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@ Resumen:

Péptidos ciclicos antimicrobianos.

La presente invencion se refiere a nuevos péptidos cicli-
cos que tienen propiedades antimicrobianas. Dichos pép-
tidos tienen un numero par de amino&cidos comprendido
entre 4 y 10, y un contenido molar de lisina comprendi-
do entre el 40% y el 60%. La invencién describe la sin-
tesis y la utilizacion de los mencionados péptidos como
agentes antimicrobianos frente a bacterias y hongos pa-
tégenos 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 enferme-
dades de las plantas provocadas por bacterias y hongos
patégenos.
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DESCRIPCION

Péptidos ciclicos antimicrobianos.
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a péptidos ciclicos que son tienen propiedades antimicrobianas, y que son particu-
larmente eficaces frente a bacterias y hongos patégenos para las plantas.

Estado de la técnica anterior

La agricultura es un proceso para la produccién de alimentos mediante el cultivo de ciertas plantas. El paso de la
agricultura de subsistencia en la que se producia solamente lo necesario para satisfacer las necesidades del agricultor
y de su familia, a la agricultura industrial que implica la existencia de grandes extensiones cultivadas, ha conducido a
la necesidad de controlar las enfermedades de las plantas de forma efectiva a gran escala.

Un problema comiin en la agricultura es la reduccién en el rendimiento causada por los ataques por microorga-
nismos patogénicos para las plantas, por ejemplo las bacteriosis causadas por las bacterias Erwinia amylovora, Pseu-
domonas syringae, Xanthomonas vesicatoria, o Clavibacter michiganensis, o micosis causadas por diversos hongos
como Fusarium oxysporum.

Actualmente en Europa solamente estan autorizados algunos productos para la proteccidon de las plantas contra
enfermedades bacterianas basados principalmente en derivados ctipricos con una eficacia de control insuficiente.

Antibidticos, como kasugamicina o estreptomicina, que hasta hace pocos afios estaban autorizados en algunos
paises, en la actualidad no estdn autorizados en Europa. Los antibidticos estreptomicina y tetraciclina si que estdn
autorizados en paises como los EE.UU., pero en numerosos casos se ha puesto de manifiesto la aparicién de cepas
resistentes del patégeno que hacen su uso inefectivo, o que pueden suponer un riesgo de transferencia de dicha re-
sistencia a otras bacterias patégenas. En el caso de las micosis causadas 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.

Ademas, muchos de los compuestos antifiingicos y antibacterianos conocidos mdas efectivos presentan una persis-
tencia en el medio ambiente que no es deseable.

Otra forma de controlar las enfermedades causadas por los microorganismos patégenos de los vegetales consiste
en el empleo de compuestos aislados de la propia naturaleza, por ejemplo los péptidos, que estan presentes en plantas
y animales, y algunos de los cuales presentan propiedades antimicrobianas.

En Broekaert et al, Plant. Physiol., 1995, 108, 1353-1358, se describe una familia de péptidos denominados de-
fensinas vegetales que tienen una actividad antifingica elevada. Dichos péptidos estdn constituidos por secuencias
que comprenden entre 45 y 54 aminodacidos, y presentan puentes disulfuro formados entre dos aminodacidos cisteina
situados en distintos puntos de la estructura.

En la solicitud de patente WO-A-95/11306 se describe un péptido de 30 aminodcidos aislado de la remolacha, que
presenta propiedades bactericidas y fungicidas frente a microorganismos patégenos de los vegetales.

En la solicitud de patente WO-A-99/59412 se describe un péptido extraido de Poenibacillus polymyxa que inhibe
las enfermedades causadas por hongos en plantas. Dicho péptido consta de un anillo formado por seis aminodcidos, y
de una cadena lateral formada por dos aminoécidos.

En la solicitud de patente WO-A-97/30082 se describe la aplicacion para el empleo en agricultura de un péptido
formado por 25 aminoécidos aislado de un escorpién.

Otra forma de actuar contra los microorganismos patégenos de las plantas consiste en el empleo de compuestos
resultantes de la modificacion de péptidos o proteinas antimicrobianos aislados de la naturaleza. Por ejemplo como se
describe en:

- la solicitud de patente EP-A-0472987, que se refiere a péptidos lineales de 23 aminodacidos, que son modi-
ficaciones de péptidos naturales pertenecientes al grupo de la magainina,

- la solicitud de patente WO-A-02/06324, que se refiere a péptidos lineales de 44 aminoacidos derivados del
péptido natural denominado heliomicina, o

- la patente norteamericana US6015941, que se refiere a péptidos lineales formados por 17 aminodcidos
derivados de la taquiplesina.
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Como se describe en WO-A-96/008264, uno de los problemas de la utilizacién de compuestos antifingicos y
antibacterianos de origen natural es la limitacion en cuanto a las cantidades comerciales disponibles, en parte debido
a problemas de obtencién y purificacién.

Otra aproximacion para disponer de péptidos antimicrobianos consiste en prepararlos por via sintética.

En el contexto del desarrollo de péptidos con actividad antimicrobiana de amplio espectro, en la solicitud de patente
WO-A-98/03192 se describen péptidos ciclicos formados por un nimero de aminoacidos comprendido entre 10 y 30,
que pueden aplicarse para el tratamiento de infecciones y enfermedades microbianas en plantas causadas por bacterias
y hongos. Los péptidos formados por secuencias de 10 aminodcidos comprenden combinaciones de los aminoacidos:
alanina, arginina, cisteina, fenilalanina, glicina, leucina, lisina, ornitina, prolina, serina, tirosina, treonina, triptéfano,
valina y D-arginina. Sin embargo, los ensayos de actividad antimicrobiana sélo se realizan frente a bacterias patégenas
para el ser humano, y no se describe su actividad frente a bacterias y/o hongos patégenos para las plantas.

En el marco de disefiar nuevos péptidos antimicrobianos, en Frecer et al, Antimicrob. Agents Chemother., 2004,
48, 3349-3357, se describen péptidos constituidos por 19 aminodcidos, que comprenden la agrupacién de aminoéci-
dos glicina-serinaglicina en el centro de la molécula, y tienen estructura ciclica debido a la formacién de un puente
disulfuro entre los aminodcidos cisteina que se encuentran en posicién terminal. Dichos péptidos presentan una buena
eficacia frente a bacterias gram-positivas, que los hace susceptibles de ser aplicados en medicina, pero no se describe
su actividad frente a hongos o a bacterias patdgenas de los vegetales.

Subsiste pues la necesidad de disponer de compuestos que sean efectivos frente a infecciones y enfermedades de
las plantas provocadas por microorganismos como bacterias y hongos, y que sean faciles de sintetizar.

Los autores de la presente invencién han desarrollado péptidos que resultan de fécil preparaciéon y que presentan
una elevada eficacia para inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos de las plantas.

Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencién es proporcionar péptidos ciclicos que presentan propiedades antimicrobianas.
Otro objeto de la invencion es la utilizacion de dichos péptidos como agentes antimicrobianos.
También es objeto de la invencién una composicion fitosanitaria que comprende los péptidos de la invencion.

Forma parte también del objeto de la invencién un método para prevenir y tratar infecciones y enfermedades de las
plantas causadas por bacterias y hongos.

Descripcion de las figuras
Figura 1

En la Figura 1 se muestra la estructura de los 56 decapéptidos ciclicos pertenecientes a la quimioteca prepara-
da empleando el procedimiento Multipin™, en el que se emplean las SynPhase™ Lanterns comercializadas por la
empresa Mimotopes (Australia), como soporte sélido.
Descripcion detallada de la invencion
Péptidos

El objeto de la presente invencion es proporcionar péptidos ciclicos que tienen un contenido molar de lisina com-
prendido entre el 40% y el 60%, y que responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - Gln)] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe o D-Phe,
n=1,3,05,
m=1,3,05,y

n+m=2,4,608.
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El término “ciclo” que se encuentra al principio de la secuencia de aminodcidos en la férmula general (I) significa
que el péptido es ciclico, de modo que el grupo a-carboxilico del aminodcido Gln estd unido mediante un enlace
peptidico con el grupo a-amino del primer aminoacido X perteneciente al grupo (X),.

Las abreviaturas empleadas para los aminodcidos en esta descripcion siguen la normativa de la Comisién para la
Nomenclatura Bioquimica de la [UPAC-IUB, segtin se describe en J. Biol. Chem., 1972, 247, 977-983. De esta forma,
Lys significa L-lisina, Leu es L-leucina, Phe es L-fenilalanina, D-Phe es D-fenilalanina, y Gln es L-glutamina.

Los compuestos que pertenecen a este grupo de péptidos presentan actividad antimicrobiana.

Dicha actividad es particularmente efectiva frente a microorganismos patégenos de las plantas como por ejemplo el
hongo Fusarium oxysporum,y las bacterias Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria,
y Pseudomonas syringae.

Preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - GIn] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=1,yn=1,0

m=3,yn=1,3,05.

Mas preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X), - GIn] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=3,yn=5.

Entre los péptidos de la invencién que resultan ser preferidos se cuentan los definidos por las secuencias de ami-
noédcidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 23, y cuya estructura se muestra en la Tabla I:

TABLA I
SEQ_ID_NO: |Estructura
1 ciclo(Lys-Phe-Lys-Gln)
2 ciclo(Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gin)
3 ciclo(Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)
4 ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)
5 ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
6 ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
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7 ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
8 ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
9 ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
10 ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
11 ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
12 ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gin)
13 ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gin)
14 ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)
15 ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)
16 ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)
17 ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
18 ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
19 ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
20 ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)
21 ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
22 ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
23 ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

Los péptidos objeto de la invencién son ciclicos y comprenden entre 4 y 10 aminoécidos, y tienen un contenido
molar de lisina comprendido entre el 40% y el 60%.

Esto significa que en el caso de un péptido de 4, 6 o 8 aminodacidos, el péptido contiene dos, tres o cuatro residuos
de lisina respectivamente, que representa el 50% molar de lisina en todos los casos.

En el caso de un péptido de 10 aminoécidos, el péptido puede contener 4, 5 o 6 residuos de lisina, que responde
respectivamente al 40%, 50% o 60% molar de lisina.

Para describir la estructura de los péptidos de la invencién se va a emplear como ejemplo el péptido ciclo(Lys-Phe-
Lys-Gln), que corresponde a la férmula general (I) enlaquen=m =1, n+m =2, X es Lys, e Y es Phe.

Se trata de un péptido ciclico que comprende 4 aminodcidos. Los enlaces peptidicos que forman la estructura de
este péptido en el sentido de izquierda a derecha son los siguientes:

- El grupo a-carboxilico de la primera lisina estd unido con el grupo @-amino de la fenilalanina.
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- El grupo a-carboxlico de la fenilalanina est4 enlazado con el grupo @-amino de la segunda lisina.
- El grupo a-carboxlico de la segunda lisina estd unido al grupo a-amino de la glutamina.

- EI grupo a-carboxilico de la glutamina forma un enlace peptidico con el grupo a-amino de la primera
lisina, cerrando de esta forma el anillo.

Una caracteristica de los péptidos de la invencidn es su estructura ciclica. Segtn se describe en WO-A-98/03192,
los péptidos ciclicos son mds resistentes a los procesos proteoliticos en comparacién con sus homdélogos lineales.
De este modo se puede prolongar mas tiempo su presencia en la planta y también su actividad antimicrobiana. Este
hecho no se traduce en una persistencia negativa en el medio ambiente, ya que dichos péptidos acaban degraddndose
finalmente por las rutas bioldgicas habituales.

En la férmula general (I) de los péptidos de la presente invencién, el aminodcido Y puede ser Phe o D-Phe, es
decir, L-fenilalanina o D-fenilalanina.

Segiin se describe en WO-A-96/08264, la introduccién de aminodcidos de la serie D en un péptido contribuye a
incrementar la estabilidad de dicho péptido, ya que es menos sensible a las rutas bioldgicas que degradan los aminoé-
cidos de la serie L. No obstante, existen otras rutas alternativas que incluso degradan aminodcidos de la serie D, por
lo que esta mayor estabilidad no implica una persistencia de dichos péptidos en el medio ambiente.

Los péptidos descritos en la invencién tienen una longitud comprendida entre 4 y 10 aminodcidos que los hace
apropiados para ser preparados empleando los procedimientos habituales de sintesis de péptidos en fase sélida. Entre
dichos procedimientos se pueden mencionar:

- el procedimiento que usa la resina 4-metilbencidrilamina (MBHA) funcionalizada con grupos amino, como
soporte sélido para llevar a cabo las reacciones sucesivas de acoplamiento entre los diferentes aminodcidos
que integran el péptido y la etapa de ciclacién, y

- el procedimiento Multipin™, en el que se emplean las SynPhase™ Lanterns comercializadas por la empresa
Mimotopes (Australia). En la pagina web http://www.mimotopes.com/, se puede encontrar informacién
sobre dicha técnica.

Ambos procedimientos son bien conocidos por el experto en la materia y se encuentran descritos 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).

En la técnica que emplea la resina MBHA como soporte s6lido, habitualmente se incorpora a la resina un espacia-
dor bifuncional sensible al medio 4cido, que permite el desanclaje del péptido sintetizado en condiciones suaves.

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

Dicho espaciador, una vez se ha unido con su grupo carboxilico a un grupo amino de la resina MBHA, presenta un
grupo amino libre que permite el anclaje de un aminoacido que tenga un grupo carboxilico libre.

Las SynPhase™ Lanterns comerciales utilizadas son del tipo Rink amida y ya llevan incorporadas este espaciador
bifuncional.

Si el aminoécido tiene un grupo carboxilico libre en la cadena lateral, como por ejemplo el 4cido glutdmico o el
dcido aspadrtico, entonces se puede unir al soporte sélido a través de dicha cadena lateral, manteniendo disponibles el
otro grupo carboxilico y el grupo amino para la formacién de nuevos enlaces peptidicos.

La técnica Multipin™ se puede emplear para la construccién de quimiotecas de péptidos de forma muy convenien-
te, como se describe en los Ejemplos.

Un procedimiento para la preparacion de los péptidos de la invencion 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 aminoécidos que se emplean para preparar los péptidos de la invencion.

En la primera etapa se procede al anclaje del 4cido glutdmico a la resina, o a la SynPhase™ Lantern, a través
del grupo carboxflico libre de su cadena lateral. Los otros dos grupos reactivos del 4cido glutdmico se mantienen
protegidos para evitar reacciones secundarias: por ejemplo, el grupo a-carboxilico en forma de éster alilico, y el grupo
a-amino protegido por el grupo Fmoc.
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A continuacién se elimina el grupo protector Fmoc del grupo a-amino del dcido glutdmico, y se incorpora el
siguiente aminodcido del péptido que tiene el grupo a-amino protegido por el grupo Fmoc. El enlace se establece
entre el grupo carboxflico del nuevo aminodcido y el grupo amino del 4cido glutdmico.

Este proceso de eliminacion del grupo protector Fmoc y la incorporacién del nuevo aminodcido se repite hasta que
se completa un péptido con una estructura lineal.

En el caso del aminodcido lisina, el grupo amino de la cadena lateral estd protegido por el grupo Boc (t-butiloxi-
carbonilo), que es estable a las condiciones de eliminacién del grupo Fmoc.

Una vez finalizados los acoplamientos se elimina el éster alilico que protege el grupo a-carboxilico del 4cido
glutdmico, y se elimina el grupo Fmoc que protege el grupo @-amino del dltimo aminodcido incorporado.

Seguidamente se procede a la ciclacién entre el grupo a-carboxflico del dcido glutdmico y el grupo a-amino del
dltimo aminodcido incorporado. De esta forma se obtiene un péptido ciclico unido al soporte sdlido, bien sea la resina
o0 la SynPhase™ Lantern.

La escision del péptido del soporte sélido se realiza en condiciones dcidas e implica la ruptura del enlace entre
el grupo amino y el grupo bencidrilo del linker, conduciendo a la formacién del residuo de glutamina (Gln), que se
encuentra presente en el péptido de la invencion, como se puede observar en la formula general (I). Al mismo tiempo
que se libera el péptido del soporte s6lido se eliminan los grupos Boc de los residuos de lisina.

Tras un proceso convencional de aislamiento, los péptidos de la invencién se obtienen con un buen rendimiento,
habitualmente comprendido entre el 70% y el 80%, en forma de s6lidos pulverulentos, y se caracterizan mediante
analisis por HPLC, espectrometria de masas (ESI-MS, MALDI-TOF o FAB-MS).

Sorprendentemente se ha comprobado que los péptidos de la invencién presentan una actividad antimicrobiana,
que es particularmente efectiva frente a mi- croorganismos patégenos de las plantas como son el hongo Fusarium
oxysporum, y las bacterias Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas
syringae.

También forma parte de la invenciodn la utilizacién de los péptidos ciclicos que tienen un contenido molar de lisina
comprendido entre el 40% y el 60% y que responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - Gln] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe o D-Phe,
n=1,3,05,
m=1,3,05,y
n+m=2,4,608

como agentes antimicrobianos.

Preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - GIn] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=1,yn=1,0

m=3,yn=1,3,05
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Mas preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - Gln] 68}
donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=3,yn=35

Entre los péptidos de la invencion que resultan ser preferidos se cuentan los péptidos definidos por las secuencias
de aminoacidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ D_NO: 23.

Preferiblemente los péptidos de la invencidn se utilizan como agentes antimicrobianos frente a bacterias y a hongos
patogenos para las plantas.

Preferiblemente las bacterias patégenas para las plantas se seleccionan entre el grupo formado por Erwinia amylo-
vora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

Estas bacterias resultan ser indicadores apropiados para determinar la actividad antimicrobiana de compuestos que
son susceptibles de ser empleados para combatir infecciones y enfermedades causadas por bacterias en plantas.

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 rosiceas, entre las que se encuentran drboles frutales de gran importancia
econdmica como el manzano y el peral, y plantas ornamentales como serbal, espino, mostajo, etc. 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 muerte 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 inéculo.

Clavibacter michiganensis es una bacteria gram positiva que causa la podredumbre angular de la patata (C. michi-
ganensis subsp. sepedonicum) y el chancro bacteriano del tomate (C. michiganensis subsp. michiganensis). Se trata
de enfermedades de cuarentena de muy dificil control, ya que el patégeno se mantiene viable en el suelo en restos de
material infectados y se transmite por semillas.

Xanthomonas vesicatoria es una bacteria gram negativa que provoca la enfermedad denominada Mancha Bacteria-
na en plantas de la familia de las solandceas que tienen una gran importancia econémica como el tomate 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 nimero de enfermedades denominadas
necrosis bacterianas en plantas de cultivos horticolas y lefiosos como frutales. La patogenicidad de P. syringae reside
en muchos casos en su actividad nucleadora del hielo (INA+) que potencia los danos por helada y a la produccién de
diversas fitotoxinas como las siringomicinas.

De forma preferida el hongo patégeno para las plantas es Fusarium oxysporum.

Fusarium constituye un género de hongos habitantes del suelo y ubicuos, en el que se incluyen muchas razas y
especies fitopatdgenas causantes de numerosas enfermedades de importancia econdmica principalmente en cultivos
horticolas. Las enfermedades vasculares que provocan causan la pérdida de turgencia de la planta y con frecuencia su
muerte debido al colapso del sistema conductor. Las principales enfermedades estdn causadas por el género Fusarium
oxysporum que se subdivide en diversas formas especiales o razas atendiendo a la planta huésped afectada, como
lycopersici que afecta a tomate, melonis al meldn, conglutinans a diversas cucurbiticeas, cubense a platanera, dianthi
al clavel, etc. Al ser un patégeno de suelo es de muy dificil control, principalmente debido a que los métodos clasicos
se basan en la desinfecciéon mediante bromuro de metilo, cuyo uso estd prohibido en la actualidad, y a que en general
los fungicidas existentes son poco eficaces en el control de dicho patégeno.

Preferiblemente las plantas que se pueden tratar con los péptidos de la invencién 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, albarico-
quero, ciruelo, cerezo) y el platanero.

Entre las plantas horticolas se encuentran las soldnaceas (tomate, pimiento, patata) y cucurbiticeas (meldn, sandia).
Ejemplos de plantas ornamentales son serbal, clavel, espino albar y mostajo.
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Composiciones fitosanitarias
También forma parte del objeto de la invencién una composicidn fitosanitaria que comprende:

- un péptido que tiene un contenido molar de lisina comprendido entre el 40% y el 60%, y que estd definido
por la férmula general (I)

ciclo[(X), - Y - (X),, - Gln] @

donde:

X es Lys o Leu,

Y es Phe o D-Phe,
m=1,3,05,
n=1,3,05,y
n+m=2,4,608,y

un agente auxiliar.

Preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - GIn] )

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=1,yn=1,0

m=3,yn=1,3,05

Mas preferiblemente los péptidos responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y = (X)y, - Gln] @

donde:
X es Lys o Leu,
Y es Phe, y
m=3,yn=5

Entre los péptidos de la invencioén que resultan ser preferidos se cuentan los péptidos definidos por las secuencias
de aminoacidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 23.

Habitualmente, en las composiciones antimicrobianas se combinan varios principios activos para obtener una ma-
yor eficacia o un espectro mas amplio de actuacién. En este caso, las composiciones fitosanitarias de la invencién
también pueden comprender otros agentes antibacterianos o antifingicos para conseguir mayor eficacia antimicrobia-
na, como por ejemplo la combinacién de varios péptidos de la invencién, o su combinacion con otras materias activas
distintas.

La cantidad de péptido que forma parte de la composicién fitosanitaria puede ser variable en funcién de factores
tales como el tipo de planta, la concentracién de las bacterias y hongos patégenos en la planta, la extension de la
enfermedad, etc. La concentracion efectiva del péptido se puede determinar y ajustar facilmente mediante métodos de
rutina bien conocidos en microbiologia por el experto en la materia. Habitualmente la concentracién en materia activa
se encuentra comprendida entre 0,1 y 0,5 g/l.
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El agente auxiliar que acompaifia los péptidos de la invencién en dichas composiciones fitosanitarias puede te-
ner varias funciones, como por ejemplo, facilitar la dosificacién del péptido, proporcionar un producto facilmente
manipulable, mejorar el mojado de las plantas.

Dicho agente auxiliar puede ser seleccionado entre el grupo formado por: disolventes, diluyentes, cargas inertes,
agentes tensioactivos humectantes, agentes tamponantes, agentes dispersantes, agentes antiapelmazantes, lubricantes,
filtros de la radiacion 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 radiacién 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 formula-
ciones liquidas, la composicion de la invencioén puede presentarse en forma de una composicion 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 composicion.

Una ventaja de los péptidos de la invencion es que se pueden disolver en agua con facilidad, y se pueden formular
generalmente como disoluciones acuosas sin necesidad de emplear disolventes orgdnicos adicionales.

Las composiciones en forma sélida pueden ser en forma de granulos, o polvos, en las que los péptidos de la
invencion se mezclan con cargas inertes finamente divididas como, por ejemplo, caolin, tierra de diatomeas, dolomita,
carbonato célcico, o talco. También pueden presentarse en forma de polvos o granulos dispersables, que comprenden
un agente humectante para facilitar la dispersion del polvo o de los granulos en el liquido.

También forma parte del objeto de la invencién un método para prevenir y tratar infecciones y enfermedades de
plantas causadas por bacterias y hongos que comprende poner en contacto la planta con una composicion fitosanitaria
que incluye los péptidos de la invencién.

La composicion fitosanitaria de la invencion se puede aplicar de forma preventiva a las plantas para evitar la
aparicion de las infecciones y enfermedades causadas por bacterias y hongos. El tratamiento preventivo tiene su base
en que los péptidos de la invencién inhiben el crecimiento de bacterias y hongos patdgenos para las plantas.

También 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 invencién inhiben el crecimiento de las bacterias y hongos causantes de dichas
infecciones y enfermedades.

En esta descripcién el término infeccién se refiere a la invasién y destruccién de un 6rgano, 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 toda la planta, dando lugar a sintomas.

Preferiblemente el método de la invencion se emplea para prevenir y tratar infecciones y enfermedades provocadas
por bacterias patdgenas para las plantas seleccionadas entre el grupo formado por Erwinia amylovora, Clavibacter
michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae.

De forma preferida el hongo patégeno para las plantas es Fusarium oxysporum.

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

En el método de la invencién, la composicién 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 invencidn, la composicidn fitosanitaria se puede poner en contacto con la planta por cualquier
técnica convencional, entre las que destacan, la pulverizacion, la inmersion o el riego.

Por ejemplo se puede preparar una disolucién acuosa de los péptidos 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 pulverizacion o por inmersién antes de su cosecha
0 en post-cosecha.
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El tratamiento de las raices puede llevarse a cabo por ejemplo empleando una composicién sélida en la que los
péptidos se encuentran dispersos en una carga inerte, o por pulverizacidon con la mencionada disolucién acuosa, o
mediante su aplicacién por riego.

Ensayos biolégicos

La actividad antimicrobiana de los péptidos de la invencion frente a bacterias y a hongos patégenos para plantas
se ha evaluado mediante la determinacion de la concentracion de péptido minima necesaria para inhibir el creci-
miento de los microorganismos. Habitualmente dicha concentracidn se denomina concentracién inhibitoria minima
(CIM).

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

Se ha comprobado que las composiciones que comprenden los péptidos de la invencidn disueltos en agua a concen-
traciones comprendidas entre 3,12 y 6,25 uM son efectivas para inhibir el crecimiento de bacterias como Xanthomonas
vesicatoria, y Pseudomonas syringae, a concentraciones entre 6,25 y 12,5 uM inhiben el crecimiento de las bacterias
Erwinia amylovora y Clavibacter michiganensis, y a concentraciones inferiores a 6,25 uM inhiben el crecimiento de
hongos como Fusarium oxysporum.

Estos resultados demuestran la eficacia de la actividad antimicrobiana de los péptidos de la invencién, ya que en
Avrahami et al, Biochemistry, 2001, 40, 12591-12603, se describe que una concentracién inhibitoria minima inferior
a 50 uM es considerada como significativa.

La actividad hemolitica de los péptidos es una caracteristica que generalmente se determina para aquellos com-
puestos que pueden llegar a entrar en contacto con el cuerpo humano. Este seria el caso si frutas u hortalizas tratadas
con los péptidos de la invencién contuvieran restos de los mismos y fuesen consumidos por las personas, o al ser
manipulados por operarios durante su aplicacién o preparacion.

La mencionada actividad hemolitica se ha evaluado mediante la determinacidn de la liberacién de hemoglobina que
se produce al poner en contacto una solucién de dichos péptidos en tampén de TRIS con suspensiones de eritrocitos
al 5% en volumen/volumen procedentes de sangre humana fresca. El resultado de dicha determinacién se expresa
como el porcentaje de hemdlisis que se produce para una determinada concentracién de péptido. Una descripcion de
la metodologia empleada para la determinacién de la actividad hemolitica se encuentra en Oren et al, Biochemistry,
2000, 39, 6103-6114, y en Raguse et al, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 12774-12785.

Se ha comprobado que los péptidos de la invencién presentan una actividad hemolitica que se puede clasificar como
baja, ya que la mayoria de ellos presentan una HDs, superior a 375 uM. HDS50 es la concentracién de péptido a la que
se produce la liberacién del 50% de la hemoglobina en el bioensayo referido. Se observa, pues, que la concentracién a
la que los péptidos tendrian una actividad hemolitica significativa es entre diez y cien veces superior a la concentracién
a la que son activos para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos patégenos para las plantas.

Los ejemplos que se exponen a continuacién se deben interpretar como un medio auxiliar para una mejor com-
prension de la invencién, y no como limitaciones al objeto de la misma.

Ejemplos

En los ejemplos que siguen se emplean las siguientes abreviaciones: Al: alilo; Boc: tert-butiloxicarbonilo; DIEA:
N,N-diisopropiletilamina; DMF: N,N-dimetilformamida; EDTA, &cido etilendiaminotetracético; ESI-MS: espectro-
metr a de masas con ionizacién por electrospray; FAB-MS: espectromet fa de masas por bombardeo con dtomos ra-
pidos (Fast Atom Bombardment - Mass Spectrometry); Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo; HBTU: hexafluorofosfato
de N-6xido de N-[(1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metilen]-N-metilmetanaminio; HOBt: 1-hidroxibenzo-triazol;
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién; MALDI-TOF: ionizacién desorcién por laser asistida por una ma-
triz - Tiempo de vuelo (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time-of-Flight); MBHA: 4-metilbencidrilamina;
MWTI: radiacién por microondas; NMM: N-metilmorfolina; NMP: N-metilpirrolidona; Ph: fenilo; Py-BOP: hexafluo-
rofosfato de benzotriazol-1-il-N-oxitris(pirrolidino)fosfonio; TFA: 4cido trifluoroacético; THF: tetrahidrofurano; TIS:
trisisopropilsilano; UV: ultravioleta.

Los productos Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu-OAI, Fmoc-Leu-OH, la resina MBHA funcionali-
zada con grupos amino, el espaciador bifuncional Fmoc-Rink- Linker (ntimero CAS: 145469-56-3), HBTU, PyBOP,
y HOBL se obtuvieron de Senn Chemicals. Las SynPhase™ Lanterns del tipo Rink amida de poliestireno de la serie
D se obtuvieron de la empresa Mimotopes (Clayton, Australia). Los productos TFA, NMP, Pd(PPh3)4, N,N-dietil-
ditiocarbamato sédico, y TIS se obtuvieron de Aldrich. Los productos piperidina, NMM, y DIEA se obtuvieron de
Fluka.
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Las siguientes indicaciones sobre el procedimiento para la preparacién de los péptidos son de caracter general:
- Se han empleado aminodcidos que tienen el grupo a-amino protegido con el grupo Fmoc.
- Para la proteccion de la cadena lateral de la lisina se ha empleado el grupo fert-butiloxicarbonilo (Boc).

- En las reacciones llevadas a cabo sobre soporte de resina se emplearon jeringas de 5 o 10 ml que tenian
incorporado un filtro microporoso de polipropileno.

- En las reacciones llevadas a cabo con las SynPhase™ Lanterns del tipo Rink amida de la empresa Mimo-
topes, se emplearon recipientes de vidrio de 5 a 50 ml, y jeringas de plastico de 10 a 50 ml.

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

- Los experimentos con radiacion de microondas se llevaron a cabo en el aparato Ethos SEL de la empresa
Milestone, equipado con un sistema de magnetrén dual de 1.600 vatios. El tiempo, la temperatura de re-
accidn, y la potencia se controlaron mediante el paquete informdtico EasyControl que va incorporado al
equipo de microondas. La temperatura se controlaba a través de un sistema automdtico de control de la
temperatura por fibra 6ptica, ATC-400F0, sumergido en un recipiente de referencia Milestone.

- El andlisis por HPLC se llevé a cabo a 1,0 mllmin empleando una columna de fase reversa Kromasil (4,6
x 40 mm; tamafio de particulas de 3,5 p.m). Se emplearon gradientes lineales con TFA acuoso al 0,1% y
TFA en acetonitrilo al 0,1%, con una relacién comprendida entre 0,98:0,02 y 0,98:0,1 durante un periodo
de tiempo de 7 minutos con deteccién UV a una longitud de onda de 220 nm.

- Los espectros ESI-MS fueron adquiridos empleando un instrumento quadrupolo Navigator; el instrumento
se oper6 en el modo positivo de iones (ES+) con un voltaje en la muestra de 3 kV.

- Los espectros MALDI-TOF fueron adquiridos mediante un instrumento Ultra-flex de la empresa Bruker.
- Todas las relaciones entre los disolventes son volumen/volumen, a no ser que se especifique otra cosa.
Ejemplo 1

Preparacion de ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) en fase solida empleando como soporte solido re-
sina MBHA

En una jeringa de 5 ml de capacidad, equipada con un filtro microporoso en la parte inferior, se colocaron 200 mg
de resina MBHA con una funcionalizacién de 0,3 mmol/g, equivalentes a 0,06 mmoles de grupos amino, y se llend la
jeringa con di- solvente para hinchar-lavar la resina de acuerdo con la siguiente secuencia: CH,Cl, (5 x 0,5 min), una
mezcla de TFA y CH,Cl, (4:6, 1 x 20 min), CH,Cl, (5 x 0,5 min), una mezcla de DIEA y CH,Cl, (5:95, 3 x 1 min),
CH,Cl, (5 x 0,5 min), y NMP (5 x 0,5 min). La expresién CH,Cl, (5 x 0,5 min) se refiere a que se realizaron 5 lavados
con cloruro de metileno de 0,5 minutos cada uno. Después de cada etapa de lavado se elimina el disolvente mediante
un filtrador de vacio mdltiple (Vac Man Laboratory Vacuum Manifold de Promega Distribuidora).

El espaciador bifuncional se acopl6 a la resina por tratamiento con 97 mg de Fmoc-Rink-Linker (0,18 mmoles),
68 mg de HBTU (0,18 mmoles) y 31 ul de DIEA (0,18 mmoles) en 1 ml de NMP. Se mantuvo durante toda la noche
y se comprobé que el test de ninhidrina era negativo (Kaiser et al, Anal. Biochem., 1970, 34, 595-598).

Después de lavar la resina con NMP (5 x 2 min), ésta se traté con una mezcla de piperidina y NMP (3:7, 2 x 8
min) para eliminar el grupo Fmoc presente en el grupo amino del espaciador bifuncional, y, a continuacién, se lavo
con NMP (5 x 2 min).

Seguidamente la resina se traté con 74 mg de Fmoc-Glu-OA1(0,18 mmoles), 68 mg de HBTU (0,18 mmoles) y
31 ul de DIEA (0,18 mmoles) en 1 ml de NMP. Después de 4 h se comprobé que el test de ninhidrina era negativo. A
continuacién se lavé con NMP (5 x 2 min).

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 el resto de los aminodcidos protegidos con el grupo N*-
Fmoc: Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH, y Fmoc-Leu-OH. En cada etapa se procedié al lavado con NMP (5 x 2
min).

El éster alilico C-terminal del dcido glutdmico incorporado al péptido fue eliminado bajo atmdsfera de nitrégeno
por tratamiento con 347 mg de Pd(PPh;), (0,3 mmoles) en 3 ml de una mezcla de cloroformo, 4cido acético y NMM
(37:2:1) durante 5 h bajo agitacién. Pasado este tiempo la resina fue lavada con THF (3 x 2 min), NMP (3 x 2 min),
una mezcla de DIEA y CH,Cl, (1:19, 3 x 2 min), N,N-dietilditiocarbamato sédico (0,03 M en NMP, 3 x 15 min), NMP
(10 x 1 min), CH,Cl, (3 x 2 min), y NMP (3 x 1 min).
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Después de eliminar el grupo Fmoc del dltimo aminodcido acoplado y proceder a los lavados como ya se ha
descrito anteriormente, se obtuvo el péptido lineal Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Glu unido a la resina. En
este estadio, el péptido contiene atin el residuo de 4cido glutdmico, ya que la glutamina no se forma hasta la escisién
del péptido ciclico de la resina.

La ciclacion del péptido se llevé a cabo mediante tratamiento con 156 mg de PyBOP (0,3 mmoles), 40 mg de HOBt
(0,3 mmoles), y 104 ul de DIEA (0,6 mmoles) en 1 ml de NMP. Después de 24 horas a 25°C, el test de ninhidrina fue
negativo.

A continuacioén se lavé la resina con NMP (6 x 1 min) y CH,Cl, (6 x 1 min), y se escindi6 el péptido ciclico de la
resina mediante un tratamiento con 2 ml de una mezcla de TFA, agua y TIS (95:2,5:2,5) durante 2 horas. Se recogieron
los filtrados en un vial mediante una presioén 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 precipit6 con éter dietilico, se centrifugé, y el éter se decanté. Este
proceso se repitié 3 o 4 veces. Finalmente, el producto sélido obtenido se disolvié en agua, y se liofiliz6.

Se obtuvo un sélido pulverulento cuya estructura se analizé por HPLC y se confirm6 por ESI-MS, MALDI-TOF o
FAB-MS.

Ejemplo 2

Preparacion de ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-GIn) en fase solida empleando como soporte solido una
SynPhase™ Lantern

Se partié de una SynPhase™ Lantern del tipo Rink amida de poliestireno de la serie D formada por nueve discos
unidos entre si, equivalentes a 35 umoles. Se cortd un fragmento de Lantern que comprendia cinco discos, equivalente
a 19,44 umoles, que se coloc6 en un recipiente provisto con un tapén y se hinché con CH,Cl, (5 min). La eliminacién
del grupo protector Fmoc presente en el soporte sélido se llevé a cabo por tratamiento con 1 ml de una mezcla de
piperidina, CH,Cl, y NMP (1:2:2, 2 x 45 min). Los lavados se llevaron a cabo en jeringas de 10 ml, cubriendo el
fragmento con NMP (3 x 5 min) y CH,Cl, (2 x 5 min). Después de cada etapa de lavado se elimina el disolvente
mediante un filtrador de vacio miiltiple.

El fragmento de Lantern se colocé a continuacién en un recipiente cenado que contenfa 1 ml de una solucién en
NMP de 49 mg de Fmoc-Glu-OAl (120 mM), 46 mg de HBTU (120 mM), y 42 ul DIEA (240 mM). Después de 24
horas, el fragmento de Lantern se lavé con NMP (3 x 5 min), y CH,Cl, (2 x 5 min).

Las siguientes etapas de acoplamiento con los aminodcidos restantes se llevaron a cabo mediante ciclos repetidos
de eliminacién del grupo Fmoc, acoplamiento y lavados, como ya se ha descrito anteriormente.

Una vez finalizadas las etapas de acoplamiento, el éster alnico C-terminal fue eliminado bajo atmdsfera de nitroge-
no por tratamiento durante 6 h con 87 mg de Pd(PPh;), (75 mM) en 1 ml de una mezcla de cloroformo, dcido acético
y NMM (37:2:1). El fragmento de Lantern fue lavado con una mezcla de cloroformo, acido acéticoy NMM (37:2:1, 3
X 2 min), una mezcla de DIEA y CH,Cl, (1:19, 3 x 5 min), N,N-dietilditiocarbamato sédico (0,03 M en NMP, 3 x 15
min), NMP (5 x 5 min), y CH,Cl, (5 x 5 min).

Después de eliminar el grupo Fmoc y proceder a los lavados como ya se ha descrito anteriormente, se obtuvo un
péptido lineal unido a la SynPhase™ Lantern.

La ciclacién del péptido se llevé a cabo mediante tratamiento con 162 mg de PyBOP (311 pumoles), 42 mg de HOBt
(311 umoles), y 109 ul de DIEA (622 pumoles) en 1 ml de NMP. Después de 24 horas a 25°C, se lavé el fragmento
de Lantern con NMP (3 x 5 min) y CH,Cl, (3 x 5 min), y se escindi6 el péptido ciclico de dicho fragmento mediante
un tratamiento con una mezcla de TFA, agua y TIS (95:2,5:2,5) durante 1 hora. El fragmento de Lantern se sac6 con
unas pinzas y la mezcla acidolitica se evaporé casi a sequedad bajo una corriente de nitrégeno hasta obtener un aceite.
Dicho aceite se precipité con éter dietilico, se centrifugé, y el éter se decantd. Este proceso se repitié 3 o 4 veces.
Finalmente el producto sélido obtenido se disolvié en agua, y se liofilizo.

Se obtuvo un sélido pulverulento, cuya estructura se analizé por HPLC y se confirmé por ESI-MS, MALDI-TOF
o FAB-MS.

Ejemplo 3

Preparacion de ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) en fase solida empleando como soporte sélido una
SynPhase™ Lantern y realizando la ciclacion empleando radiacion de microondas

Se parti6 de una SynPhase™ Lantern de 35 umoles del tipo Rink amida de poliestireno de la serie D, de la que
se cort6 un fragmento que comprendia cinco discos unidos entre si, equivalente a 19,44 umoles, que se coloc en un
recipiente de vidrio provisto con un tapén y se hinché con CH,Cl, (5 min). La eliminacién del grupo protector Fmoc
se llevé a cabo por tratamiento con 1 ml de una mezcla de piperidina, CH,Cl, y NMP (1:2:2, 2 x 45 min). Los lavados

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 281 274 B2

se llevaron a cabo sumergiendo el fragmento en NMP (3 x 5 min) y CH,Cl, (2 x 5 min) empleando jeringas de 10 ml.
Después de cada etapa de lavado se elimina el disolvente mediante un filtrador de vacio mdltiple.

El fragmento de Lantern se colocé a continuacién en un recipiente cenado que contenia 1 ml de una solucién en
NMP de 49 mg de Fmoc-Glu-OAI (120 mM), 46 mg de HBTU (120 mM), y 42 ul DIEA (240 mM). Después de 24
horas, el fragmento se lavé con NMP (3 x 5 min), y CH,Cl, (2 x 5 min).

Las siguientes etapas de acoplamiento con el resto de los aminoacidos se llevaron a cabo mediante ciclos repetidos
de eliminacién del grupo Fmoc, acoplamiento y lavados, como ya se ha descrito anteriormente.

Una vez finalizadas las etapas de acoplamiento, el éster alilico C-terminal fue eliminado bajo atmdsfera de nitrége-
no por tratamiento durante 6 h con 87 mg de Pd(PPh;), (75 mM) en 1 ml de una mezcla de cloroformo, acido acético
y NMM (37:2:1). El fragmento de Lantern fue lavado con una mezcla de cloroformo, dcido acético y NMM (37:2:1, 3
X 2 min), una mezcla de DIEA y CH,Cl, (1:19, 3 x 5 min), N,N-dietilditiocarbamato sédico (0,03 M en NMP, 3 x 15
min), NMP (5 x 5 min), y CH,Cl, (5 x 5 min).

Después de eliminar el grupo Fmoc y proceder a los lavados como ya se ha descrito anteriormente, se obtuvo un
péptido lineal unido a la SynPhase™ Lantern.

La ciclacién del péptido se llevé a cabo colocando el fragmento de Lantern en un vial de vidrio y tratdndolo con
162 mg de PyBOP (311 umoles), 42 mg de HOBt (311 umoles), y 109 ul de DIEA (622 ymoles) en 1 ml de NMP.

El vial se colocé en un recipiente apropiado para la radiacién de microondas. Primeramente se aplic durante 5
minutos una rampa de radiacion de microondas hasta un maximo de 500 vatios, para llegar a una temperatura de 50°C.
La potencia de la radiacién de microondas se regulaba mediante un termostato que se fijé a una temperatura maxima
de 50°C. Se continud la irradiacién para mantener la temperatura a 50°C durante 15 minutos. La masa de la reaccién
se enfrid a temperatura ambiente, y se aplicaron dos ciclos de 15 minutos de radiacién de microondas.

Una vez finalizado el periodo de irradiacién, se elimind el disolvente y el fragmento de Lantern se lavé en NMP
(3 x 5 min) y CH,Cl, (3 x 5 min). El péptido ciclico se escindié del fragmento de Lantern mediante un tratamiento
con una mezcla de TFA, agua y TIS (95:2,5:2,5) durante 1 hora. El fragmento de Lantern se sac6 con unas pinzas y
la mezcla acidolitica se evapord casi a sequedad bajo una corriente de nitrégeno hasta obtener un aceite. Dicho aceite
se precipitd con éter dietilico, se centrifugd, y el éter se decantd. Este proceso se repitié 3 o 4 veces. Finalmente el
producto sélido obtenido se disolvié en agua, y se liofiliz6.

Se obtuvo un sélido pulverulento, cuya estructura se analizé por HPLC y se confirmé por ESI-MS, MALDI-TOF
o FAB-MS.

Ejemplos 4 a 6

Preparacion de péptidos de la invencion en fase sélida empleando como soporte sélido una SynPhase™ Lantern y
realizando la ciclacion empleando radiacion de microondas

Siguiendo un procedimiento andlogo al descrito en el Ejemplo 3, se prepararon los péptidos ciclicos que muestra
la Tabla II:

TABLA II

Ejemplo | Péptido n m

4 ciclo(Lys-Phe-Lys-Gln) 1 1
SEQ_ID_NO:1

5 ciclo(Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 1 3
SEQ_ID_NO:2

6 ciclo(Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 3 3
SEQ_ID_NO:3

En todos los casos los péptidos ciclicos se analizaron por HPLC y se confirmé su estructura por ESI-MS, MALDI-
TOF o FAB-MS.
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Ejemplo 7

Preparacion de una quimioteca de péptidos ciclicos en fase solida empleando como soporte sélido SynPhase™ Lan-
terns

Se preparé una quimioteca de 56 péptidos ciclicos de 10 aminodcidos a partir de 28 SynPhase™ Lanterns del tipo
Rink amida de poliestireno de la serie D comerciales, cada una de las cuales se dividié en dos.

Los fragmentos de Lantern se marcaron con “spindles” y “cogs” de colores, comercializados por Mimotopes, para
identificar las posiciones que contenian un residuo de leucina.

Todos los fragmentos de Lantern se colocaron en un tnico recipiente de vidrio provisto con un tapén y se cubrieron
con CH,Cl, durante 5 minutos para hincharlos. Para eliminar el grupo protector Fmoc se trataron con 30 ml de una
mezcla de piperidina-CH,Cl,-NMP (1:2:2, 2 x 45 min).

Los lavados se llevaron a cabo sumergiendo los fragmentos en NMP (3 x 5 min) y CH,Cl, (2 x 5 min) empleando
jeringas de plastico. Después de cada etapa de lavado se elimina el disolvente mediante un filtrador de vacio multiple.

A continuacién los fragmentos de Lantern se colocaron en un recipiente provisto de un tapén que contenia 30 ml
de una solucién de 1,47 g de Fmoc-Glu-OAl (120 mM), 1,36 g de HBTU (120 mM), y 1,25 ml de DIEA (240 mM) en
NMP. Al cabo de 24 horas, se lavaron los fragmentos con NMP (3 x 5 min) y CH,Cl, (2 x 5 min).

Los acoplamientos subsiguientes se llevaron a cabo mediante ciclos repetidos de eliminacién del grupo Fmoc,
acoplamiento con un nuevo aminodcido, y lavados, tal como ya se ha descrito anteriormente.

Para cada acoplamiento con Fmoc-Lys(Boc)-OH y Fmoc-Leu-OH, los fragmentos de Lantern se clasificaron y se
separaron en dos grupos, de modo que 21 fragmentos se trataron con una solucién que contenia Fmoc-Leu-OH, y 35
fragmentos con Fmoc-Lys(Boc)-OH.

Después de cada etapa de acoplamiento, los fragmentos de Lantern se introducian en una tinica jeringa de plastico
para realizar los lavados.

A continuacién se separaban nuevamente en dos grupos para el acoplamiento subsiguiente de Fmoc-Lys(Boc)-OH
o Fmoc-Leu-OH, o se colocaban en un mismo recipiente para el acoplamiento de Fmoc-Phe-OH.

Una vez finalizados todos los acoplamientos para obtener péptidos lineales de 10 aminodcidos, se procedié a
la eliminacién del éster alilico C-terminal, a la eliminacién del grupo protector Fmoc, y a los lavados siguiendo el
procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Todas estas etapas se realizaron colocando todos los fragmentos de Lantern
en un Unico recipiente o jeringa.

La ciclaciéon de cada uno de los péptidos se llevd a cabo en recipientes individuales siguiendo el tratamiento
descrito en el Ejemplo 2.

A continuacién se procedi6 a la escision del péptido ciclico del soporte sélido, y al aislamiento de cada uno de los
péptidos siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Para ello, cada fragmento de Lantern se colocé en un
recipiente individual.

Los péptidos obtenidos se analizaron por HPLC y se confirmé su estructura por ESI-MS, MALDI-TOF o FAB-
MS.

En la Figura 1 se incluyen las estructuras de los 56 decapéptidos ciclicos sintetizados en este Ejemplo 7.
Ejemplo 8
Ensayos de actividad antimicrobiana

Para evaluar el efecto antimicrobiano de los péptidos de la invencién se emplearon las siguientes cepas de bac-
terias patdgenas: Erwinia amylovora PMW6076 (INRA, Angers, Francia), Clavibacter michiganensis, Xanthomonas

vesicatoria 2323-3 (IVIA, Valencia, Espafa), y Pseudomonas syringae 94 (INTEA, Universitat de Girona, Espaiia).

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

Las muestras de E. amylovora PMV6076 y P. syringae se obtuvieron después de un crecimiento de 24 horas a
25°C, y la muestra de X. vesicatoria 2323-3 se recogi6 después de 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, que
correspondia aproximadamente a 10® unidades formadoras de colonias/ml.
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Para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM), los péptidos se solubilizaron en agua estéril milli-Q
hasta una concentracién final de 1000 uM vy se filtraron a través de un filtro de 0,22 um de poro.

Se realizaron diluciones de los péptidos de la invencién para obtener soluciones a las concentraciones 750, 500,
250, 125, 62,5,y 31,2 uM.

Se mezclaron 20 ul de cada dilucién con 20 ul de la suspension del indicador bacteriano correspondiente, 160 ul
de medio liquido TSB (Triptone Soy Broth), hasta un volumen total de 200 ul en cada pocillo de una microplaca. Asi
las concentraciones efectivas a las que se sometian las suspensiones de bacterias fueron 75, 50, 25, 12,5, 6,25y 3,12
uM.

Se llevaron a cabo tres replicados para cada cepa, concentraciéon y péptido en ensayo.

Los controles positivos contenfan agua en lugar de péptido, y los controles negativos contenian los péptidos sin la
suspension bacteriana.

El crecimiento microbiano se determiné automdticamente mediante la medida de la densidad 6ptica a 600 rim
empleando el Microbiology Analyser 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 realizé por triplicado. Como CIM se tomo la concentracién de péptido
mds baja a la que no se producia crecimiento bacteriano al final del experimento.

En la Tabla III se presenta el rango de concentraciones entre las que se encuentra la CIM, expresada en uM, después

de 48 horas de incubacién a 25°C, para diferentes péptidos de la invencion frente a las bacterias Erwinia amylovora,
Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae:

(Tabla pasa a pagina siguiente)

16



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 281 274 B2

TABLA III

Péptido

E.amylovora

C.michiganensis

X vesicatoria

P.syringae

ciclo(Lys-Phe-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 1

>100

50-75

12,5-25

25-50

ciclo(Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-
Gln)
SEQ_ID_NO:2

>100

25-50

25-50

25-50

ciclo(Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-
Leu-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO:3

>100

6,25-12,5

12,5-25

25-50

ciclo(Lys-Leu-Lys-D-Phe-
Lys-Leu-Lys-Gln)

>100

50-100

25-50

25-50

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-
Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

>100

6,25-12,5

6,25-12,5

12,5-25

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-
Lys-D-Phe-Lys-Leu-Lys-
Gln)

>100

6,25-12,5

12,5-25

25-50

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-
Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 4

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-
Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 5

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 6

12,5-25

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5
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éiclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-
Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 7

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-
Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 8

25-50

N.D.

6,25-12,5

12,5-25

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-
Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 9

25-50

N.D.

25-50

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 10

25-50

N.D.

6,25-12,5

3,12-6,25

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 11

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 12

50-75

N.D.

6,25-12,5

3,12-6,25

ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 13

25-50

N.D.

6,25-12,5

3,12-6,25

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-
Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 14

12,5-25

N.D.

25-50

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 15

>100

N.D.

6,25-12,5

3,12-6,25
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ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-
Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gin)
SEQ_ID_NO: 16

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-
Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 17

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-
Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 18

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-
Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 19

50-75

N.D.

6,25-12,5

3,12-6,25

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-
Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)
SEQ_ID_NO: 20

25-50

N.D.

6,25-12,5

6,25-12,5

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 21

6,25-12,5

N.D.

3,12-6,25

3,12-6,25

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-
Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)
SEQ_ID _NO:22

12,5-25

N.D.

3,12-6,25

3,12-6,25

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)
SEQ_ID_NO: 23

25-50

N.D.

6,25-12,5

12,5-25

ciclo(Leu-Leu-Leu-Lys-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

25-50

N.D.

6,25-12,5

12,5-25

ciclo(Leu-Lys-Leu-Leu-
Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

25-50

N.D.

3,12-6,25

12,5-25

(N.D. : No determinado)
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Se puede observar que los péptidos de la invencién presentan una buena eficacia para inhibir el crecimiento de
las bacterias Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae, que
son representativas de bacterias patdgenas para las plantas.

Ademas de los resultados de actividad antibacteriana que presentan los péptidos de la Tabla 3, el resto de decapép-
tidos de la quimioteca preparada en el Ejemplo 7, y cuya estructura se encuentra en la Figura 1, se ha ensayado frente
a Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas syringae, y se ha comprobado que todos inhiben el
crecimiento de al menos dos de dichas especies bacterianas.

Para la determinacién de la actividad antifiingica se cultivé la cepa del hongo Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
FOL 3 raza 2 (ATCC 201829, aislado en Espaia), primero en medio de agar-patata-dextrosa (PDA). Las microesporas
se obtuvieron después de un crecimiento en caldo de dextrosa y patata (PDB) durante 7 dias a 25°C en un agitador
rotatorio a 125 rpm. La suspensién de las esporas se filtré y se ajusté a 10* microesporas/mi empleando la cdmara de
contaje Thoma.

Los péptidos de la invencién 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.

Con dicha solucién se realizaron diluciones de los péptidos para obtener soluciones a las concentraciones 750, 500,
250, 125, 62,5,y 31,2 uM.

A continuacion se mezclaron 20 ul de cada dilucion de péptido con 80 ul de la suspension de hongo, y con 100 ul
de medio PDB a doble concentracién, hasta obtener un volumen total de 200 w1 en un pocillo de una placa. De este
modo se obtuvieron suspensiones de esporas expuestas a las concentraciones de 75, 50, 25, 12,5, 6,25y 3,12 uM. Las
placas se incubaron a 22°C durante 144 horas con series de 1 minuto de agitacion seguido de 9 minutos de reposo.

Los controles positivos contenfan agua en lugar de péptido, y los controles negativos contenian los péptidos sin la
suspension de esporas.

La intensidad de crecimiento se determiné mediante el drea bajo la curva y los cdlculos se realizaron siguiendo
los procedimientos descritos en K.L.Reynolds, y D.A.Enher, Statistical comparison of epidemics pag. 34-37, en D.A.
Francich Neher (Eds.), Exercises in plant disease epidemiology. APS. Press. 1997, Minnesotta.

En la Tabla IV se presenta el rango de concentraciones entre los que se encuentra la concentracién inhibitoria
minima (CIM), expresada en uM, después de 144 horas de incubacién para varios péptidos de la invencién frente al
hongo patégeno para las plantas Fusarium oxysporum:

TABLA IV
Péptido F. oxysporum
ciclo(Lys-Phe-Lys-Gin) 50-75
SEQ_ID_NO:1
ciclo(Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 50-75
SEQ_ID_NO:2
ciclo(Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 12,5-25
SEQ_ID_NO:3
ciclo(Lys-Leu-Lys-D-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 50-100
ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 3,12-6,25
ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-D-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 12,5-25
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Se puede observar que los péptidos de la invencién inhiben el crecimiento del hongo patégeno para las plantas
Fusarium oxysporum.

Ejemplo 8
Ensayos de actividad hemolitica

La actividad hemolitica de los péptidos de la invencion se evalué mediante la determinacion de la liberacion de
hemoglobina que se produce al poner en contacto una solucién de los péptidos con una suspension de eritrocitos al

5% en volumen procedentes de sangre humana fresca.

La sangre se recogi6 asépticamente empleando un sistema Vacuntainer® K2E (Belliver, Gran Bretafia) con EDTA,
y se almacend a 4°C durante un periodo inferior a 2 horas.

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

Los péptidos se solubilizaron en tampén TRIS hasta una concentracién final 125, 250, 500 y 750 uM.

Se emplearon tres replicados para cada péptido y concentracion.

Se mezclaron 65 ul de la suspension de eritrocitos al 10% en volumen con 65 ul de la solucién de péptido en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos Micro-Amp® (Applied Biosystems, EE.UU.) (5% en volumen de eritrocitos), y
se incub6 la mezcla durante 1 h a 37°C bajo agitacién. De este modo las suspensiones de eritrocitos se sometieron a
concentraciones de péptidos de 62,5, 125, 250 y 375 uM.

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

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

El control positivo de hemdlisis completa se determiné en una solucién de tampén TRIS que contenia melitina
(Sigma-Aldrich, Espaiia).

El porcentaje de hemélisis (H) se determiné empleando la ecuacion:

H = 100x[(Op-Ob)/(Om-Ob)]

donde Op era la densidad 6ptica medida para una concentracién de péptido determinada, Ob era la densidad 6ptica de
la solucién tamp6n, y Om era la densidad Sptica para el control positivo con melitina.

La Tabla V presenta los resultados de actividad hemolfica para diferentes concentraciones de péptidos de la inven-
cion, expresada como el porcentaje de hemolisis calculado segiin la ecuacion anterior:

TABLA V
Péptido 125uM | 250 uM | 375 M
ciclo(Lys-Phe-Lys-Gln) 0 0 0
SEQ_ID_NO:1
ciclo(Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 4,32 8,12 15,12
SEQ_ID_NO:2
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ciclo(Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln) 55,42 61,35 70,26
SEQ_ID_NO:3
ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln) 9,59 20,82 22,47
SEQ_ID_NO: 4
ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln) 0,38 2,57 6,79
SEQ_ID_NO: 5
ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln) 25,38 42,12 35,62
SEQ_ID_NO: 6
ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln) 4,29 11,85 13,08
SEQ_ID_NO: 7
ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln) 18,56 27,11 36,23
SEQ_ID_NO: 8
ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln) 13,03 13,24 17,08
SEQ_ID_NO:21
ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln) 9,60 11,77 14,50
SEQ_ID_NO:22
ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln) 1,23 6,29 9,74
SEQ_ID_NO: 23

" |ciclo(Leu-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln) 72,41 88,89 87,58
ciclo(Leu-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln) 26,65 32,31 49,12
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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 concentracion en la que el péptido presenta actividad antimicrobiana.
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REIVINDICACIONES

1. Péptidos ciclicos caracterizados porque tienen un contenido molar de lisina comprendido entre el 40% y el
60%, y que responden a la férmula general (I):

ciclo[(X), - Y - (X),, - GIn)] @

donde:
X es Lys y/o Leu,
Y es Phe o D-Phe,
n=1,3,05,
m=1,3,05,y
n+m=2,4,608.
2. Péptidos ciclicos segun la reivindicacion 1 caracterizados porque en la férmula general (I)
X es Lys y/o Leu,
Y es Phe, y
m=1,yn=1,0
m=3,yn=1,3,05.
3. Péptidos ciclicos segtin la reivindicacién 2 caracterizados porque en la férmula general (I)
X es Lys y/o Leu,
Y es Phe, y
m=3,yn=>5.

4. Péptidos ciclicos segtin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizados porque estan defmidos por las secuencias de
aminodcidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 3.

5. Péptidos ciclicos segtin las reivindicaciones 1 a 3 caracterizados porque estan defmidos por las secuencias de
aminodcidos SEQ_ID_NO: 4 a SEQ_ID_NO: 23.

6. Utilizacién de los péptidos segtin las reivindicaciones 1 a 5 para la preparacién de una composicién antimicro-
biana.

7. Utilizacién segin la reivindicacién 6 como agentes antimicrobianos frente a bacterias y a hongos patégenos para
las plantas.

8. Utilizacién segun la reivindicacion 7 caracterizado porque las bacterias patégenas para las plantas se seleccio-
nan entre el grupo formado por Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudo-
monas syringae.

9. Utilizacién segun la reivindicacion 7 caracterizado porque el hongo patégeno para las plantas es Fusarium
oXysporum.

10. Utilizacién segtn las reivindicaciones 6 a 9 caracterizado porque las plantas se seleccionan entre el grupo
formado por arboles frutales, plantas horticolas, y plantas ornamentales.

11. Composicién fitosanitaria caracterizada porque comprende un péptido segtin las reivindicaciones 1 a 5, y un
agente auxiliar.

12. Composicién segtin la reivindicacion 11 caracterizada porque el péptido se encuentra a una concentracién
comprendida entre 0,1 g/l y 0,5 g/l.

13. Composicion segtn las reivindicaciones 11 y 12 caracterizada porque el agente auxiliar se selecciona entre el
grupo formado por disolventes, tensioactivos, agentes tamponantes, filtros de la radiacion ultravioleta y/o sus mezclas.
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14. Composicidn segun la reivindicacion 13 caracterizada porque el disolvente es agua.

15. Método para prevenir y tratar infecciones y enfermedades de plantas causadas por bacterias y hongos caracte-
rizado porque comprende poner en contacto la planta con una composicion fitosanitaria segtin las reivindicaciones 11
al4.

16. Método segtin la reivindicacién 15 caracterizado porque las bacterias patdgenas para las plantas se seleccionan
entre el grupo formado por Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, y Pseudomonas
syringae.

17.Método segun la reivindicacion 15 caracterizado porque el hongo patégeno para las plantas es Fusarium
oxXysporum.

18. Método segun las reivindicaciones 15 a 17 caracterizado porque las plantas se seleccionan entre el grupo
formado por 4rboles frutales, plantas horticolas, y plantas ornamentales.

19. Método segtin las reivindicaciones 15 a 18 caracterizado porque la composicion se pone 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.

20. Método segtn las reivindicaciones 15 a 19 caracterizado porque la composicién se pone en contacto con la
planta por pulverizacién, por inmersién o riego.
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FIGURA 1

ES 2 281 274 B2

Estructura

ciclo(Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Gin)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gin)
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FIGURA 1 (continuacién)

Estructura

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Lys-Leu-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Lys-Leu-Leu-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Lys-Leu-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Lys-Leu-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Lys-Leu-Leu-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Lys-Leu-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Lys-Leu-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Lys-Leu-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Lys-Leu-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Lys-Leu-Lys-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)

ciclo(Leu-Leu-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Lys-Gln)
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