ES 2 221 786 B1

OFICINA ESPANOLA DE

@ Numero de publicacién: 2 221 786

@1 Namero de solicitud: 200203050

PATENTES Y MARCAS
GD int. Cl.
C12N 1/14 (2006.01)
® PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 20.12.2002

Fecha de publicacién de la solicitud: 01.01.2005
Fecha de la concesion: 22.02.2006

Fecha de anuncio de la concesion: 01.04.2006

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
01.04.2006

@ Titular/es: Universidad de Sevilla
¢/ Valparaiso, 5 - 12 Planta
41013 Sevilla, ES
Universidad de Granada

@ Inventor/es: Oller Lopez, Juan Luis;
Cerda Olmedo, Enrique;
Avalos Cordero, Javier;
Fernandez Barrero, Alejandro y
Oltra Ferrero, Juan Enrique

Agente: No consta

Titulo: Produccion de giberelinas, GA, y GA; mediante fermentaciones con estirpes silvestres del hongo

Gibberella Fujikuroi.

@ Resumen:

Produccion de giberelinas, GA, y GA; mediante fermen-
taciones con estirpes silvestres del hongo Gibberella Fu-
jikuroi. Es objeto de esta invencion un método de produc-
cién de giberelinas (especialmente GA; y GA;) mediante
estirpes silvestres de Gibberella Fujikuroi, sin necesidad
de manipulacién genética previa del hongo. El método es
independiente de la estirpe silvestre del hongo Gibberella
Fujikuroi que se utilice. En un primer paso se inocula las
estirpes en un medio complejo y la fermentacién se lleva
a cabo con agitacion orbital a una temperatura que osci-
la entre 22 y 32°C y en un periodo de tiempo que va de
los 5 a los 15 dias. Finalizada la fermentacion, el caldo
de cultivo se filtra, se acidifica y se extrae con disolventes
organicos. Tras la evaporacién del disolvente queda un
residuo que contiene una mezcla de giberelinas en una
cantidad en torno a los 2 g por litro de medio, con una ri-
queza en GA;+GA; mayor de un 70% y en una proporcién
aproximadamente equivalentes.
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DESCRIPCION

Meétodo de produccién de giberelinas, GA; y GA; mediante fermentaciones con estirpes silvestres del hongo
Gibberella Fujikuroi.

Objeto

Es objeto de esta invencién un método de produccion de giberelinas GA; y GA;, usando estirpes silvestres Gibbe-
rella Fujikuroi, sin necesidad de manipulacién genética previa del hongo.

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas naturales que regulan el crecimiento y la floracion de las plantas entre otras
actividades fisiol6gicas. Estas fitohormonas se encuentran a nivel de trazas en las plantas pero su aplicacién exégena
produce resultados espectaculares por lo que tienen un gran interés en agricultura intensiva y la industria de la cerveza.
Se han descrito méas de 100 giberelinas entre las cuales GA; (1), también conocida como &cido giberélico, se ha
considerado tradicionalmente la giberelina mas activa en plantas (MacMillan, J, Natural Product Report, 1997, 221).
Sin embargo estudios recientes han mostrado que GA; (2) tiene una importante actividad biolégica, incluso superior a
GA; en plantas como el arroz (Kobayashi M, MacMillan J, Phinney B, Gaskin P, Spray CR, Hedden P, Phytochemistry,
2000, 55, 317), el tomate (Griinzwig JM, Rabinowitch HD, Katan J, Wodner M, Ben-Tal Y, Phytochemistry 1997, 46,
811), el cerezo (Huanpu M, Blake PS, Browning G; Taylor JM, Phytochemistry, 2001, 56, 67) o el guisante (Yaxley
JR, Ross JJ, Sherriff LJ, Reid JB, Plant Physiol, 2001, 125, 627).

Antecedentes de la invencion

El hongo filamentoso Gibberella Fujikuroi es un organismo capaz de producir giberelinas en cantidades suficientes
para su explotacion industrial.

La produccién de giberelinas por distintas estirpes silvestres o mutantes de Gibberella Fujikuroi en diversos me-
dios de cultivo ha sido descrita en varias ocasiones. Concretamente, la produccién de GA; (1) ha sido cubierta bajo
diferentes patentes (GB844341, GB850018, GB886551, US2918413) asi como la produccién de la mezcla activa de
giberelinas GA, + GA; (US6287800, CN1222575). Sin embargo, la produccién de mezclas de GA; + GA; a niveles
que puedan ser titiles en la industria agroquimica no ha sido descrita previamente, y precisamente la invencion que se
presenta en esta solicitud de patente consiste en un método de produccidn de giberelinas que tiene como resultado una
mezcla de GA; + GA; en una riqueza del 70%.

Descripcion de la invencion

En esta solicitud de patente se describe un métodos para la produccion de giberelinas (especialmente GA; y GA;)
mediante estirpes silvestres de Gibberella Fujikuroi, sin necesidad de manipulacién genética previa del hongo.

El método es independiente de la estirpe silvestre del hongo Gibberella Fujikuroi que se utilice. En un primer paso
se inocula las estirpe en un medio complejo y la fermentacidn se lleva a cabo con agitacién orbital a una temperatura
que oscila entre 22 y 32°C y en un periodo de tiempo que va de los 5 a los 15 dias. Finalizada la fermentacion, el caldo
de cultivo se filtra, se acidifica y se extrae con disolventes orgdnicos. Tras la evaporacién del disolvente queda un
residuo que contiene una mezcla de giberelinas en una cantidad en tomo a los 2 g por litro de medio, con una riqueza
en GA| + GA; mayor de un 70% y en una proporcién aproximadamente equivalentes.

Descripcion de una realizacion preferida

Para ilustrar el ejemplo de realizacién de la invencién, se ha tomado como punto de partida la estirpe FKMC1995
del hongo Gibberella Fujikuroi perteneciente a la Coleccion de la Universidad de Kansas.

Para llevar a cabo la fermentacion se distribuy6 el medio de cultivo complejo en matraces Erlenmeyer, que fueron

inoculados con una suspension de esporas de la estirpe silvestre FKMC1995 de Gibberella Fujikuroi. Los matraces,
tapados con algodén graso, fueron incubados a una temperatura de 28-30°C con una agitacién orbital de 200 rpm
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aproximadamente. A los 8 difas se detuvo la fermentacion y el caldo de cultivo fue filtrado, acidificado a pH 1.5-3
con HCl, y extraido con acetato de etilo. La evaporacién a vacio del disolvente y posterior desengrasado del extracto
generd un residuo (2.3 g por litro de medio de cultivo) constituido mayoritariamente por giberelinas. Las giberelinas
mayoritarias de esta mezcla fueron GA,; y GA; (en proporciones aproximadamente equivalentes) entre las cuales
sumaron alrededor de 1.5 g por litro de medio de cultivo.
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REIVINDICACIONES

1. Método de produccién de giberelinas GA; y GA; mediante fermentaciones con estirpes silvestres del hongo
Gibberella Fujikuroi caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) Inoculacién mediante suspensién en un medio complejo

b) Incubacién y fermentacion del cultivo con agitacion orbital a temperatura comprendida entre 22°C-32°C y
por un periodo de tiempo entre 5-15 dias.

¢) Filtracidn, acidificacion y extraccién con disolventes orgdnicos del caldo de cultivo
d) Evaporacién del disolvente del caldo de cultivo.
2. Residuo obtenido de la aplicacién del método seguin reivindicacién 1, caracterizado porque contiene una mezcla

de giberelinas en una cantidad en torno a 2 g/l de medio cultivado y con una riqueza GA, + GA; mayor al 70% y en
un proporcién aproximadamente equivalente.
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