,3; 800,8
14: H-Ala7-Ala-OH (MW: 572)

ES:[M + H]*: 573,3 ; [M + NA]*: 595,4
15: H-Alag-Ala-OH (MW: 643)

ES: [M + H]+: 644,7; [M + NA]+: 666,5; [2M + H]+: 1288,1

EFECTOS FISIOLOGICOS DE LOS OLIGOPEPTIDOS

1- Seleccién de los marcadores bioquimicos sobre plantas enteras

a) Medicién de la actividad peroxidasica (enzima enddgena a las plantas)

Las peroxidasas tienen un sitio preponderante en los mecanismos de resistencia de las plantas.

Participan en la produccién de especies activas del oxigeno toxicas para los agentes patdgenos y estan implicadas
en la formacion de la reaccion hipersensible. Intervienen asimismo en la modificacion de la pared celular. Resulta de
ello un aumento de la sintesis de la lignina y/o de suberina (barreras mecanicas). Asimismo, se realizan unos
puentes covalentes entre las proteinas de la pared celular. Permiten la oxidaciéon de fenoles en quinonas muy
toxicas y la incorporacién de los flavonoides en las paredes (barrera quimica).

Teniendo en cuenta el papel primordial de las peroxidasas en la resistencia de las plantas, se ha utilizado la
actividad de peroxidasa como marcador de la resistencia tras los tratamientos mediante elicitores.
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Con el fin de dosificar las actividades peroxidasicas, las hojas se trituran en medio tampon citrato-monohidrégeno-
fosfato-disédico. El extracto se pone después en presencia del gaiacol y de agua oxigenada. Se produce una
reaccion rapida: el gaiacol se transforma en tetragaiacol. La aparicion del tetragaiacol en el medio permite calcular la
actividad peroxidasica.

Las dosificaciones se llevan a cabo en este mismo tamp6n utilizando el gaiacol como sustrato. Los resultados estan
expresados en ADO/mn/g de materia fresca.

b) Medicién de la actividad quitinasica

Con el fin de verificar que se han iniciado los mecanismos de resistencia, se ha dosificado asimismo una actividad
enzimatica que aparece en las situaciones de resistencia: la actividad quitinasica (enzima sintetizada a partir del
ataque de los parasitos, que degrada la quitina, que constituye unas paredes de los hongos fitopatégenos).

Reaccion colorimética utilizada: se utiliza un tampén de acetato:

Disolucién de quitina + extracto enzimatico + tampon acetato csp 0,5 ml (azur a 2 mg/ml) bruto 50 mM - (pH 5)
(100 microlitros)

- incubacion durante 30 minutos a 37°C, y bajo agitacién continua.
- se detiene la reaccién mediante adicion de una disoluciéon de HCI 1N
- medicion colorimétrica con espectrofotometro a 550 nm

La actividad quitinasica se expresa en ADO/mn/g de materia fresca.

Material vegetal utilizado

Todas las plantas ensayadas son plantas jovenes obtenidas mediante sembrado o mediante esqueje. Se practican
unas pulverizaciones de las formulaciones obtenidas a partir de oligopéptidos. Estas formulaciones contienen
diversos humectantes o penetrantes capaces de vehicular la materia activa (oligopéptidos) hasta las células.

EFECTOS ELICITORES DE OLIGOPEPTIDOS

Los efectos elicitores de oligopéptidos de sintesis se han estudiado en varias familias de plantas entre las cuales se
pueden citar: calabacin, mel6n, pepino, lechuga, trigo, vid.

Caso de los calabacines

Se han tratado unas plantas de calabacin de 3 semanas de edad mediante unos oligopéptidos. Los resultados
obtenidos se resumen en la tabla n® 1 (dibujo 1/2).

Segun los resultados de dicha tabla, se observa que es el producto 6 el que posee la actividad elicitora mas fuerte.
Admitiendo que el valor de 100% de actividad peroxidasica esta representado por el producto 6, los productos 10 y
12 muestran una actividad de 50%. Esta diferencia de actividad podria tener su explicacién en la diversidad de las
estructuras quimicas de estos productos.

Con grados diferentes, todos los demas productos han mostrado una actividad elicitora. Los resultados obtenidos
indican que entre los productos ensayados, los aminodcidos libres son mucho menos activos con respecto a los
oligopéptidos. El alaninol es el mas activo de los residuos ensayados, seguido en el orden por la alanina, el Aib y por
ultimo el GABA.

Estos resultados expresan claramente el poder elicitor de los oligopéptidos.

Caso de la vid

Se han tratado unas plantas de vid de 3 semanas mediante unos oligopéptidos. Los resultados obtenidos se
resumen en las tablas n Il, lll. (dibujo 1/2).

La correspondencia entre estructura y codigo de los productos sintetizados se indica en la tabla n® IV (dibujo 2/2).
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EFECTO DE PROTECCION ANTI-PATOGENICA DE LOS OLIGOPEPTIDOS

Ejemplo 1: Efecto contra la fusarlosis del melon

La pulverizacion de oligopéptidos formulados sobre unas plantas de meldn de siete dias e inoculados por fusarium
oxysporum fsp melonis cuatro dias antes, permite obtener una proteccion contra el patégeno. Paralelamente, se
pulverizaron las hojas con agua de un lote de plantulas control.

Diez dias después de la inoculacién, los sintomas aparecen Unicamente en las plantas inoculadas tratadas con
agua. Tres semanas después de la infeccion, estas plantas jovenes infectadas se secan y mueren.

Las plantas inoculadas y tratadas con los oligopéptidos no presentan ningln sintoma antes de seis semanas y
contindan desarrollandose normalmente después. Estos resultados expresan claramente el poder elicitor de estos
oligopéptidos sobre la resistencia de las plantas de mel6n frente a fusarium sp.

Ejemplo 2: Efecto contra las enfermedades aéreas del melon

Pulverizando unos oligopéptidos sobre unas plantas jovenes de meldn, se observa un efecto similar de proteccién
contra el oidium.

Cinco dias después de la inoculacién del patdégeno, los sintomas aparecen sélo en las plantas tratadas con agua.

Las tratadas con los oligopéptidos presentan so6lo pocos o ningln sintoma y siguen desarrollandose normalmente

tres semanas después de la inoculacion.

Segun las caracteristicas de base de la invencion, los oligopéptidos utilizados como elicitores:

- se obtienen por via de sintesis organica o enzimatica;

- tienen la particularidad de ser hetero y/o homopolimeros de aminoacidos, proteicos o no proteicos, que
constituyen unas secuencias de dichos polimeros que se seleccionan por su propiedad para formar unas
estructuras de tipo helicoidales o en forma de laminas .

La composicién segun la invencién puede:

- comprender por lo menos un oligopéptido que comprende por lo menos un aminoacido de tipo proteico, natural
y/o sintético, y/o no proteico, natural y/o sintético;

- presentarse o bien en forma liquida, en particular de disoluciéon acuosa, o bien en forma sélida, en particular de
polvos, granulos o de revestimiento de semillas. Los oligopéptidos utilizados pueden ser incorporados a un
vehiculo utilizado en agricultura de tipo humectante y penetrante.

La utilizacion de los oligopéptidos, segun la invencidn, tiene por efecto reducir, cuando se aplican:

- alos cereales, en particular al trigo, al maiz y al arroz, el ataque de los oidios, de las septoriosis, de las royas, de
las fusariosis, de las piriculariosis y de las enfermedades bacterianas y viricas;

- alos arboles frutales, en particular al peral y al manzano, el ataque de los didios, de la rofia, de las moniliosis, de
las enfermedades bacterianas y viricas tales como la "Sharka";

- alavid, el ataque del oidio, del mildiu, del botritis, de las enfermedades de la madera, de las enfermedades
teluricas y viricas tales como el raquitismo;

- al césped y en horticultura, los ataques de las pitiaceas, hongos con esclerotas, fusiarosis, oidios, enfermedades
bacterianas y viricas;

- alas oleaginosas, en particular a la soja, al girasol, al melén, a la zanahoria, a la coliflor y a la patata, el ataque
de los oidios, de los mildius, de las pitiaceas (Phytophtora, Pythium), de los hongos con esclerotas (Rhizoctonia,
Sclerotinia, Pyrenocheta), de los hongos vasculares (Fusarium, Verticillium), de las enfermedades bacterianas y
viricas.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién como elicitor de las defensas naturales de las plantas contra los patdgenos flngicos y/o bacterianos y/o
viricos y/o devastadores, de un oligopéptido que presenta una de las estructuras siguientes:

Ac-Alay-Ala-ol (1 <n < 10)

ES: [M + H]*; 147,0, 218,0, 288,6, 360,1, 431,1, 502,1, 573,3, 786,5
H-Alas-Ala-ol

ES:[M + H]": 147,0

H-Alaz-Ala-ol

ES: [M + H]*: 218; [M + Na]"; 240,0; [2M + H]": 434,8; [2M * Na]"; 457,4
H-Alas-Ala-ol

ES:[M + H]*: 289,0

H-Alas-Ala-ol

ES: [M + H]*: 260,2; [M + Na]": 382,2; [2M + H]": 719,7; [2M + Na]*: 741,5
H-Alas-Ala-ol

ES: [M + H]": 431,4; [M + Na]": 453,5; [2M + H]": 861,3; [2M + N]": 883,8
H-Alas-Ala-OH

ES: [M + H]": 502,4; [M + N]+: 524,2

H-Ala,-Ala-OH (1 < n < 10)

ES: [M + H]*: 160,9; 233,8; 303,1; 374,0; 445,2; 516,2; 587,3; 658,6; 729,3; 800,8

2. Utilizacion segun la reivindicacion 1, para luchar contra el ataque de los oidios, de las septoriosis, de las royas, de
las fusariosis, de las piriculariosis y de las enfermedades bacterianas y viricas en los cereales.

3. Utilizacion segun la reivindicacion 1, para luchar contra el ataque de los oidios, de la rofia, de las moniliosis, de las
enfermedades bacterianas y viricas en los arboles frutales.

4. Utilizaciéon segun la reivindicacion 1, para luchar contra el ataque de los oidios, del mildiu, del bortritis, de las
enfermedades de la madera, de las enfermedades teldricas y viricas en la vid.

5. Utilizacion segun la reivindicacién 1, para luchar contra los ataques de las pitiaceas, de los hongos con esclerotas,
de las fusariosis, de los oidios o de las enfermedades bacterianas y viricas en el césped y en horticultura.

6. Utilizacién segun la reivindicacion 1, para luchar contra los ataques de los didios, del mildiu, de las pitiaceas, de

los hongos con esclerotas, de los hongos vasculares o de las enfermedades bacterianas y viricas en las
oleaginosas.
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Producto (3,5 mg/l) | Actividad peroxidasica| % de actividad peroxidasica con respecto al producto
(ADO/min/gMF) mas activo
7 99,16 28,49
8 94,6 27,18
9 112 32,18
10 194 55,74
11 102 29,31
12 175 50,28
6 348 100
Alaninol 69,46 19,96
Alanina 65,78 18,9
Aib 53,1 15,26
GABA 49,1 14,11
Humectante solo 73,5 13,95
Control no tratado 47,77 13,72
Tabla n® 1
Producto Actividad peroxidasica | % de actividad peroxidasica con respecto al producto mas activo
TNT 164,59 71,68
6 187,5 81,66
13 136,6 59,49
Producto de referencia 229,59 100
Tablan?ll
Producto Actividad quitinasica | % de actividad quitinasica con respecto al producto mas activo
TNT 17,059 26,12
6 45,4 80,94
13 65,3 100
Producto de referencia 56,09 85,89

Tabla n® lll
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Correspondencia entre estructura y cédigo de los productos sintetizados

Producto Estructura
Ac-(Ala)n-Alaol
Ac-(Ala)n-Alaol-Ac
Ac-(Ala)n-Alaol
Dodecil-(Ala)n-Alaol
Ac-(Ala)n-Alaol
H-(Ala)n-Alaol
H-Ala-Alaol
(Ala)z-Alaol
(Ala)s-Alaol
(Ala)s-Alaol
(Ala)s-Alaol
12 H-(Ala)s-Alaol
13 H-(Ala)n-COOH
14 H-(Ala);-Alaol
GABA Acido y-aminobutirico
Aib Acido a-aminoisobutirico
T.N.T Control no tratado

OO |IN[O|O |~ |W|IN|—

H-
H-
H-
H-

Tabla n? IV
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