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NUEVAS CEPAS DE DUGANELLA AISLADAS DE LA RIZOSFERA DE  

OLIVO SILVESTRE Y CULTIVADO Y SU USO EN LA PRODUCCION DE 

VIOLACEiNA.  

5 La presente invencion se encuadra dentro del campo de la biotecnologfa y 

agronomfa. En concreto, la presente invencion se refiere a unas cepas 

bacterianas de Duganella spp. obtenidas de la rizosfera de olivos silvestres y 

cultivados. Preferentemente las cepas son CECT 7779, CECT 7780 y CECT 

7781 y mas preferentemente la cepa bacteriana es CECT 7780. Ademas, la 

10 presente invencion se ref iere a sus combinaciones con otros microorganismos 

y a las cornposiciones que cornprenden los productos anteriores, asf coma a un 

procedimiento para la produccion de violacefna y a la violacefna producida para 

su aplicacion biotecnologica y agron6mica. 

15 ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

En las Oltimas decadas, las interacciones planta-microorganismo que ocurren 

en la rizosf era han sido objeto de considerables estudios ya que la rizosf era se 

considera un potencial reservorio para el descubrimiento de especies 

20 microbianas de diverso interes biotecnologico (Wen-Jun et al., 2004. 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 1811- 

1814; Ryan et al., 2009. Plant & Soil 321, 363-383). Los microorganismos del 

suelo y la rizosfera han evolucionado funciones que les permiten sobrevivir y 

poder soportar la fuerte competicion que caracteriza la mayorfa de esos 

25 habitats. Las bacterias de la rizosf era pueden producir metabolitos secundarios 

novedosos con potencial uso como farmacos y antibioticos los cuales pueden 

tener aplicacion en humanos, veterinaria, medicina, agricultura o industria. 

La rizosfera de arboles lenosos silvestres, es un medio ambiente inexplorado 

30 que puede constituir una buena fuente de nuevas bacterias productoras de 

compuestos bioactivos. Entre los arboles silvestres y cultivados, el olivo es una 

de las especies de mayor longevidad y de mayor riqueza en biodiversidad 
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genetica. For miles de anos, el olivo cultivado ha sido cultural y 

economicamente el principal cultivo oleaginoso en la cuenca del Mediterraneo, 

donde se encuentran cerca de 9.5 millones de hectareas de cultivo. El olivo 

contiene una alta fuente de variabilidad genetica, y esta en la cuenca del 

5 Mediterraneo se puede encontrar principalmente en dos formas: olivo silvestre 

( Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris (Miller) Hegi) y olivo cultivado 

( Olea europaea subsp. europaea var. europaea L.) (Green, 2002, Kew Bulletin 

57, 91-140). La larga historia del cultivo del olivo (mas de 8.000 anos) (Zohary y 

Spiegel-Roy, 1975, Science 187, 319-327) y la amplia hibridacion entre arboles 

10 silvestres y cultivados de olivo hacen del occidente Mediterraneo, y 

fundamentalmente del sur de la Peninsula lberica (Besnard et al., 2002, 

Theoretical & Applied Genetics 104, 1353-1361) la region con mayor 

diversidad genetica para este arbol (Lumaret y Ouazzani 2001, Nature 413, 

700). 

15 

La longevidad y alta diversidad genetica del olivo puede favorecer la seleccion 

de poblaciones microbianas especificas y bien adaptadas a la rizosfera de este 

cultivo que pueden constituir reservorios Onicos de microorganismos con 

interes biotecnologico. 

20 

Por otro lado, las moleculas pigmentadas producidas por algunos de estos 

microorganismos, han sido objeto de considerables investigaciones que han 

ayudado a revelar coma esas moleculas pueden proveer a ciertos 

microorganismos una ventaja para sobrevivir en su medio ambiente (Liu y 

25 Nizet, 2009. Trends in Microbiology 17, 406-413). 

Entre estos pigmentos se encuentra la violaceina, un metabolito secundario 

con coloracion azul-morada producido por bacterias con importantes 

aplicaciones biologicas, biotecnologicas e industriales. Entre las actividades 

30 biologicas se incluyen: actividad antibacteriana, anti-viral, anti-tripanocida, anti-

protozoa y anti-ulcerogenica (Duran y Menck, 2001. Critical Reviews in 

Microbiology 27, 201-222; Duran et al., 2007. Biotechnology & Applied 
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Biochemistry 48, 127-133). Ademas, puede tener una prometedora aplicacion 

clinica en el tratamiento del cancer ya que es efectivo contra leucemia, cancer 

pulmonar y linfoma celular (De Azevedo et al., 2000. Phenomena and 

Macrocyclic Chemistry 37, 93-101; Duran et al., 2007. Biotechnology & Applied 

5 Biochemistry 48, 127-133), puede ser usada en terapias dermatologicas contra 

la radiacion ultravioleta (UV) (Dessaux et al., 2004. La Revue de Medicine 

Interne 25, 659-662), como tinte biologico en la industria para la tincion de 

fibras naturales y sinteticas (Shirata et al., 2000. Japan Agricultural Research 

Quarterly 34, 131-140) y puede proporcionar una ventaja para la supervivencia 

10 de ciertos microorganismos en su medio ambiente natural. 

La violaceina es producida por varias bacterias Gram-negativas que habitan 

suelos y mares en medio ambientes tropicales, subtropicales y glaciares entre 

las que se incluyen Chromobacterium violaceum, la primera y mas estudiada 

15 bacteria descrita como productora de violaceina (Duran y Menck, 2001. Critical 

Reviews in Microbiology 27, 201-222), Collimonas sp. (Hakvag et al., 2009. 

Marine Drugs 7, 576-588), Duganella sp. B2 (Wang et al., 2009. Biochemical 

Engineering Journal 44, 119-124), lodobacter fluvia tile (Logan, 1989. 

International Journal of Systematic Bacteriology 39, 450-456), 

20 Janthinobacterium lividum (Shivaji et al., 1991. Polar Biology 11, 267-271; Lu et 

al., 2009. Biochemical Engineering Journal 43, 135-141), Microbulbifer sp. 

(Matz et al., 2008. PLoS ONE 3, e2744. doi:10.1371/ journal.pone.0002744), 

Pseudoalteromonas luteoviolacea, Pseudoalteromonas tunicata y 

Pseudoalteromonas ulvae (Matz et al., 2008. PLoS ONE 3, e2744. doi:10.1371/ 

25 journal.pone.0002744; Yang et al., 2007. Letters in Applied Microbiology 44, 

625-630). 

Sin embargo, la ineficiente produccion de violaceina ha restringido las 

aplicaciones industriales de este pigmento, y por tanto persiste el problema de 

30 encontrar nuevas fuentes productoras de violaceina en cantidades susceptibles 

de explotacion comercial. 
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La presente invencion se refiere a las cepas bacterianas que tienen una 

identidad de entre un 98,6% y un 99,3% con respecto al fragmento de ADN de 

5 SEQ ID NO: 1 del gen de ADNr 16S, de entre un 93,7% y un 95,7% con 

respecto al fragmento de ADN de SEQ ID NO: 2 del gen gyrB y de entre un 

89,8% y un 90,8% con respecto al fragmento de ADN de SEQ ID NO: 3 del gen 

vioA . Preferentemente la cepa bacteriana se selecciona de entre las cepas 

CECT 7779, CECT 7780 y CECT 7781 y mas preferentemente la cepa 

10 bacteriana es CECT 7780. Ademas, la presente invencion se refiere a sus 

combinaciones con otros microorganismos y a las composiciones que 

comprenden los productos anteriores, asf coma a un procedimiento para la 

producci6n de violacefna y a la violacefna producida para su aplicacion 

biotecnologica y agron6mica. 

15 

Las cepas aisladas en la presente invencion han sido obtenidas de la rizosfera 

de olivo, una de las especies de mas larga longevidad y riqueza en 

biodiversidad genetica, y han sido caracterizadas fisiologica, bioqufmica y 

geneticamente coma nuevas cepas pertenecientes al genera Duganella spp. 

20 productoras de violacefna (ejemplo 3). Estas cepas pudieron ser diferenciadas 

en base a los analisis fenotfpicos y geneticos, en dos grupos de acuerdo al 

huesped de origen (olivo silvestre versus olivo cultivado) (ejemplo 2 y 3). Los 

olivos silvestres representan un cluster genetico diferenciado constituyendo un 

pool genetico independiente de los cultivares de olivo locales (Belaj et al., 2010. 

25 Scientia Horticulturae 124, 323-330). 

Asf, las cepas aisladas en la presente invencion, CICYT-60 (con nOmero de 

deposito CECT 7780), LO-22 (con nOmero de deposito CECT 7779), Mico-M 

(con nOmero de deposito CECT 7781), LOBA-24, Baetica-33, Mica-C y Mica-

30 M2, pueden ser agrupadas segOn su origen en cepas de Duganella spp. 

procedentes de olivos silvestres (LOBA-24, Baetica-33 y LO-22) y cepas de 
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Duganella spp. procedentes de olivos cultivados (CICYT-60, Mico-M, Mica-C y 

Mica-M2). 

Todas las cepas aisladas y preferentemente las cepas CECT 7779, CECT 7780 

5 y CECT 7781 fueron capaces de producir violaceina a altos niveles de forma 

natural, es decir, sin intentar ninguna optimizacion del proceso, caracteristica 

que las hace muy atractivas en aplicaciones biotecnologicas y agronamicas 

debido a que los bajos rendimientos de violaceina se consideran una de las 

principales limitaciones de las cepas silvestres para su produccion y 

10 explotacion comercial. Es de destacar que todas las cepas aisladas y, en 

especial, las cepas CECT 7779, CECT 7780 y CECT 7781 tuvieron niveles de 

produccion natural de violaceina mas altos (del orden de 1,2 hasta 65 veces 

mas) que los niveles citados previamente para otras bacterias productoras de 

violaceina cuando estas crecieron en condiciones optimas tales coma la cepa 

15 de la Amazonia Chromobacterium violaceum (0,43 g/1) (Mendes et al., 2001. 

Biotechnology Letters 23, 1963-1969), Janthinobacterium lividum (3,50 g/1) (Lu 

et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 43, 135-141) o la primera 

Duganella sp. B2 productora de violaceina (1,62 g/1) (Wang, H. et al., 2009. 

Biochemical Engineering Journal 44, 119-124). Sin embargo, la cepa CECT 

20 7780 de Duganella sp. fue la que mostro los mayores rendimientos 

produciendo casi 18 veces mas que Duganella sp. B2, que alcanza su maxima 

produccion de violaceina (1.62 g/1) en el mismo media optima usado en este 

estudio y que contenia almidon soluble coma Unica fuente de carbono (Wang, 

H. et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124) (ejemplo 4, figura 

25 5).  

En la presente invencion se revela ademas el potencial que poseen las cepas 

aisladas asi coma el extracto crudo de violaceina (extracto bacteriano que 

comprende violaceina) producido par las mismas, contra bacterias Gram-

30 positivas. Los ensayos realizados donde se evalba el efecto antimicrobiano 

contra las bacterias Gram-positivas Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis (fitopatagena) y una cepa de Bacillus subtilis antagonista de 
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Verticillium dahliae aislada de la rizosfera de olivo, pone de manifiesto la 

actividad antimicrobiana de las cepas aisladas frente a estas bacterias (ejemplo 

5). Ademas, segOn un estudio de Barreto et al., 2008, Journal of Industrial 

Microbiology and Biotechnology 35, 783-790, que revela la actividad antifOngica 

5 de cepas productoras de violaceina y de su sobrenadante, es de esperar que 

las cepas aisladas en la invencion sean capaces de actuar frente a hongos 

patagenos. 

Par otro lado, la violaceina, coma se cita en el estado de la tecnica del presente 

10 documento, posee otras actividades biologicas entre las que destacan: 

actividad anti-viral, anti-tripanocida, anti-protozoa, anti-ulcerogenica, anti-

cancerigena, actividad en terapias dermatologicas contra la radiacion 

ultravioleta (UV) o actividad coma tinte biologico en la industria para la tincion 

de fibras naturales y sinteticas. 

15 

lndependientemente de la produccion de violaceina, tambien se observo que 

las cepas aisladas de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados y, en 

especial, las cepas CECT 7779, CECT 7780 y CECT 7781 mostraron actividad 

proteolitica, lipolitica y produccion de sideraforos. Es conocido que 

20 rizobacterias productoras de sideraforos mejoran el estado sanitario de las 

plantas a varios niveles, tales coma la nutricion par hierro, y dificulta el 

crecimiento de patagenos, generalmente hongos, a traves de limitar el hierro 

disponible para el crecimiento del patageno (Kloepper et al., 1980. Nature 286, 

885-886). Par lo tanto, el hecho de que las cepas de Duganella spp. de olivo 

25 mostraran actividad proteolitica, lipolitica y de produccion de sideraforos 

implicaria una mejor capacidad de competencia de las cepas coma habitantes 

de la rizosfera del olivo. 

Hasta la fecha, la Unica cepa del genera Duganella , productora de violaceina, 

30 conocida en el estado de la tecnica es la cepa B2. La diferencia de dicha cepa 

B2 can respecto a cualquiera de las cepas aisladas de la presente invencion es 

que las cepas de la invencion producen entre 2,5 a 17,5 veces mas violaceina. 
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Este hecho constituye un efecto inesperado que representa una clara mejora 

del estado de la tecnica. 

For todo ello, la presente invencion resuelve el problema tecnico que plantea la 

5 dificultad de encontrar una cepa bacteriana capaz de producir eficazmente 

violacefna, un pigmento morado con importantes aplicaciones agronamicas y 

biotecnologicas. En resumen, estas cepas bacterianas aisladas poseen, entre 

otras actividades: 

10 - Actividad antimicrobiana, anti-viral, anti-tripanocida, anti-protozoa, 

anti-ulcerogenica, anti-cancerfgena, actividad en terapias 

dermatologicas contra la radiacion ultravioleta (UV) o actividad coma 

tinte biologico en la industria para la tincion de fibras naturales y 

sinteticas del extracto crudo de violacefna (extracto bacteriano que 

15 comprende violacefna), y 

- actividad proteolftica, lipolftica y produccion de sideraforos, que les 

permiten mejorar el estado sanitario de las plantas y dificultar el 

crecimiento de patagenos, generalmente hongos, ademas de 

incrementar su capacidad de competencia en la rizosfera de los 

20 olivos. 

Un aspecto de la presente invencion se ref iere a una cepa bacteriana con una 

identidad de entre un 98,6% y un 99,3% con respecto al fragmento de ADN de 

SEQ ID NO: 1 del gen de ADNr 16S, de entre un 93,7% y un 95,7% con 

25 respecto al fragmento de ADN de SEQ ID NO: 2 del gen gyrB y de entre un 

89,8% y un 90,8% con respecto al fragmento de ADN de SEQ ID NO: 3 del gen 

vioA . Preferentemente la cepa bacteriana procede de la rizosfera de olivos 

cultivados y/o de olivos silvestres. Mas preferentemente la cepa bacteriana es 

CECT 7779, CECT 7780 o CECT 7781, y aim mas preferentemente la cepa 

30 bacteriana es CECT 7780. 
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El termino "°/0 de identidad" entre dos secuencias de nuclegtidos, tal coma se 

entiende en la presente invencion, se refiere al nOmero de posiciones 

nucleotfdicas sabre la longitud total de la secuencia que se compara, donde 

todos los nuclegtidos en esa posicion son identicos. 

5 

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere a una cepa 

derivada de cualquiera de las cepas descritas en el parrafo anterior donde 

dicha cepa mantiene o mejora las capacidades descritas a lo largo de la 

presente invencion. El microorganismo derivado puede producirse de forma 

10 natural o bien de forma intencionada, par metodos de mutagenesis conocidos 

en el estado de la tecnica coma par ejemplo pero sin limitarse, el crecimiento 

de dicho microorganismo original en presencia de agentes mutagenicos o 

causantes de estres o mediante ingenierfa genetica dirigida a la modificacion 

de genes especfficos. Preferentemente la cepa derivada es un mutante 

15 geneticamente modificado. Los terminos cepa mutante o cepa derivada pueden 

ser utilizados indistintamente. 

En la Tabla 1 se representa un analisis comparativo de los genes de ADNr 16S, 

gyrB y vioA de las cepas seleccionadas de la invencion frente a la cepa de 

20 Duganella violaceinigra YIM 31327, que segOn los analisis filogeneticos se 

considera grupo basal de todas las cepas de Duganella spp. de olivo (ejemplo 

3). Asf, las cepas que presenten un porcentaje de identidad con respecto a la 

secuencia SEQ ID NO: 1 (secuencia de ADN del gen ADNr 16S de la cepa 

Duganella violaceinigra) , SEQ ID NO: 2 (secuencia de ADN del gen gyrB de la 

25 cepa Duganella violaceinigra) y SEQ ID NO: 3 (secuencia de ADN del gen vioA 

de la cepa Duganella violaceinigra, secuenciada par los investigadores) de 

entre un 98,6% y un 99,3%, de entre un 93,7% y un 95,7% y de entre un 89,8% 

y un 90,8% respectivamente, son cepas cuyos genes ADNr 16S, gyrB y vioA 

son homologos a dichos genes de cualquiera de las cepas seleccionadas en la 

30 presente invencion. 
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Tabla 1. Estudio comparativo de los genes ADNr 16S, gyrB y vioA de las cepas 

aisladas de la invencion respecto de la cepa Duganella violaceinigra con nQ de 

cepa YIM 31327. 

Secuenc ia 

ADN 

ana l i zada 

SEQ I D NO. 

DuganeHa 

violaceinigra 

Cepas de o l ivo 

SEQ I D 

NO. 

Cepas 

% Ident idad 

respecto de 

Duganella 

violaceinigra 

ADN r 1 6S 1 

C I CYT-60 4 98 , 6 

M I CO-C 1 9 99 , 1 

M I CO-M 1 0 99 , 0 

M I CO-M2 22 99 , 1 

Baet i ca-33 1 6 98 , 9 

LO-22 7 98 , 9 

LOBA-24 1 3 99 , 3 

gyrB 2 

C I CYT-60 5 93 , 7 

M I CO-C 20 93 , 8 

M I CO-M 1 1 94 , 6 

M I CO-M2 23 95 , 3 

Baet i ca-33 1 7 95 , 1 

LO-22 8 94 , 6 

LOBA-24 1 4 95 , 7 

vioA 3 

C I CYT-60 6 90 , 5 

M I CO-C 2 1 90 , 7 

M I CO-M 1 2 90 , 5 

M I CO-M2 24 90 , 8 

Baet i ca-33 1 8 89 , 8 

LO-22 9 89 , 8 

LOBA-24 1 5 89 , 8 

For otro lado, en la Tabla 2 se representa un analisis comparativo de los genes 

de ADNr 16S, gyrB y vioA de distintas cepas, seleccionadas par poseer un 
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mayor grado de homologia con respecto a Duganella violaceinigra con n2 de 

cepa YIM 31327. A raiz de los resultados obtenidos en dicha tabla se puede 

afirmar que no existen en el estado de la tecnica otras cepas que se 

encuentren dentro del rango de porcentajes de identidad, con respecto a las 

5 secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 de Duganella 

violaceinigra, definido para las cepas aisladas de la invencion. 

 

11



 

Tabla 2. Estudio comparativo de los genes ADNr 16S, gyrB y vioA de distintas 

cepas respecto de la cepa Duganella violaceinigra con nº de cepa YIM 31327. 

 

 

% IDENTIDAD RESPECTO 

DUGANELLA 

VIOLACEINIGRA 

CEPAS ADNr 16S GyrB VioA 

Duganella_sp._B2 96,2 86,6 77,9 

Duganella zoogloeoides IAM 12670 95,3 87,5  

Duganella nigrescens EF584756 98,7   

Janthinobacterium lividum EU714410 95,8 86,9 77,1 

Janthinobacterium lividum cepa SKVTC8 

EU732703 
  77,1 

Janthinobacterium lividum DSM1522 

DQ074977 
  77,1 

Janthinobacterium lividum EU330449 95,6  76,9 

Janthinobacterium lividum cepa BP01 

EF063591 
  76,9 

Janthinobacterium sp. Marseille CP000269  83,9  

Zoogloea ramigera AB014955  79,1  

Pseudoalteromonas luteoviolacea 

UST011230-013 
 61,7  

Pseudoalteromonas luteoviolacea  

ATCC 33492 
 69,2  

Collimonas_sp. CT_MP11 E6 GQ160909   77,3 

Collimonas sp. GU062792   77,5 

Chromobacterium violaceum JCM 1249 

AB032799 
  62,1 

Chromobacterium violaceum cepa ATCC 

12472 AE016825 
  62,1 

Chromobacterium violaceum AF172851   62,0 

 

P201031655
16-08-2011
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Como se muestra en la Tabla 2, las dos Onicas cepas que poseen los genes 

ADNr 16S, gyrB y vioA son Duganella sp. B2 y Janthinobacterium lividum 

EU714410. Estas cepas poseen una homologia respecto al gen ADNr 16S no 

mayor al 96,2%, respecto al gen gyrB no mayor al 86,1% y respecto al gen vioA 

5 no mayor al 77,9%. 

De aqui en adelante, para hacer referencia a cualquiera de las cepas 

bacterianas descritas en parrafos anteriores que tienen entre un 98,6% y un 

99,3% de identidad con la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1, entre un 

10 93,7% y un 95,7% de identidad con la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 2 y 

entre un 89,8% y un 90,8% de identidad con la secuencia nucleotidica SEQ ID 

NO: 3 o cualquier fragmento de las mismas, se puede emplear el termino 

"cepa/s bacteriana/s de la invencion" o "cepa/s de la invencion". 

Preferentemente la cepa bacteriana de la invencion es la cepa con nOmero de 

15 deposito CECT 7779, CECT 7780 o CECT 7781. Mas preferentemente la cepa 

bacteriana de la invencion es CECT 7780. 

Las cepas de Duganella spp. LO-22 y CICYT-60 han sido depositadas en la 

coleccion espanola de cultivos tipo (CECT) el 14 de septiembre de 2010 y les 

20 correspondieron los n°s de deposito CECT 7779 y CECT 7780 

respectivamente, y la cepa de Duganella spp. Mico-M ha sido depositada en la 

coleccion espanola de cultivos tipo (CECT) el 13 de octubre de 2010 y le 

correspondio el n2 de deposito CECT 7781. La direccion de dicha Autoridad 

Internacional de deposito es: Universidad de Valencia / Edificio de investigacion 

25 / Campus de Burjassot / 461 00 Burjassot (Valencia). 

La clasificacion cientifica de las cepas CECT 7779, CECT 7780 y CECT 7781 

de la presente invencion es: Reino: Bacteria / Fib: /3-Proteobacteria / Orden: 

Burkholderiales / Familia: Oxalobacteraceae / Genera: Duganella / Especie: se 

30 han identificado dos grupos geneticos diferentes que pueden ser separados de 

la especie tipo Duganella violaceinigra en funci6n del huesped de origen (olivo 

cultivado (CECT 7780 y CECT 7781) y silvestre (CECT 7779)). (Descripcion 
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cientifica en base la caracterizaci6n fisiologica y bioquimica (ejemplo 2), y al 

analisis filogenetico de los genes 16S, gyrB y vioA (ejemplo 3)). 

Las caracteristicas de las cepas son: 

5 

- CONDICIONES DE CULTIVO OPTIMAS: Estriado en placa, media R2A agar 

(Biolofe, Milan, Italia); Incubacion a 25 °C/ 48-72 h; 

Formula R2A (Biolife) agar (g/1): Extracto de levadura: 0,5; Proteosa peptona: 

0,5; Caseina acida: 0,5; Glucosa: 0,5; Almidon soluble: 0,5; Fosfato dipotasico: 

10 0,5; Sulfato magnesico: 0,024; Piruvato sodico: 0,3; Agar: 12; pH final: 7,2 ± 

0,2. 

- CONDICIONES DE MANTENIMIENTO: Suspension celular en media TSB 

(Caldo Soja-Triptona) + Glicerol 40% solucion acuosa. (-802C); Suspension 

15 celular en media KMB (Media Kings B) + Glicerol 40% solucion acuosa. (-802C) 

Formula media KMB (g/1): Proteosa peptona: 20; Fosfato de potasio: 1,2; 

Fosfato dipotasico: 1,5; Sulfato de magnesia: 1,5; Glicerol: 10; Agar: 20; pH 7,0 

(hidroxido de sodio). 

20 - CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD: Estriado en 

placa, media R2A agar o media KMB; Incubacion a 25 °C/ 48-72 h; Sin 

condiciones de aireacion especificas (aerobia). 

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la combinaci6n de 

25 microorganismos que comprende al menos una de las cepas de la invencion. 

La combinacion de microorganismos es un conjunto de colulas de 

microorganismos de al menos una de las cepas de la invencion, o al menos 

una colula de al menos una de las cepas de la invencion junto can un conjunto 

de colulas de microorganismos de otra de las cepas de la invencion o de otra 

30 cepa diferente de la misma especie o de diferente especie. Las colulas de la 

combinaci6n de microorganismos pueden ser viables o no viables, en cualquier 
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fase del estado de desarrollo y en cualquier fase de crecimiento, estacional o 

estacionaria, independientemente de la morfologfa que presente. 

Una realizacion preferida de la presente invencion se ref iere a la combinacion 

5 de microorganismos donde dicha combinacion comprende al menos otro 

microorganismo diferente a las cepas de la invencion, par ejemplo, pero sin 

limitarse, el microorganismo que puede formar parte de dicha combinacion es, 

sin que ello suponga una limitacion: 

10 - al menos otra bacteria del genera Duganella, donde dicha bacteria se 

selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse Duganella 

violaceinigra (par ejemplo pero sin limitarse la cepa Duganella 

violaceinigra YIM 31327), Duganella nigrescens sp. nay. (par ejemplo 

pero sin limitarse la cepa Duganella nigrescens sp. nay. EF584756), 

15 Duganella sp. B2, Duganella zoogleoides o Duganella sp. tsz33; 

- al menos una bacteria productora de violacefna, donde dicha bacteria se 

selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse 

Chromobacterium violaceum, Coffimonas sp., lodobacter fluvia tile, 

Jan thinobacterium lividum, Micro bulbifer sp., Pseudoalteromonas 

20 luteoviolacea, Pseudoalteromonas tunicata o Pseudoalteromonas ulvae ; 

- al menos una cepa de otros grupos filogeneticos, generos o especies de 

procariotas coma par ejemplo pero sin limitarse a Archaea, Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, 

Fusobacteria, Metanobacteria , Spirochaetes, Fibrobacters, 

25 Deferribacteres, Deinococcus, Thermus, Cianobacteria, 

Methanobrevibacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, 

Coprococcus, Subdolingranulum, Dorea, Bulleidia, Anaerofustis, 

Gemella, Roseburia, Catenibacterium, Dialister, Anaerotruncus, 

Staphylococcus, Micrococcus, Propionibacterium, Enterobacteriaceae, 

30 Faecalibacterium, Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella, 

Eubacterium, Akkermansia, Bacillus, Butyrivibrio o Clostridium. 
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En adelante se podra hacer referencia a cualquiera de las combinaciones de 

microorganismos descritos en el parrafo anterior como la "combinacion de 

microorganismos de la presente invencion" o la "combinacion de 

microorganismos de la invencion". 

Otro aspecto de la invencion se ref iere a la violacefna producida por al menos 

una de las cepas de la invencion o por la combinaci6n de microorganismos de 

la invencion, en adelante, violacefna de la invencion. 

10 Y otro aspecto se refiere al extracto bacteriano que comprende la violacefna de 

la invencion, en adelante, extracto bacteriano de la invencion. El termino 

"extracto bacteriano" hace referencia tanto a los extractos propiamente dichos 

como a las biomasas obtenidas despues del cultivo de las bacterias. Si se 

desea, estas biomasas pueden ser, al menos parcialmente, deshidratadas y/o 

15 molidas.  

Tal y como se demuestra en la presente invencion, todas las cepas de 

Duganella sp. aisladas de olivo y en concreto las cepas con nOmero de 

deposito CECT 7779, CECT 7780 6 CECT 7781, crecieron y produjeron 

20 violacefna. Como ya se ha mencionado, todas las cepas aisladas de olivo 

tuvieron niveles de produccion natural de violacefna, sin intentar ninguna 

optimizacion del proceso, mas altos (de 1,2 hasta 65,8 veces mas) que los 

niveles citados previamente para otras bacterias productoras de violacefna 

cuando estas crecieron en condiciones optimas (ejemplo 4). 

25 

Y, considerando que el rendimiento de violacefna obtenida en la produccion del 

pigmento es un importante parametro para la produccion de la violacefna a 

escala industrial, la presente invencion provee de un conjunto de cepas que se 

muestran altamente adecuadas para futuras investigaciones y aplicaciones 

30 biotecnologicas. 
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composici6n, en 

adelante composici6n de la invencion, que comprende la cepa o cepas de la 

invencion; o la combinacion de microorganismos de la invencion; o la 

violacefna de la invencion; o el extracto bacteriano de la invencion; o cualquiera 

5 de sus combinaciones. 

La composici6n, definida de forma general, es un conjunto de componentes 

que esta formado al menos par una cepa de la invencion; o al menos par la 

combinaci6n de microorganismos de la invencion; o al menos par la violacefna 

10 de la invencion; o al menos par el extracto bacteriano de la invencion; o 

cualquiera de sus combinaciones. Par tanto, dicha composicion puede ser, 

pero sin que sirva de limitacion, una composicion farmaceutica o un producto 

fitosanitario o un producto que puede constituir la base para la elaboracion de 

los productos anteriores. 

15 

La violacefna es un metabolito secundario que ha sido objeto de muchos 

estudios debido a sus importantes aplicaciones biologicas, biotecnologicas e 

industriales (citadas en el estado de la tecnica del presente documento), par su 

potencial uso coma farmacos y antibioticos los cuales pueden tener aplicacion 

20 par ejemplo, pero sin limitarse, en humanos, veterinaria, medicina, agricultura o 

industria. 

Asf, una realizacion preferida de la presente invencion se refiere a la 

composici6n de la invencion, donde dicha composici6n es una composici6n 

25 farmaceutica. En una realizacion aim mas preferida, la composicion 

farmaceutica ademas comprende, al menos, un vehfculo y/o un excipiente 

farmaceuticamente aceptables. 

El termino "composicion farmaceutica" hace referencia a todo producto 

30 destinado al uso humano o animal presentado en su forma farmaceutica, que 

tiene al menos una aplicacion en la mejora del bienestar ffsico, fisiologico o 

psicologico de un sujeto, que implique una mejora del estado general de su 
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salud, par ejemplo una aplicacion cosmetica, aunque puede no implicar un 

efecto fisiologico en el organismo, implica una mejora en el bienestar del sujeto 

relacionada can su psicologfa. Par tanto, las composiciones farmaceuticas 

pueden ser cosmeticos, alimentos que posean accion terapeutica; 

5 preparaciones farmaceuticas can base en recursos naturales, productos 

generados par biotecnologfa, productos biologicos, productos homeopaticos o 

un producto que puede constituir la base para la elaboracion de los productos 

anteriores o la base para la elaboracion de un medicamento. Preferiblemente la 

composicion farmaceutica se usa para la elaboracion de un medicamento. 

10 

El termino "cosmetico" hace referencia a una formulacion de aplicacion local, 

fundamentada en conceptos cientfficos, destinada al cuidado y mejoramiento 

de la piel humana y sus anexos, sin perturbar las funciones vitales, sin irritar, 

sensibilizar, o provocar efectos secundarios indeseables atribuibles a su 

15 absorcion sistematica o su aplicacion local. Esta sustancia o preparado esta 

destinado a ser puesto en contacto can las diversas partes superficiales del 

cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, unas, labios y organos 

genitales externos) o can los dientes y las mucosas bucales, can el fin 

exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar su aspecto, y/o 

20 corregir los olores corporales, y/o protegerlos o mantenerlos en buen estado. 

El termino "preparacion farmaceutica can base en recursos naturales" hace 

referencia al producto medicinal empaquetado y etiquetado, cuyos ingredientes 

activos estan formados parcialmente can recursos naturales de uso medicinal o 

25 asociaciones de estos, en estado bruto o en forma farmaceutica y que se utiliza 

can fines terapeuticos. 

El "vehfculo" o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del 

vehfculo es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor 

30 dosificacion y administracion o dar consistencia y forma a la composicion. Par 

tanto, el vehfculo es una sustancia que se emplea en la composicion 

farmaceutica para diluir cualquiera de los componentes de la composicion de la 
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invencion hasta un volumen o peso determinado; o bien que aim sin diluir 

dichos componentes es capaz de permitir una mejor dosificacion y 

administracion o dar consistencia y forma a la composicion farmaceutica. 

Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmaceuticamente 

5 aceptable es el diluyente. 

El termino "excipiente" hace referencia a una sustancia que ayuda a la 

absorcion de cualquiera de los componentes de la composicion de la invencion, 

estabiliza dichos componentes o ayuda a la preparacion de la composicion 

10 farmaceutica en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo 

hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de 

mantener los componentes unidos coma por ejemplo almidones, azkares o 

celulosas, funcion de endulzar, funcion de colorante, funcion de proteccion de 

la composicion farmaceutica coma por ejemplo para aislarla del aire y/o la 

15 humedad, funcion de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de 

presentacion coma por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcion 

desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcion 

en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este 

parrafo. For tanto, el termino "excipiente" se define como aquella materia que, 

20 incluida en las formas galenicas, se anade a los principios activos o a sus 

asociaciones para posibilitar su preparacion y estabilidad, modificar sus 

propiedades organolepticas o determinar las propiedades fisico-quimicas de la 

composicion de la invencion y su biodisponibilidad. El excipiente 

"farmaceuticamente aceptable" debe permitir la actividad de los compuestos de 

25 la composicion farmaceutica, es decir, que sea compatible con dichos 

componentes. 

La "forma galenica o forma farmaceutica" es la disposicion a la que se adaptan 

los principios activos y excipientes para constituir una composicion 

30 farmaceutica. Se define por la combinaci6n de la forma en la que la 

composici6n es presentada por el fabricante y la forma en la que es 

administrada. 
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Ademas, el excipiente y el vehfculo deben ser farmacologicamente aceptables, 

es decir, que el excipiente y el vehfculo esten permitidos y evaluados de modo 

que no causen dano a los organismos a los que se administra. 

5 La actividad antimicrobiana demostrada por las cepas aisladas de olivo y por el 

extracto bacteriano de la invencion (extracto crudo de violacefna) contra 

bacterias fitopatagenas Gram-positivas (ejemplo 5), asf como la actividad 

antifOngica que han demostrado varias cepas productoras de violacefna junto 

con otras actividades que poseen las cepas de la invencion como por ejemplo 

10 pero sin limitarse, actividad proteolftica, lipolftica y produccion de sideraforos, 

que pueden conferir a estas cepas un importante papal en el biocontrol de las 

enfermedades de las plantas, una mejor capacidad de competencia como 

habitantes de la rizosfera del olivo, y un potencial antagonista contra, pero sin 

limitarse, hongos del suelo, bacterias fitopatagenos, nematodos fitoparasitos y 

15 protozoos en la rizosfera del olivo, las hacen especialmente Utiles para la 

elaboracion de productos fitosanitarios. 

For ello, otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere a la 

composicion de la invencion, donde dicha composicion es un producto 

20 fitosanitario. 

El termino "producto fitosanitario" hace referencia a aquella sustancia o mezcla 

de sustancias destinadas a prevenir la accion de, o destruir directamente, 

insectos (insecticidas), acaros (acaricidas), moluscos (molusquicidas), roedores 

25 (rodenticidas), hongos (fungicidas), malas hierbas (herbicidas), bacterias 

(antibigticos y bactericidas) y otras formas de vida animal o vegetal 

perjudiciales para la salud pUblica y tambien para la agricultura (es decir, 

considerados como plagas y por tanto susceptibles de ser combatidos con 

plaguicidas); durante la produccion, almacenamiento, transporte, distribucion y 

30 elaboracion de productos agrfcolas y sus derivados. Entre los productos 

fitosanitarios se incluyen tambien los plaguicidas, defoliantes, desecantes y las 

sustancias reguladoras del crecimiento vegetal o fitorreguladores. 
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Una realizacion mas preferida de la presente invencion se refiere al producto 

fitosanitario donde dicho producto es un bactericida, que preferentemente actba 

frente a bacterias Gram-positivas, o un fungicida. 

5 En otra realizacion aim mas preferida, la composicion de la invencion ademas 

comprende otra sustancia activa. Ademas del requerimiento de la eficacia 

terapeutica, donde dicha composicion puede necesitar el uso de otros agentes 

terapeuticos, pueden existir razones fundamentales adicionales que obligan o 

recomiendan en gran medida el uso de una combinacion de al menos una de 

10 las cepas de la invencion, la combinacion de microorganismos de la invencion 

o la violacefna, y otro agente terapeutico. 

El termino "sustancia activa" es toda materia, cualquiera que sea su origen, 

humano, animal, vegetal, qufmico o de otro tipo, a la que se atribuye una 

15 actividad apropiada para constituir una composicion farmaceutica o un producto 

fitosanitario.  

La forma de presentacion de la composicion farmaceutica o del producto 

fitosanitario en cada caso se adaptara al tipo de administracion utilizada, par 

20 ello, la composicion de la invencion se puede presentar bajo la forma de 

soluciones o cualquier otra forma de administracion clfnicamente permitida y en 

una cantidad terapeuticamente efectiva. 

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion "cantidad 

25 terapeuticamente efectiva" se refiere a aquella cantidad de la cepa de la 

invencion; o de la combinacion de microorganismos de la invencion; o de la 

violacefna producida par la cepa o cepas de la invencion; o cualquiera de sus 

combinaciones que cuando se administra a un sujeto, preferentemente animal 

o vegetal y mas preferentemente una planta o un mamffero, can preferencia un 

30 humano, es suficiente para producir la prevencion y/o el tratamiento, tal coma 

se define mas adelante, de una enfermedad o condicion patologica de interes 

en dicho sujeto. La cantidad terapeuticamente efectiva variara, par ejemplo, 
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segOn la actividad de la cepa de la invencion; o la combinaci6n de 

microorganismos de la invencion; o la violaceina producida par la cepa o cepas 

de la invencion; o cualquiera de sus combinaciones, en cualquier forma de 

presentacion. La cantidad terapeuticamente efectiva variara tambien segOn la 

5 estabilidad metabolica y duracion de la accion del compuesto; y, en el caso de 

que el paciente sea un mamifero, segOn la edad, el peso corporal, el estado 

general de salud, el sexo y la dieta del paciente; el modo y el tiempo de 

administracion; la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos; la 

gravedad del trastorno o la condicion patologica particulares; y el sujeto que se 

10 somete a terapia, pero puede ser determinada par un experto en la materia 

segOn su propio conocimiento y esta descripcion. 

El termino "tratamiento" tal coma se entiende en la presente invencion se 

refiere a combatir los efectos causados coma consecuencia de una 

15 enfermedad o condicion patologica de interes en un sujeto que incluye: 

(i) inhibir la enfermedad o condicion patologica, es decir, detener su 

desarrollo; 

(ii) aliviar la enfermedad o la condicion patologica, es decir, causar la 

20 regresi6n de la enfermedad o la condici6n patologica o su sintomatologia; 

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patologica. 

El termino "prevencion" tal coma se entiende en la presente invencion consiste 

en evitar la aparici6n de la enfermedad, es decir, evitar que se produzca la 

25 enfermedad o la condicion patologica en el sujeto, en particular, cuando dicho 

sujeto tiene predisposicion par la condici6n patologica, pero &lin no se ha 

diagnosticado que la tenga. 

Preferentemente, la composicion farmaceutica se presenta en una forma 

30 adaptada a la administracion oral. Otra posibilidad es que la composicion 

farmaceutica se presente en una forma adaptada a la administracion sublingual, 

nasal, intracatecal, bronquial, linfatica, rectal, transdermica o inhalada. 
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Preferentemente el producto fitosanitario se presenta, en una forma adaptada a 

la aplicacion en forma de pulverizacion, el metodo mas frecuente de 

administracion del producto fitosanitario, ya que la mayorfa de estos productos 

son formulados para su dispersi6n en agua, es decir, se pueden formular en 

5 forma de polvo, granulado, capsulas, polvo soluble, polvo mojable, lIquido 

soluble, lIquido emulsionable o suspension coloidal. 

La cepa de la invencion; la combinacion de microorganismos de la invencion; la 

violacefna o cualquiera de sus combinaciones, obtenidos a partir de la cepa de 

10 la invencion, o a partir de la combinacion de microorganismos de la invencion; 

pueden ir asociados, par ejemplo, pero sin limitarse, can liposomas o micelas. 

Un liposoma es una vesIcula esferica can una membrana fosfolipfdica. El 

liposoma contiene un nOcleo de solucion acuosa. La micela es un lfpido 

esferico que contiene material no acuoso. Tanto los liposomas coma las 

15 micelas pueden utilizarse coma transportadores de diversas sustancias entre el 

exterior y el interior de la colula. 

Otro aspecto de la presente invencion se ref iere al uso de la composicion de la 

invencion donde el producto fitosanitario previene la accion de al menos una 

20 bacteria Gram-positiva o provoca la muerte de dicha bacteria. 

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la cepa de la 

invencion; o de la combinacion de microorganismos de la invencion; o de la 

violacefna de la invencion; o del extracto bacteriano de la invencion; o de la 

25 composicion de la invencion; para la fabricacion de un medicamento. El 

medicamento al que se ref iere la presente invencion puede ser de uso humano 

o veterinario. 

El termino "medicamento" tiene un significado mas limitado que el significado 

30 de "composicion farmaceutica", tal coma se define en la presente invencion, ya 

que el medicamento implica necesariamente un efecto terapeutico es decir, un 

efecto fisiologico en el metabolismo del sujeto. 
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El termino "medicamento", tal y coma se usa en esta memoria, hace referencia 

a cualquier sustancia obtenida a partir de principios activos, con o sin 

sustancias auxiliares, usada para prevenci6n, diagn6stico, alivio, tratamiento, 

curaci& o rehabilitaci& de enfermedades en el hombre y los animales. 

5 Tambien se incluyen en esta definici& los alimentos que posean una acci& o 

se administren con finalidad terapeutica o se anuncien con propiedades 

medicinales. 

Par tanto, el medicamento al que se ref iere la presente invenci& puede ser de 

10 uso humano o veterinario. El "medicamento de uso humano" es toda sustancia 

o combinaci& de sustancias que se presente coma poseedora de propiedades 

para el tratamiento o prevenci& de enfermedades en seres humanos o que 

pueda usarse en seres humanos o administrarse a seres humanos can el fin de 

restaurar, corregir o modificar las funciones fisiologicas ejerciendo una acci& 

15 farmacologica, inmunologica o metabdica, o de establecer un diagn6stico 

medico. El "medicamento de uso veterinario" es toda sustancia o combinaci& 

de sustancias que se presente coma poseedora de propiedades curativas o 

preventivas can respecto a las enfermedades animales o que pueda 

administrarse al animal can el fin de restablecer, corregir o modificar sus 

20 funciones fisiologicas ejerciendo una acci& farmacologica, inmunologica o 

metabdica, o de establecer un diagn6stico veterinario. Tambien se 

consideraren "medicamentos veterinarios" las "premezclas para piensos 

medicamentosos" elaboradas para ser incorporadas a un pienso. 

25 La forma de presented& del medicamento se adaptare al tipo de 

administraci& utilizada, par ello, el medicamento se puede presentar bajo la 

forma de soluciones o cualquier otra forma de administraci6n clfnicamente 

permitida y en una cantidad terapeuticamente efectiva. 

30 Preferentemente el medicamento se presenta en una forma adaptada a la 

administraci& parenteral, cutenea, oral, epidural, sublingual, nasal, 

intracatecal, bronquial, linfetica, rectal, transdermica o inhalada. 
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El termino "forma adaptada" hace referencia al modo de adecuar el 

medicamento, la composicion farmaceutica o el producto fitosanitario de la 

presente invencion para que puedan ser administrados. 

5 La forma adaptada a la administracion parenteral se refiere a un estado fisico 

que pueda permitir su administracion inyectable, es decir, preferiblemente en 

estado liquido. La administracion parenteral se puede Ilevar a cabo par via de 

administracion intramuscular, intraarterial, intravenosa, intradermica, 

subcutanea o intraosea pero sin limitarse Onicamente a estos tipos de vias de 

10 administracion parenteral. La forma adaptada a la administracion oral se refiere 

a un estado fisico que pueda permitir su administracion oral, es decir, se puede 

formular en forma solida, semisolida, liquida o gaseosa. Dicha forma adaptada 

a la administracion oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin 

limitarse, gotas, jarabe, tisana, elixir, suspension, suspension extemporanea, 

15 solucion, vial bebible, comprimido, capsula, polvo, granulado, sello, pildora, tableta, 

pastilla, trocisco o liofilizado. La forma adaptada a la administracion rectal se 

selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, supositorio, capsula 

rectal, dispersion rectal o pomada rectal. La forma adaptada a la administracion 

transdermica se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, parche 

20 transdermico o iontoforesis. 

El medicamento puede formularse para su administracion a un animal, y mas 

preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de 

formas conocidas en el estado de la tecnica. Asi, pueden estar, sin limitarse, en 

25 disolucion acuosa esteril o en fluidos biologicos, tal coma suero. Las 

disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen 

componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes adicionales 

incluyen sales para modular la fuerza ionica, conservantes incluyendo, pero sin 

limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y 

30 nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales. 

Alternativamente, el medicamento puede prepararse para su administracion en 

forma solida. El medicamento puede combinarse can varios vehiculos o 
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excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a: aglutinantes tales coma 

celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes tales coma 

almidon o lactosa; agentes dispersantes tales coma acido alginico o almidon de 

malz; lubricantes tales coma estearato de magnesia; deslizantes tales coma 

5 dioxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales coma sacarosa o 

sacarina; o agentes aromatizantes tales coma menta o salicilato de metilo. 

Par otro lado, investigaciones previas han demostrado que la produccion de 

violaceina para las bacterias productoras de violaceina incluyendo 

10 Chromobacterium violaceum, Duganella sp. B2, Janthinobacterium lividum y 

Pseudoalteromonas luteoviolacea es afectada par diversos factores de 

crecimiento y condiciones de cultivo tales coma la temperatura, agitacion, 

volumen de cultivo, componentes del media y pH (Inniss y Mayfield, 1979. 

Microbial Ecology 5, 51-56; Stephens, 2004. Current Biology 14, R65-R66; 

15 Pantanella et al., 2007. Journal of Applied Microbiology 102, 992-999; Yang et 

al., 2007. Letters in Applied Microbiology 44, 625-630; Lu et al., 2009. 

Biochemical Engineering Journal 43, 135-141; Wang et al., 2009. Biochemical 

Engineering Journal 44, 119-124). 

20 Asi, otro aspecto de la presente invencion se refiere al metodo, en adelante 

metodo de la invencion, para la producci6n de violaceina o para la producci6n 

del extracto bacteriano que contiene vioalaceina, donde dicho metodo 

comprende los pasos de: 

25 a. Seleccionar una cepa bacteriana de la invencion o la combinaci6n 

de microorganismos de la invencion, 

b. cultivar la cepa o la combinacion de microorganismos del paso (a) 

en condiciones de cultivo adecuadas para el crecimiento y 

desarrollo del microorganismo, y 

30 c. extraer la violaceina o el extracto bacteriano del cultivo del paso 

(b). 
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En una realizacion preferida del metodo de la invencion, la cepa o combinacion 

de microorganismos segOn el paso (a) se selecciona de una muestra 

procedente de la rizosfera de olivos cultivados y/o de olivos silvestres. 

5 La evaluaciOn in vitro para la producci6n de violaceina (ejemplo 1) determin6 

que todas las cepas bacterianas aisladas de olivo crecieron mejor y produjeron 

pigmento morado a 252C en comparacion con el resto de temperaturas 

ensayadas (incluyendo 4, 10, 25, 28, 30, 37 y 40±12C) despues de cinco dias 

de incubacion en media R2A (ejemplo 1, Tabla 4). Cuando se evaluaron 

10 diferentes medios de cultivo a 252C (R2A agar, triptona soja agar (TSA), 1/10 

caldo triptona soja (TSB) suplementado con antibioticos, extracto de levadura 

malta agar (YMA), y agar nutritivo (NA)) el mejor crecimiento ocurrio en el 

media R2A donde todas las cepas mostraron una fuerte produccion del 

pigmento morado despues de 48h de incubacion, seguido par los medios TSA, 

15 y 1/3x KMB con y sin antibioticos (ejemplo 1, Tabla 5). Otras condiciones 

utilizadas especificamente para la producci6n de violaceina fueron en media 

liquido: pH 6,7, nitrato de potasio, sulfato de amonio ferroso, fosfato dipotasico, 

sulfato de magnesia, extracto de carne, L-triptofano y almidon soluble segOn se 

describe en (Wang et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124). 

20 

25 

La extraccion de violaceina o del extracto bacteriano del cultivo del paso (b) se 

realiza par cualquier tecnica descrita en el estado de la tecnica y que conoce el 

experto en la materia. En el ejemplo 4 de la presente invencion se describe una 

de las tecnicas que puede ser usada para la extraccion. 

Ademas, la violaceina cruda puede ser separada y, si se desea, purificada par 

metodos convencionales, par ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta 

resolucion (ver ejemplo 4). 

30 La presente invencion tambien contempla la violaceina o el extracto bacteriano 

que comprende violaceina, obtenidos par el metodo descrito en parrafos 

anteriores. 

 

27



P201031655 

10-11-2010 

 

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, 

componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 

y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y  

5 en parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se 

proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la 

presente invencion. 

10 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Fig. 1. Muestra la relacion filogenetica (Neighbor-Joining) de las 

secuencias ADNr 16S de las cepas de DuganeHa spp. de olivo silvestre y 

cultivado con otras bacterias productoras de violaceina. 

15 Las secuencias de ADN mas cercanas del gen ADNr 16S en el GenBank 

fueron usadas para comparaci6n. Las cepas marcadas en negrita son cepas 

tipo o referidas especificamente a lo largo del presente documento. La 

secuencia AJ496445 de Collimonas fungivorans CTE227 fue usada como 

grupo externo. Delante del nombre de cada una de las cepas se muestran los 

20 nOmeros de deposito obtenidos de la base de datos de GenBank. Solo se 

indican los valores Bootstrap mayores de 50% en los nodos de los cluster 

pri nci pales. 

Fig. 2. Muestra la relacion filogenetica (Neighbor-Joining) de las 

25 secuencias de los genes gyrB (Fig. 2A) y vioA (Fig. 2B) de las cepas de 

DuganeHa spp. de olivo silvestre y cultivado con otras bacterias 

productoras de violaceina. 

Las secuencias de ADN de ambos genes disponibles en el GenBank fueron 

30 usadas para comparacion. Las secuencias del gen gyrB de Pseudoalteromonas 

luteoviolacea (Fig. 2A) y vioA de Collimonas sp. (Fig. 2B) fueron usadas como 
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grupo externo. Solo se indican los valores Bootstrap mayores de 50% en los 

nodos de los cluster principales. 

Fig. 3. Muestra el analisis de Cluster de los datos fisiologicos de la Table 

5 6 (ejemplo 2), y resultados APIZYM y Biolog GN2 tratados de forma 

independiente de DuganeHa spp. de olivos silvestres y cultivados. 

El algoritmo UPGMA fue aplicado a la matriz de similaridad generada para 

cada experimento de forma independiente usando el coeficiente Dice (binario) 

10 (Fig. 3A) o el coeficiente de correlacion de Pearson (datos APIZYM y Biolog) 

(Fig. 3B y 3C, respectivamente). Valores en los nodos indica el soporte de 

Bootstrap. 

El color blanco-negro en los datos correspondientes a la tabla 6 en la figura 3 

15 indican valores de 0 (no actividad) y 1 (actividad), respectivamente, y la mayor 

intensidad de color gris denota mayores valores de actividad (datos APIZYM y 

Biolog). 

Fig. 4. Muestra el analisis de Cluster combinando los datos fisiologicos de 

20 la Table 6 (ejemplo 2), resultados APIZYM y Biolog GN2 de DuganeHa spp. 

de olivos silvestres y cultivados. 

El algoritmo UPGMA fue aplicado al consenso de la matriz de similaridad 

generada al combinar la matriz obtenida en cada experimento de forma 

25 independiente usando el coeficiente Dice (binario) (Fig. 3A) y el coeficiente de 

correlacion de Pearson (datos APIZYM y Biolog) (Fig. 3B y 3C, 

respectivamente). Valores en los nodos indica el soporte de Bootstrap. 

El color blanco-negro en los datos correspondientes a la tabla 6 en la figura 4 

30 indican valores de 0 (no actividad) y 1 (actividad), respectivamente, y la mayor 

intensidad de color gris denota mayores valores de actividad (datos APIZYM y 

Biolog). 
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Fig. 5. Muestra la produccion de violaceina por las cepas de DuganeHa 

spp. 

Fig. 5A. Muestra la produccion de violaceina par Duganella spp. creciendo en 

5 el media descrito par Wang et al., 2009, Biochemical Engineering Journal 44, 

119-124, usando 10% o 20% v/v de inicio del cultivo. 

Barras can diferente letra sabre ellas en mismo color y forma o can un asterisco 

(*) indicaron diferencias significativas (130.05) entre cepas o entre cultivos 

10 iniciales, respectivamente, de acuerdo al contraste protegido de Fisher de las 

minimas diferencias significativas. Los resultados son valores de medias ± 

desviacion estandar de tres repeticiones. 

Fig. 5B. Muestra el espectro visible-UV de la violaceina comercial y extracto 

15 crudo en etanol de cultivos de Duganella spp. de olivo silvestre (LO-22) y 

cultivado (CICYT-60 y MICO-M). 

20 

Para evitar repeticion, Onicamente tres espectros UV-vis de HPLC de las cepas 

seleccionadas son mostrados. 

Fig. 6. Muestra la actividad antibacteriana de las cepas de DuganeHa spp. 

frente a una cepa de Bacillus subtilis aislada de la rizosfera de olivo. 

La actividad antibacteriana se determing mediante ensayos en cultivo-duales in 

25 vitro utilizando el media Waskman agar. 

30 

comercial, violaceina comercial. 

EJEMPLOS 

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados par 

los inventores, que pone de manifiesto la especificidad y efectividad de distintas 
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cepas provenientes de la rizosfera de olivos silvestres y cultivados para 

producir violaceina, un pigmento morado que ha mostrado importantes 

aplicaciones biotecnologicas y agron6micas. 

5 A lo largo de los distintos ejemplos se demuestra coma las cepas bacterianas 

aisladas de la rizosfera de olivo silvestre y cultivado (CICYT-60 (con nOmero de 

deposito CECT 7780), LO-22 (con nOmero de deposito CECT 7779), Mico-M 

(con nOmero de deposito CECT 7781), LOBA-24, Baetica-33, Mica-C y Mica-

M2) y que fueron caracterizadas fisiologica, bioquimica y geneticamente 

10 (mediante analisis filogeneticos de los genes ADNr 16S, gyrB y vioA) coma 

nuevas cepas de Duganella spp. producen violaceina can un rendimiento 

mayor respecto del resto de bacterias productoras de violaceina previamente 

documentadas cuando estas crecieron en condiciones optimas. Ademas, estas 

cepas pudieron ser diferenciadas en base a los analisis fenotipicos y geneticos 

15 en dos grupos de acuerdo al huesped de origen (olivo silvestre versus olivo 

cultivado). 

Par otro lado, tambien se ha evaluado la actividad antimicrobiana de las 

bacterias y del extracto crudo de violaceina obtenido de las mismas contra 

20 bacterias fitopatogenas, encontrando efecto antimicrobiano frente a las dos 

bacterias Gram-positivas evaluadas, la fitopatogena Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis y una cepa de Bacillus subtilis antagonista de Verticillium 

dahliae aislada de la rizosfera de olivo. 

25 lndependientemente de la produccion de violaceina, se ha observado que las 

cepas aisladas de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados mostraron 

actividad proteolitica y lipolitica y produccion de sideroforos, lo que implicaria 

que dichas cepas poseerian una mejor capacidad de competencia coma 

habitante de la rizosfera del olivo, debido a que serian capaces de mejorar el 

30 estado sanitario de las plantas a varios niveles, tales coma la nutricion par 

hierro, y dificultar el crecimiento de patogenos, generalmente hongos, a traves 

de limitar el hierro disponible para el crecimiento del patogeno. 
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Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento 

de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos 

ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser 

interpretados como limitaciones de la invencion que aqui se reivindica. For 

5 tanto, los ejemplos descritos ilustran la invencion sin limitar el campo de 

aplicacion de la misma. 

EJEMPLO 1. AISLAMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS CEPAS 

CON PIGMENTACION MORADA. 

10 

Las raices de olivo de 92 fincas comerciales localizadas en las principales areas 

olivareras de las provincias de Cordoba, Jaen, Sevilla y Granada y de 11 zonas con 

olivos silvestres localizados en el area potencial donde se pueden localizar tanto 

acebuches verdaderos (por ejemplo, formas silvestres en areas naturales) como 

15 formas asilvestradas (por ejemplo, derivados sexuales secundarios de clones 

cultivados o productos de hibridacion entre arboles cultivados y acebuches 

cercanos) (Lumaret y Ouazzani, 2001, Nature 413, 700), localizados en las 

provincias de Cordoba y Cadiz, fueron muestreados en Andalucia, sur de Espana 

en la primavera del 2009 (Tabla 3). Suspensiones bacterianas de la rizosfera 

20 fueron diluidas en serie y sembradas en medio R2A agar (Biolife, Milan, Italia) e 

incubadas a 28±1°C por 72h en oscuridad. 

Tabla 3. Localizacion, altitud y caracteristicas climaticas de los sitios de origen de 

las cepas aisladas de DuganeHa spp. 
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Cepa P lantas ol ivo Local izacion Coordenadas Alta 

Caracteristicas 

c l imaticasb 

Clasificacion gC mm 

8 ,0 Km SO 

S i lvestre Benal up- 36 °1 8 43 , 65 N Med i terraneo 1 7-
L0-22 53 600-800 

>200 arios Casas 5 °54 1 , 1 4  0 Marft imo 1 9 

Viejas , Cad iz 

7 ,4 Km SO 

S i lvestre Benal up- 362 1 8 '26 , 64"N Med i terraneo 1 7- 
LOBA-24 47 600-800 

>200 arios Casas 5252 '56 ,0 1 " 0 Mari t imo 1 9 

Viejas , Cad iz 

S i lvestre 1 , 5 km E 362 1 4 '32 , 64 "N Med i terrano 1 7- 1 200- 
Baeti ca-33 1 4 

>200 arios Vejer , Cad iz 5257 ' 1 , 63 " 0 Mari t imo 1 9 1 600 

Cu l t ivado 6 , 03 Km S 
M I CO-C 37 °54 '27 ,53"N Med i terraneo 1 5- 

cv. Arbequ i na Vi l l af ranca, 1 60 400-600 
M I CO-M 4 034 13 ,52 1 10 Subtrop ical 1 7 

5 arios Cordoba 

Cu l t ivado 
3 , 05 Km SO, 37 °5 1 24 ,54 N Med i terraneo 1 5- 

M I CO-M2 cv. Arbequ i na 1 75 400-600 
Cordoba 4 °48 '5 ,32"0 Subtrop ical 1 7 

4 arios 

Cu l t ivado 3 , 2 Km SE 
37 °36 1 7 , 65 N Med i terraneo 1 5- 

C I CYT-60 cv. P icual Al caudete , 530 400-600 
4 ° 7 '8 ,95"0 Subtrop ical 1 7 

> 1 00 arias Jaen 

a Altitud por encima del nivel del mar (m). 

b Clasificacion climatica (J. Papadakis, 1966), temperatura media anual en 2C, y  

5 precipitaciOn anual en mm. fueron obtenidos de SigMapa, Sistema de InformaciOn 

Geografica del Ministerio Espanol de "Media Ambiente, y Medio Rural y Marino" 

(http://sig.mapa.es/geoportal/). 

CV., cultivar. 
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Despues del periodo de incubaci6n, se observe la aparici6n de colonias 

bacterianas con pigmentacion morada en cerca del 10% de las muestras que 

fueron purificadas para su posterior caracterizacion fisiologica, bioquimica y 

molecular. 

5 

Las bacterias con pigmentacion morada fueron identificadas en 27,3% de las 

muestras de las raices tomadas de olivos silvestres en la provincia de Cadiz, y 

Onicamente en 4,4% de las muestras de raices de 92 fincas comerciales de olivo 

muestreados en toda Andalucia. Es de destacar que a pesar de que ocho 

10 variedades diferentes crecidas sin patron fueron muestreadas en las fincas 

comerciales, las bacterias con pigmentacion morada fueron aisladas Onicamente 

de los cvs. (cultivares) Arbequina y Picual (Tabla 3). 

Siete cepas de las bacterias pigmentadas fueron seleccionadas para estudios 

15 posteriores. De estas, tres cepas (Baetica-33, L022 y LOBA-24) provinieron de la 

rizosfera de acebuches centenarios (edad mayor de 200-arios basados en el 

diametro del tronco; Michelakis, 2002. Proceedings of International Sysmposium, 

Sitia, Crete, Greece) localizados en diferentes areas geograficas; dos cepas 

(MICO-C, MICO-M) provinieron de la misma finca comercial a partir de la rizosfera 

20 de olivos del cv. (cultivar) Arbequina con una edad de 5 arios inoculados (MICO-M) 

o no (MICO-C) con un producto comercial a base de micorrizas (Mycosim-TRI-

TON, MYCOSIM International AG, Basel Switzerland) durante su fase de 

producci6n en vivero; la cepa MICO-M2 provino de un campo comercial diferente a 

partir de la rizosfera de olivos del cv. Arbequina de 4 arios de edad inoculados con 

25 el mismo inoculo micorrizico; y la cepa CICYT-60 provino de una finca comercial 

con olivos centenarios del cv. Picual (>100 arios de edad). 

1.1. Condiciones de cultivo (*times. 

30 El crecimiento y la produce& del pigmento morado de todas las cepas bacterianas 

fue evaluado en diferentes medios solidos y liquidos a 25±1°C durante 48h. en 

oscuridad. Los medios evaluados fueron: R2A agar, triptona soja agar (TSA), 1/10 
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caldo triptona soja (TSB) suplementado con antibiaticos (Landa et al., 2003. 

Phytopatology 93, 982-994), extracto de levadura malta agar (YMA), y agar nutritivo 

(NA). Todos los medios fueron adquiridos a Difco Laboratories (Detroit, Michigan, 

USA). Adicionalmente, se evalue el crecimiento y produce& de violacefna de las 

5 siete cepas bacterianas en media R2A a diferentes temperaturas incluyendo 4, 10, 

25, 28, 30, 37 y40 ±1 QC y en condiciones de oscuridad. 

Todas las cepas bacterianas crecieron mejor y produjeron pigmento morado a 

252C en comparacion can las temperaturas de 15, 20, 28, 30, y 342C; sin embargo, 

10 ninguna de las cepas credo a 402C despues de cinco dfas de incubacion en media 

R2A. Las cepas MICO-M, MICO-M2, y CICYT-60 fueron capaces de crecer a 4 y 

372C, pero no fue evidente la produce& del pigmento morado (Tabla 4). 

Tabla 4. Efecto de la temperatura sabre el crecimiento y produce& del pigmento 

15 morado en media R2A de las cepas aisladas de la rizosfera de olivo silvestre y 

cultivado 

P 

(2C) 

O l ivo s i lvest re O l ivo cu lt ivado 

LO-22 LOBA-24 Baet ica-33 M ico-C M ico-M M ico-M2 C ICYT-60 

1 5 +/+ +/+ +/+ +/- +/± +/± +/± 

20 ++/++ ++/± +/+ +/- ++/± ++/± ++/+ 

25 ++/++ ++/++ ++/++ ++/± ++/++ ++/++ ++/++ 

28 ++/+ ++/+ ++/+ ++/± ++/+ ++/+ ++/+ 

30 ++/+ ++/± ++/± ++/- ++/- ++/- ++/+ 

34 +/- +/- -±/- +/- +/- +/- +7-

37 -/- -/- -/- -/- +/- +/- +7-

40 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -7-

a Crecimiento/produccion de pigmento morado (++). fuerte, (+). positivo, (±). debil 

20 6 (-). negativo.  
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Cuando se evaluaron diferentes medios de cultivo a 252C, el mejor crecimiento 

ocurrie en el media R2A donde todas las cepas mostraron una fuerte produce& 

del pigmento morado despues de 48h de incubacion, seguido par los medios TSA, 

y 1/3x KMB can y sin antibiaticos (Tabla 5). Adicionalmente, todas las cepas fueron 

5 capaces de crecer en media liquido 1/3x KMB+++ (suplementado can los 

antibiaticos ampicilina, cloranfenicol y cieloheximida) y en 1/10x TSB+ 

(suplementado can cieloheximida). 

Tabla 5. Crecimiento/produccion de color morado en media de cultivo (252C) de las 

10 cepas de DuganeHa spp. aisladas de la rizosfera de olivos silvestres y cultivados y 

de dos DuganeHa spp. descritas hasta la fecha 

Med ios 

de 

CU lt ivoa 

Ol ivos s i lvest res O l ivos cu lt ivados Cepas de referenc ia° 

LO-22 
LOBA- 

24 

Baet ica- 

33 

M i co-

C 
Mi co- 

M 

M i co- 

M2 

C ICYT- 

60 

D. 

violaceinigra 

YIM 31 327 

D. 

zoogloeoides 

IAM 1 2670 

R2A ++/++ ++/++ ++/++ ++/± ++/++ ++/++ ++/++ n r n r 

1 /3x 

Ki n g 's B 

agar ( 1 /3x 
++/++ ++/++ ++/++ ++/± ++/++ ++/++ ++/++ n r n r 

KMB) 

1 /3x 

KMB+++ 

agar 

++/+ ++/+ ++/+ ++/± ++/+ ++/+ ++/+ n r n r 

Tr i ptona 

soja agar ++/+ ++/+ ++/+ ++/± ++/+ ++/+ ++/+ n r n r 

(TSA) 

Levadu ra 

me lte agar +/± +/± +/± +/± +/± +/± +/± +/+ n r 

(YMA) 

Agar 

n u tr i t i vo +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- -/- +7-

(NA) 

a Pruebas de crecimiento, asimilacion, o produce& (++). fuerte, (+) = positivo, 

15 (±). debil, (-). negativo. 
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b Datos de Duganella violaceinigra YIM 31327T fueron tomados de Li et al. 

2004, International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 

1811-1814 y de Duganella zoogloeoides IAM 12670T de Hiraishi et al. 1997, 

International Journal of Systematic Bacteriology 47:1249-1252. nr= no citado. 

5 (+*) Referido como utilizacion de fuentes de carbono en Li et al. 2004, 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 1811- 

1814. 

Formula medio R2A (Biolife) agar (g/1): extracto de levadura: 0,5; proteosa 

10 peptona: 0,5; caseina acida: 0,5; glucosa: 0,5; almidon soluble: 0,5; fosfato 

dipotasico: 0,5; sulfato magnesico: 0,024; piruvato sodico: 0,3; agar: 12; pH 

final: 7,2 ± 0,2. Formula medio 1/3 KMB (g/1): proteosa peptona: 6,7; fosfato de 

potasio: 0,4; fosfato dipotasico: 0,5; sulfato de magnesio: 0,5; glicerol: 3,3; agar: 

20; pH 7,0 (hidroxido de sodio). Formula medio TSA (g/1): peptona de caseina: 

15 15; peptona de soja: 5; cloruro de sodio: 15; agar: 15; pH final: 7,3. Formula 

medio TSB (g/1): digestivo pancreatico de caseina: 17; digestivo enzimatico de 

soja: 3; cloruro de sodio: 5; fosfato dipotasico: 2,5; dextrosa: 2,5 g; agar: 15; pH 

final: 7,3. Formula medio YMA (g/1): extracto de levadura: 3; extracto de malta: 

3; peptona: 5; glucosa: 10; agar: 20, pH final: 7,3. Formula medio NA (g/1): 

20 peptona de gelatina: 5,0; extracto de carne: 3 g; agar: 15; pH final: 7,2. 

EJEMPLO 2. CARACTERIZACION FISIOLOGICA Y BIOQUIMICA. 

La prueba de oxidacion-fermentacion de la glucosa (0-F) y la habilidad de producir 

25 acido a partir de carbohidratos y compuestos relacionados fue monitorizado por el 

metodo de Hugh, R. y Leifson, E.,1953, Journal of Bacteriology 66, 24-26. La 

actividad de catalasa y oxidasa fue determinada siguiendo los procedimientos 

descritos por Bergey, D.H., 1994, Baltimore: Williams & Wilkins, 636-642. La tincion 

de Gram fue realizada utilizando cultivos bacterianos puros de 48h. de edad. La 

30 actividad proteolitica fue evaluada utilizando el ensayo en placas con un medio 

semi-cuantitativo utilizando leche desnatada-agar, mientras que la actividad 

lipolitica fue evaluada utilizando el medio Tween 80-agar; ambas actividades se 
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detectaron par la presencia de halos claros y halos turbios respectivamente 

alrededor del crecimiento de las colonias bacterianas. La produce& de sidereforos 

fue evaluada bajo condiciones de limitacion de hierro utilizando el ensayo universal 

para la produce& de sidereforos (Schwyn, B., Neilands, J.B., 1987. Analytical 

5 Biochemistry 160, 47-56). Todas las pruebas fisiologicas y bioqufmicas fueron 

realizadas a 28°C en condiciones de oscuridad. 

Para el ensayo de utilizacion de fuentes de carbono y enzimas utilizando el sistema 

de microplacas Biolog 0N2 (Biolog, Barcelona, Espana) y el sistema APIZYM 

10 (Biomerieux, Madrid, Espana) se usaron suspensiones bacterianas acuosas en 

0.85% NaCI. 

Para las placas APIZYM, los cultivos fueron incubados a 28±12C durante 24h. 

Posteriormente, las galerfas fueron activadas agregando 30 ill de cada reactivo 

15 (ZYM A y ZYM B; BioMerieux), y tras un periodo de 5 min a temperatura ambiente 

se realize una evaluacion semi-cuantitativa de la actividad enzimatica utilizando 

coma referencia una tabla colorimetrica estandar asignando un valor numerico de 0 

a 5 (equivalente de 0 a 40 nmol) (Sciancalepore et al., 1996. Toxicological & 

Environmental Chemistry 55, 145-158), dependiendo de la intensidad de color del 

20 sustrato cromogenico producido par la reaccion de hidrolisis. 

Las placas Biolog fueron incubadas durante 5 dfas a 28±1°C midiendo 

periedicamente la absorbancia a 585 nm. utilizando un espectrofotemetro de 

fluorescencia Tecan Safire ( Tecan Espana, Barcelona, Espana). El promedio del 

25 desarrollo de color de todos los pocillos (Average Well Colour Development) 

(AWCD) de cada placa fue calculado coma la media de los valores de absorbancia 

para todas las respuestas de los pocillos par cada tiempo de lectura. La cinetica de 

AWCD fue usada para determinar la velocidad y el nivel asintatico de asimilacion 

de los substratos. Se realize un analisis de 'cluster' o agregacion en el que los 

30 dendrogramas fueron construidos utilizando la matriz de similaridad a partir de los 

datos de caracterizacion fenotfpica utilizando el coeficiente de Dice (datos binarios) 

o el coeficiente de correlacion de Pearson (datos cuantitativos). Se utilize el analisis 
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UPGMA ( Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) para el analisis 

de agregacion con el paquete Bionumerics 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Belgium) . La significancia de los nodos fue evaluado par analisis Bootstrap 

o de soporte sabre 1.000 aleatorizaciones.  

5 

Las cepas aisladas de olivo silvestre y cultivado fueron Gram-negativas, no 

fermentativas (catabolizaron la glucosa en forma oxidativa en la prueba 0-F), 

catalasa +, oxidasa +, y la mayorfa de ellos mostraron actividad proteolftica y 

lipolftica. Ademas, todas las cepas mostraron produce& de sidereforos. La 

10 mayorfa de las cepas produjeron acido a partir de galactosa, pero en general, no lo 

hicieron cuando se utilizaron otras fuentes de carbono. Las cepas difirieron en 

muchas caracterfsticas can respecto a la especie tipo de DuganeHa (D. 

zoogleoides) (Hiraishi, A., et al., 1997. International Journal of Systematic 

Bacteriology 47, 1249-1252) y en algunas caracterfsticas can respecto a Duganella 

15 violaceinigra (Wen-Jun et al., 2004. International Journal of Systematic and 

Evolutionary Microbiology 54, 1811-1814), principalmente en la produce& de 

acido a partir de glucosa en forma oxidativa y en la actividad oxidasa. Tambien 

todas las cepas difirieron de Duganella violaceinigra en al menos dos de las cinco 

actividades enzimaticas determinadas par el sistema API comparadas can las 

20 citadas en Wen-Jun et al., 2004, International Journal of Systematic and 

Evolutionary Microbiology 54, 1811-1814 (Tabla 6). 

 

39



5 

P201031655 

10-11-2010 

 

Tabla 6. Caracterfsticas fenotfpicas diferenciales de las cepas de DuganeHa spp. 

aisladas de la rizosfera de olivos silvestres y cultivados y de dos DuganeHa spp. 

descritas hasta la fecha. 
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a Pruebas de crecimiento, asimilación, o producción (++)= fuerte, (+) = positivo, (±)= 

débil, (-)= negativo.  

b Datos de Duganella violaceinigra YIM 31327T fueron tomados de Li et al. 2004, 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 1811-1814, y 

de D. zoogloeoides IAM 12670T de Hiraishi et al. 1997, International Journal of 5 

Systematic Bacteriology 47:1249-1252.  

nr= no citado. (+*) Referido a la utilización de fuentes de carbono en Li et al. 2004, 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 1811-1814. 

 

Basados en el análisis cluster de características fenotípicas (Tabla 6), en las 10 

pruebas de APIZYM y Biolog GN2, las siete cepas pudieron ser claramente 

diferenciadas y fueron consistentemente agrupadas en dos clusters principales 

según el origen de las cepas, bien cuando los datos de cada una de ellas fueron 

procesadas independientemente (Fig. 3) o cuando los datos de los tres 

experimentos fueron combinados (Fig. 4).  15 

 

EJEMPLO 3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR MEDIANTE ANÁLISIS 

FILOGENÉTICO DE LOS GENES ADNr 16S, gyrB y vioA. 

 

El ADN de las cepas bacterianas fue aislado utilizando el kit de extracción 20 

UltraCleanTM microbial DNA kit (MoBio Laboratories, Inc., CA, USA) de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante. Adicionalmente, se utilizó ADN de la cepa tipo de 

Duganella violaceinigra CCUG 50881T (igual a Duganella violaceinigra YIM 

31327T) en los estudios moleculares.  

 25 

Las cepas fueron identificadas a nivel de género/especie mediante la 

secuenciación de la región ADNr 16S usando los iniciadores 8f (SEQ ID NO: 25) y 

1492r (SEQ ID NO: 26) según Landa et al., 2003, Phytopatology 93, 982-994.  El 

gen gyrB fue amplificado con los iniciadores Up-1G- (SEQ ID NO: 27) y Up-2G- 

(SEQ ID NO: 28) descritos por Mavrodi et al. 2010, Applied & Environmental 30 

Microbiology 76, 866-879. Además, se utilizaron el par de iniciadores degenerados 

VPA3 (SEQ ID NO: 29) /VPA4 (SEQ ID NO: 30)  (Hakvåg et al., 2009. Marine 
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Drugs 7, 576-588) para amplificar un segmento de aproximadamente 1,0 kb del 

gen vioA que codifica la flavoenzima vioA, que se seleccionó debido al mayor 

número de secuencias disponibles en la base de datos GenBank para este gen en 

comparación con otros genes para la síntesis de violaceína en diferentes géneros 

de bacterias.  5 

 

Las secuencias amplificadas fueron purificadas utilizando el kit PureLink PCR 

(Invitrogen, Barcelona, España). La práctica totalidad de la longitud de los genes 

amplificados ADNr 16S (de aproximadamente 1,5 kb), gyrB (de aproximadamente 

1,0 kb) y vioA (de aproximadamente 1,0 kb) fue directamente secuenciada usando 10 

los mismos iniciadores que se utilizaron para la amplificación en las instalaciones 

de STABVIDA (Caparica, Portugal). Todas las secuencias 16S fueron analizadas 

mediante el programa NCBI-BLAST, y las secuencias más cercanas a la 

secuencias de las cepas fueron extraídas y alineadas utilizando el software 

Bionumerics 6.1 para análisis filogenético. Los árboles filogenéticos fueron 15 

construidos utilizando análisis de Neighbor Joining (NJ) o del vecino más próximo. 

La robustez de los grupos originados fue testada mediante análisis Bootstrap o de 

soporte sobre 1.000 aleatorizaciones.  

 

El análisis de la práctica totalidad de la longitud de las secuencias ADNr 16S de 20 

todas las cepas mostraron que éstas están estrechamente relacionadas entre ellas 

(>99.3% similaridad de las secuencias) y pudieron ser asignadas a la clase β-

Proteobacteria, orden Burkholderiales,  familia Oxalobacteraceae, con el género 

mas cercano Duganella.  Basado en la homología de los genes ADNr 16S de las 

bacterias se construyó el árbol filogenético mediante análisis de Neighbor Joining 25 

(NJ) conteniendo la secuencia del gen 16S de las siete cepas bacterianas 

obtenidas de olivo, las cepas de referencia de Duganella spp. y Janthinobacterium 

lividum y varias secuencias relacionadas de organismos no cultivables contenidas 

en clones procedentes de la base de datos del GenBank (Fig. 1). El análisis 

filogenético del gen ADNr 16S indicó que las siete cepas con pigmentación morada 30 

fueron identificadas como Duganella spp. Esta es la primera cita de Duganella spp. 

en la rizosfera de plantas leñosas y como habitante específico de la rizosfera de 
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olivos silvestres y cultivados. Todas la secuencias ADNr 16S de Duganella spp. de 

olivos silvestres y cultivados mostraron una homología más baja (95,5-96,0%) con 

respecto a la de la especie tipo de Duganella (D. zoogleoides) y del aislado de 

Duganella sp. B2, la primera Duganella sp. productora de violaceína citada hasta el 

momento (Wang et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124). Es de 5 

destacar que a pesar de que la cepa B2 ha sido citada como una Duganella sp., en 

nuestro estudio, los análisis filogenéticos mostraron que está más estrechamente 

relacionada a Janthinobacterium lividum debido a que su secuencia ADNr 16S se 

agrupó con Duganella sp. tsz33 (una cepa aislada de un Glaciar en China) como 

un grupo hermano de todas las secuencias de Janthinobacterium lividum del 10 

GenBank (58% de soporte). Por el contrario, la secuencia de los genes ADNr 16S 

de las cepas de olivo silvestre y cultivado mostraron una homología del 98,6-99,3% 

con la cepa tipo de Duganella violaceinigra YIM 31327 (Tabla 1) y se agruparon 

con otras cepas y secuencias de organismos no cultivados en un cluster hermano 

diferente al de la especie tipo (58% de soporte). A pesar de que las siete cepas de 15 

olivo mostraron alta homología en la secuencia ADNr 16S (99,4-100%), dos 

subgrupos pudieron ser diferenciados entre ellos de acuerdo a su huésped de 

origen (olivo silvestre versus olivo cultivado). 

 

El análisis filogenético del gen gyrB usando un set de datos menor mostró 20 

resultados similares a los obtenidos con el gen ADNr 16S, con la cepa Duganella 

sp. B2 siendo genéticamente diferente de la cepa tipo de Duganella violaceinigra 

YIM 31327 y de las cepas de olivo (99% de soporte), las cuales se agruparon 

nuevamente de acuerdo a su origen (Fig. 2A). Así, las tres cepas de olivo silvestre 

se agruparon como un grupo basal de la cepa tipo Duganella violaceinigra YIM 25 

31327 (54% de soporte; 93,7-95,7% de similaridad, Tabla 1) y todas estas cepas 

formaron un grupo hermano de las cuatro provenientes de olivo cultivado (100% de 

soporte).  

 

El análisis filogenético del gen parcial vioA agrupó a Duganella sp. B2 como un 30 

grupo basal de las secuencias restantes de Duganella spp. (soporte de 62%) 

mostrando una similaridad más alta en la secuencia del gen vioA con todas las 
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secuencias de Janthinobacterium lividum (80,4-81,2%) que con todas las 

Duganella spp. incluyendo las cepas de olivo y la cepa tipo de Duganella 

violaceinigra (77,3-77,9%). Duganella violaceinigra fue un grupo basal de todas 

las cepas aisladas de Duganella spp. de olivo y de una muestra de suelo de 

Ithaca, Nueva York, EE.UU. (89% soporte; 89,8-90,8% similaridad, Tabla 1) 5 

(Brady et al., 2001. Organic Letters 3, 1981-1984.). Dentro de este cluster, las 

siete Duganella spp. se agruparon de acuerdo a su huésped de origen, olivo 

silvestre (LOBA-24, LO-22, Baetica-33) o cultivado (CICYT-60, MICO-C, MICO-

M, MICO-M2) con homología en las secuencias en un rango de 91,6 a 91,8% 

entre ambos grupos (Fig. 2B).     10 

 

EJEMPLO 4. DETECCIÓN, PRODUCCIÓN Y EXTRACCIÓN DE VIOLACEÍNA.  

 

La evaluación in vitro para la producción de violaceína fue realizada utilizando 

las condiciones y medio de cultivo óptimas descritas con anterioridad para una 15 

Duganella sp. (Wang et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124) 

(pH 6,7, nitrato de potasio 1,18 g/L, sulfato de amonio ferroso 0,08 g/L, fosfato 

dipotásico 0,25 g/L, sulfato de magnesio 0,75 g/L, extracto de carne 1,53 g/L, L-

triptofano 0,74 g/L, almidón soluble 13 g/L, 25 ml del medio en matraces de 250 

mL) con un tamaño de inoculo inicial del 10% (v/v) o 20% (v/v) de un cultivo 20 

bacteriano en el mismo medio en una fase de crecimiento estacionario. Los 

cultivos fueron incubados en un agitador rotatorio a 60 rpm y 25±1˚C durante 

5h (cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria).  

 

La violaceína cruda fue extraída de las células utilizando el método de 25 

extracción de etanol de acuerdo a Wang et al., 2009, Biochemical Engineering 

Journal 44, 119-124. La producción de violaceína cruda fue medida basada en 

la absorbancia de la solución de etanol a 585 nm utilizando un 

espectrofotómetro ultravioleta-visible (Metertek SP-850; Metertech Inc., Taipei, 

Taiwan) (Mendes et al., 2001. Biotechnology Letters 23, 1963-1969). Además, 30 

la violaceína cruda obtenida por el proceso de extracción anteriormente 

descrito fue separada y purificada mediante cromatografía líquida de alta 
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resolución, en un sistema HPLC Agilent 1200 equipado con un detector de 

diodos (DAD) (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) con una columna 

de octadecilsilano (ODS) (Tracer Excel 120 ODS-B, 5 mm, 250 x 46 mm), para 

medir la composición y compararlo con la violaceína comercial obtenida de 

Janthinobacterium. lividum (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y con datos 5 

previamente publicados (Retori y Durán, 1998. World Journal of Microbiology & 

Biotechnology 14, 685-688.; Sánchez et al., 2006. ChemBioChem 7, 1231-

1240; Wang et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124; Jiang et 

al., 2010. Applied Microbiology & Biotechnology 86, 1077-1088). 

 10 

La longitud de onda de medida fue de 570 nm y la fase móvil consistió en 

metanol 70% a un porcentaje de flujo de 1 ml/min a una temperatura de 30˚C 

(Jiang et al., 2010. Applied Microbiology & Biotechnology 86, 1077-1088). Las 

diferencias en la producción de violaceína cruda fueron analizadas por análisis 

de varianza estándar y la comparación de medias entre tratamientos mediante 15 

el contraste protegido de Fisher de las mínimas diferencias (LSD) (P ≤ 0.05) 

utilizando el programa STATISTIX 9.0 (Analytical Software, St. Paul, MN, USA).  

 

Todas las cepas aisladas de olivo y la cepa Duganella violaceinigra CCUG 

50881T (igual a Duganella violaceinigra YIM 31327) poseen el gen vioA para la 20 

producción de violaceína (determinada por la amplificación de un fragmento de 

aproximadamente 1,0 kb utilizando el par de iniciadores VPA3 (SEQ ID NO: 

29)/VPA4 (SEQ ID NO: 30)). Hasta donde sabemos, esta es la primera 

demostración que Duganella violaceinigra posee genes para la producción de 

violaceína. También todas las cepas aisladas de olivo produjeron violaceína, 25 

evidenciada por la determinación cuantitativa mediante espectrofotometría y 

cromatografía líquida (LC) (Fig. 5 A, B). Cuando los extractos crudos de 

violaceína fueron examinados por HPLC, la fracción colectada consistió en un 

pico principal (6,5 min) para todas las cepas bacterianas.  

 30 

El espectro visible de UV de los extractos de violaceína cruda fue similar a la 

observada para la violaceína comercial obtenida de Janthinobacterium lividum 
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(Sigma, Madrid, España) y para la citada para otras bacterias productoras de 

violaceína incluyendo Duganella sp. B2, y Chromobacterium violaceum (Retori 

y Durán, 1998. World Journal of Microbiology & Biotechnology 14, 685-688; 

Sánchez et al., 2006. ChemBioChem 7, 1231-1240; Wang et al., 2009. 

Biochemical Engineering Journal 44, 119-124; Jiang et al., 2010. Applied 5 

Microbiology & Biotechnology 86, 1077-1088) con una fuerte absorción en la 

región visible debido a la resonancia de la violaceína (Riveros et al., 1988. 

Arquivos de Biologia e Tecnologia 31, 475-487) (Figura 5B). Además de lo 

anterior, la adición de ácido sulfúrico al 10% a los extractos de violaceína cruda 

en etanol, cambió el color violeta a verde, y cuando se agregó NaOH, cambió a 10 

un color café rojizo, tal como fue descrito para la solución de violaceína en 

etanol de Janthinobacterium lividum (Shivaji et al., 1991. Polar Biology 11, 267-

271). 

 

Las cepas bacterianas difirieron significativamente (P<0,0001) en su habilidad 15 

para producir violaceína cuando ésta fue determinada para un número similar 

de células/ml (OD600 1.280 ± 0,1879) en la fase estacionaria de crecimiento 

después de 48h de incubación a 25ºC (Fig. 5A). Las cepas Baetica-33, CICYT-

60, y LO-22 produjeron significativamente cantidades más altas (P<0,0001) de 

violaceína cuando el cultivo fue iniciado con 10% (v/v) que con 20% (v/v) de un 20 

cultivo bacteriano en la fase estacionaria. Cuando el cultivo bacteriano se inició 

con 10% (v/v) para algunas cepas (Baetica-33, LO-22), la producción de 

violaceína fue evidente sin embargo no abundante (OD585 = 0,230-0,405; 

equivalente a 4,10-7,22 mg/L). En contraste, cuando el cultivo se inició con 

20% (v/v), la cepa CICYT 60 produjo cantidades significativamente (P < 25 

0.0001) más altas de violaceína cruda (OD585 = 1,585; equivalente a 20,30 

mg/L) en comparación con las otras seis cepas. 

 

EJEMPLO 5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO 

 30 

La actividad antibacteriana de las cepas aisladas de olivo se determinó 

mediante ensayos en cultivo-duales in vitro utilizando el medio Waskman agar 
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(Berg et al., 2002. Applied & Environmental Microbiology 68, 3328-3338) frente 

a una cepa de bacteria fitopatógena (Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis), y una cepa de Bacillus subtilis aislada de la rizosfera de olivo. 

 

Las suspensiones bacterianas se ajustaron hasta alcanzar una concentración 5 

aproximada de 1x108 unidades formadoras de colonias (ufc) y fueron utilizadas 

para inocular completamente la superficie del medio Waskman agar contenido 

en placas petri de 9 cm de diámetro. Se inocularon discos de papel filtro con 30 

µl de las cepas bacterianas Bacillus subtilis y Clavibacter michiganensis 

creciendo en el medio de cultivo óptimo para la producción de violaceína 10 

(Wang et al., 2009. Biochemical Engineering Journal 44, 119-124) y fueron 

colocadas sobre las placas a 1 cm de distancia del borde de la placa.  

 

Por otra parte, los filtrados de violaceína cruda (10 µl) provenientes de las seis 

cepas bacterianas aisladas (MICO-M, MICO-M2, LOBA-24, CICYT 60, LO-22 y 15 

Baetica-33) y una solución de violaceína comercial (50 µM) en etanol fueron 

inoculados sobre el medio Waskman agar que previamente se habían 

inoculado con las bacterias Bacillus subtilis y Clavibacter michiganensis de la 

forma anteriormente descrita. Como control se utilizó etanol. Se realizaron tres 

repeticiones por cepa bacteriana. Las placas fueron incubadas a 25˚C y se 20 

realizó una evaluación cualitativa de la inhibición basada en la 

presencia/ausencia de halos de inhibición alrededor del punto de inoculación 

(Figura 6). 

 

Las cepas bacterianas productoras de pigmento morado de olivo y los filtrados de 25 

la violaceína cruda mostraron de moderada (2 mm inhibición del halo de 

crecimiento) a fuerte inhibición (1 cm diámetro de halo en el punto de inoculación)  

respectivamente, frente a la bacteria Gram-positiva (Bacillus subtilis) evaluada en 

nuestro estudio.  

 30 

Además, los filtrados crudos de la violaceína de las cepas LOBA-24, LO-22, 

Baetica-33 y CICYT-60 inhibieron el crecimiento de Clavibacter michiganensis 
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subsp. michiganensis. Los halos de inhibición de los filtrados de violaceína cruda 

fueron similares para todas las cepas bacterianas y equivalentes a la observada 

cuando se utilizó la violaceína comercial (50 µM).  
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REIVINDICACIONES

1. Cepa bacteriana del género Duganella spp. productora de violaceína 

aislada de la rizosfera de olivos cultivados y/o silvestres con una 

identidad:5

10

15

20

25

30

a. de entre un 98,6 % y un 99,3% con respecto al fragmento de ADN 

de SEQ ID NO: 1 del gen de ADNr 16S,

b. de entre un 93,7 % y un 95,7% con respecto al fragmento de ADN 

de SEQ ID NO: 2 del gen gyrB, y 

c. de entre un 89,8 % y un 90,8% con respecto al fragmento de ADN 

de SEQ ID NO: 3 del gen vioA.

2. Cepa bacteriana según la reivindicación 1, donde dicha cepa se 

selecciona de entre las cepas CECT 7779, CECT 7780 o CECT 7781.

3. Cepa bacteriana según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, donde 

la cepa es CECT 7780. 

4. Combinación de microorganismos que comprende al menos una cepa 

según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 

5. Combinación de microorganismos según la reivindicación 4, que además 

comprende al menos otro microorganismo. 

6. Violaceína producida por la cepa según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 3 o por la combinación de microorganismos según 

cualquiera de las reivindicaciones 4 ó 5. 

7. Extracto bacteriano que comprende la violaceína según la reivindicación 

6.
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8. Composición que comprende la cepa según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 3; la combinación de microorganismos según 

cualquiera de las reivindicaciones 4 ó 5; la violaceína según la 

reivindicación 6; o el extracto bacteriano según la reivindicación 7. 

5

10

15

20

25

30

9. Composición según la reivindicación 8, donde dicha composición es una 

composición farmacéutica. 

10. Composición farmacéutica según la reivindicación 9, donde además 

comprende un vehículo y/o un excipiente farmacológicamente 

aceptables. 

11. Composición según la reivindicación 8, donde dicha composición es un 

producto fitosanitario. 

12. Composición según la reivindicación 11, donde el producto fitosanitario 

es un bactericida. 

13. Composición según la reivindicación 11, donde el producto fitosanitario 

es un fungicida. 

14. Composición según cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, donde 

además comprende otra sustancia activa. 

15. Uso de la composición según la reivindicación 12, para prevenir la 

acción de al menos una bacteria Gram-positiva o para provocar la 

muerte de dicha bacteria.

16. Uso de la cepa según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; de la 

combinación de microorganismos según cualquiera de las 

reivindicaciones 4 ó 5; de la violaceína según la reivindicación 6; del 
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5

10

15

extracto bacteriano según la reivindicación 7; o de la composición según 

la reivindicación 8, para la fabricación de un medicamento. 

17. Método para la producción de violaceína o para la producción del 

extracto bacteriano que contiene violaceína, que comprende: 

a. Seleccionar una cepa bacteriana según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 3, o la combinación de microorganismos 

según cualquiera de las reivindicaciones 4 ó 5,  

b. cultivar la cepa o la combinación de microorganismos del paso (a) 

en condiciones de cultivo adecuadas para el crecimiento y 

desarrollo del microorganismo, y 

c. extraer la violaceína o el extracto bacteriano del cultivo del paso 

(b).
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

<120> Nuevas cepas de Duganella aisladas de la rizosfera de olivo 
silvestre y cultivado y su uso en la producción de violaceína 

<130> 1641.791 

<160> 30 

<170> Patentin version 3.5 

<210> 1 
<211> 1439 
<212> DNA 
<213> Duganell a violaceinigra 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (942) .. (942) 
<223> n es a, e, g, or t 

<400> 1 
tgcaagtcga acggcagcgc gggggcaacc gtggcggcga gtggcgaacg ggtgagtaat 60 

atatcggaac gtacccaaga gtgggggata acgtagcgaa agttacgcta ataccgcata 120 

cgatctaagg atgaaagcag gggatcgcaa gaccttgtgc tcctggagcg gccgatatct 180 

gattagctag ttggtggggt aaaggcccac caaggcaacg atcagtagct ggtctgagag 240 

gacgaccagc cacactggaa ctgagacacg gtccagactc ctacgggagg cagcagtggg 300 

gaattttgga caatgggggc aaccctgatc cagcaatgcc gcgtgagtga agaaggcctt 360 

cgggttgtaa agctcttttg tcagggaaga aaaggctgtg gctaatatcc acagctgctg 420 

acggtacctg aagaataagc accggctaac tacgtgccag cagccgcggt aatacgtagg 480 

gtgcaagcgt taatcggaat tactgggcgt aaagcgtgcg caggcggttt cgtaagtctg 540 

tcgtgaaatc cccgggctta acctgggaat ggcgatggag actgcgaagc tagagtttgg 600 

cagagggggg tagaattcca cgtgtagcag tgaaatgcgt agagatgtgg aggaacaccg 660 

atggcgaagg cagccccctg ggtcaaaact gacgctcatg cacgaaagcg tggggagcaa 720 

acaggattag ataccctggt agtccacgcc ctaaacgatg tctactagtt gttgggtctt 780 

aattgactta gtaacgcagc taacgcgtga agtagaccgc ctggggagta cggtcgcaag 840 

attaaaactc aaaggaattg acggggaccc gcacaagcgg tggatgatgt ggattaattc 900 

gatgcaacgc gaaaaacctt acctaccctt gacatggcag gnatcccgga gagatttggg 960 

agtgctcgaa agagaacctg cacacaggtg ctgcatggct gtcgtcagct cgtgtcgtga 1020 

gatgttgggt taagtcccgc aacgagcgca acccttgtca ttagttgcta cgcaagagca 1080 

ctctaatgag actgccggtg acaaaccgga ggaaggtggg gatgacgtca agtcctcatg 1140 

gcccttatgg gtagggcttc acacgtcata caatggtaca tacagagggc cgccaacccg 1200 

cgagggggag ctaatcccag aaagtgtatc gtagtccgga ttgtagtctg caactcgact 1260 

acatgaagtt ggaatcgcta gtaatcgcgg atcagcatgt cgcggtgaat acgttcccgg 1320 
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Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 27.09.2012  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-5, 7-17  SI 
  Reivindicaciones 6 NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-5, 7 y 17  SI 
  Reivindicaciones 8-16 NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201031655 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 WANG H. et al., "Optimization of culture conditions for violacein 

production by a new strain of Duganella sp B2". Biochemical 
Engineering Journal (2009), vol. 44 (2-3), pág. 119-124.  
Todo el documento. 

 

D02 LI WEN-JUN et al., "Duganella violaceinigrasp. nov., a novel 
mesophilic bacterium isolated from forest soil" International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (2004),  
vol. 54, pág. 1811-1814, todo el documento.  
Citado en la solicitud. 

 

 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente invención se refiere a unas cepas bacterianas de Duganella spp. productoras de violaceína obtenidas de la 
rizosfera de olivos silvestres y cultivados. Las cepas bacterianas tienen una identidad de entre un 98,6% y un 99,3% con 
respecto al fragmento de ADN de SEQ ID NO: 1 del gen de ADNr 16S, de entre un 93,7% y un 95,7% con respecto al 
fragmento de ADN de SEQ ID NO: 2 del gen gyrB y de entre un89,8% y un 90,8% con respecto al fragmento de ADN de 
SEQ ID NO: 3 del gen vioA. Preferentemente las cepas son CECT 7779, CECT 7780 y CECT 7781 y más preferentemente 
la cepa bacteriana es CECT 7780. Además, la presente invención se refiere a sus combinaciones con otros 
microorganismos y a las composiciones que comprenden los productos anteriores, así como a un procedimiento para la 
producción de violaceína y a la violaceína producida para su aplicación biotecnológica y agronómica. 
 
El documento D01 describe un estudio de optimización de producción de violaceína a partir de la cepa Duganella sp. B2. De 
esta forma, a partir de un inóculo de 10% (v/v), en condiciones optimas después de 32h de cultivo, los autores obtienen 
162g/L de violaceína cruda, lo que constituye una producción de violaceína mucho mayor que las descritas hasta esa fecha.  
 
En este documento también se hace referencia a diversas clases de bioactividad atribuidas a la violaceína como por ejemplo 
su actividad antibactericida, antitumoral, antiviral, antioxidante y anti-protozoos. 
 
El documento D02 describe el aislamiento de la cepa YIM 31327T a partir de una muestra de la flora microbiana de la tierra 
del bosque de la provincia Yunnah de China. El análisis filogenético de esta cepa, basado en la secuencia completa del gen 
16S rRNA, demostró que estaba estrechamente relacionada con la especie Duganella zoogloeoides. Sobre la base de las 
diferencias fenotípicas y genéticas existentes entre Duganella zoogloeoides y la cepa YIM 31327T los autores la proponen 
como una nueva especie del genero Duganella denominada Duganella violaceinigra. Esta cepa produce un pigmento 
violeta-negro que no difunde  
 
1.- NOVEDAD 
 
Ninguno de los documentos describe cepas de Duganella productoras de violaceína que coincidan con los porcentajes de 
identidad de secuencias de la reivindicación 1. En este sentido, en opinión de esta Oficina las reivindicaciones 1-5, 7-17 
cumplen con el requisito de novedad establecido en el Art. 6.1 LP 11/1986.  
 
La violaceína como producto ya ha sido descrito con anterioridad en el estado de la técnica como por ejemplo en el 
documento D01. En consecuencia la reivindicación 6 no cumple el requisito de novedad del Art. 6.1 LP 11/1986. 
 
2.- ACTIVIDAD INVENTIVA 
 
El documento D01 se considera el estado de la técnica más cercano a la invención. Este documento describe un estudio de 
optimización de producción de violaceína a partir de la cepa Duganella sp. B2. En este sentido, el problema que plantea la 
invención es la provisión de cepas alternativas de Duganella productoras de violaceína. La solución que aporta la invención 
son las cepas de Duganella productoras de violaceína aisladas de la rizosfera de olivos silvestres o cultivados que cumplen 
las condiciones de identidad de secuencias de la reivindicación 1. En particular las cepas son CECT 7779, CECT 7780 y 
CECT 7781. La diferencia entre la cepa Duganella sp B2 y las cepas de la solicitud radica en que la cepa Duganella sp B2 
no presenta las identidades de secuencia indicadas en la reivindicación 1. El efecto técnico que resulta de esta diferencia es 
que las cepas de la invención producen entre 2,5 y 17,5 veces más violaceína que la cepa Duganella sp. B2. Ninguno de los 
documentos del estado de la técnica tomados solos o en combinación permiten deducir de manera obvia que tales 
porcentajes de identidad genómica sean responsables de la sobreproducción de violaceína. En consecuencia, en opinión de 
esta Oficina, las reivindicaciones 1-5 y 7 y 17 cumplen con el requisito de actividad inventiva establecido en el Art. 8.1 LP 
11/1986 
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Por otra parte el documento D01 hace referencia a las distintas clases de bioactividad atribuidas a la violaceína y por tanto el 
objeto de las reivindicaciones 8-16 no implica ningún esfuerzo inventivo por parte de un experto en la materia. En 
consecuencia las reivindicaciones 8-16, en tanto en cuanto se refieren a la violaceína, no cumplen el requisito de actividad 
inventiva recogido en el Art. 8.1 LP 11/1986 
. 
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