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RECEPTORES DE INDUCTORES DE LA RESPUESTA HYPERSENBIBLE Y

U808 DE LOS MISMOS

.Esta golicitud reivindica el beneficioc 8sobre las
Solicitudes de Patente Provisionales U.S. Nos. Seriales
60/191.649, presentada el 23 de marzo de 2000 Yy

60/250.710 presentada el 1 de diciembre de 2000.
CAMPO DEL INVENTO

El presente invento se relaciona con receptores de
inductores de respuesta hipersensible y wusos de los

mismos.
ANTECEDENTREE DEL INVENTO

Las plantas han evolucionado un conjunto complejo de
vias bioquimicas que las permiten reconocer y responder a
gefiales ambientales, incluyendo la infeccién patégena.
Existen dos tipos principales de interacciones entre un
patégeno y la planta - compatible e incompatible. Cuando
un patdgeno y una planta con compatibles, la enfermedad
usualmente se da. 8i un patégeno y una planta son
incompatibles, la planta usualmente resulta resistente a
ege patSgeno en particular. En - una interaccién
incompatible, la planta restringiri la proliferacién del
pat6genc causando una necrosis localizada, o nmg;te de
tejidos, en una pequefla zona que circundaba el sitio de

infeccién. Esta reaccién por la planta es definida como
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la respuesta hipersensible (*RH”) (Kiraly, Z. "Defensas
Engatilladas por el Invasor: Hipersenagibilidad, *
Enfermedad Botdnica: Un Tratado Avanzado 5:201-224 J.G.
Horsfall y E.B. Cowling, eds. Academic Press, Nueva York
(1980) ; (Klement *Hipersensibilidad”, Procarionten
Fitopatogénicos 2:149-177, M.S. Mount y G.H. Lacy, eds.
Academic Press, Nueva York (1982)). La muerte celular
localizada no solo contiene el patdgeno infectante vy
evita que se esparza mis aln sino también conduce a una
resistencia sistémica previniendo unas infecciones
subsecuentes por otros patbgencs. Por lo tanto, RH es
una forma comiin de resistencia botdnica a enfermedades
causadas por bacterias, hongos, nemitodos, y virus.

Un conjunto de genes 1llamadas rhp (Respuesta
Hipersensible y Patogenicidad) es responsable por 1la
induccién de la RH por bacterias patogénicas, incluyendo
Erwinia spp, Pseudomonas spp, Xanthomonas 8pp, Y
Ralgtonia solanacearum (Willis et al., "“Genes hrp de
Bacterias Fitopatogénicas,” Mol. Plant-Microbe Interact.
4:132-138 (1591), Bonas, U. "Genes hrp de Bacterias
Fitopatogénicas,” paginas 79-98 en: Temas Actuales en
Microbiologia e Inmunologia,” Vol. 192, Patogénesis
Bacteriana de Plantas y Animales: Mecanismos Celulares y
Moleculares. J.L. Dangl, ed. Springer-Verlag, Berlin
{1994) ; Alfano et al., "“Patbégenos Bacterianos en Plantas:
La Vida contra la pared,” Plant Cell 8:1683-98 (1996).
Tipicamente, existen miltiples genes hrp agrupados en un
ADN de 30-40 kb. Una mutacién en cualesquiera de los

genes hrp resultarfa en la pérdida de la patogenicidad
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bacteriana in plantas hospederoc y la RH en plantas no
hospedero. Con base en la caraterizacién genética vy
bioquimica, la funcién de 1los genes hrp puede Bser
clasificada en tres grupos: 1) genes estructurales que
codifican inductores de RH extracelularmente situados,
por ejemplo harpin de Erwinia amylovora (Wei, et al.,
"Harpin, Un Inductor de 1la Respuesta Hipersensible
Producido por el Patbégeno Vegetal, Erwinia amylovpra,"
Science 257:85 (1992)); 2) genes de secrecién dque
codifican un aparato secretorio para exportar inductores
de la RH y otras proteinas desde el citoplasma bacteriano
hacia la superficie celular o el espacico extracelular
(van Gijsegem et al., "“Conservaci6m Evolutiva de 1los
Determinantes de 1la Patogenicidad Entre Bacterias
Patogénicas de Plantas y Animales,” Trends Microbigl.
1:175-180 (1993); He et al., "“Pseudomonas syringae pv.
Syringae harping,: Una proteina la cual es secretada por
la Via Hrp e induce 1la Respuesta Hipersensible en
Plantas,® Cell 73:1255 (1993): Wei et al., “Hrpl de
Erwinia amylovora funciona en la secrecién de harpin y es
un miembro de una Nueva Familia Proteica,” J. Bacteriol.
175:7985-67 (1993), Arlat et al. "PopAl, una Proteina la
cual induce una respuesta tipo hipersensible sobre
Genotipos de Petunia Especificos, es secretada por la Via
Hrp de Pseudomonas solanacearum,” EMBO J, 13:543-53
(1994), Galan et al., “Comunicacién entre Patégenos
Bacterianos y sus Células Hospedero,” Ann. Rev. Cell Dev.,
Biol. 12:221-55 (1996); Bogdanove et al., *“Erwinia

amylovora secreta Harpin por medio de la Via Tipo III y



contiene un HomSlogo de yopN de Yersinia,” J. Bacteriol.
178:1720-30 (1996); Bogdanove et al., “Homologia vy
Similitud Funcional de un Operén de Patogenicidad ligado
a hrp, dspEF, de Erwinia amylovora y el sitio avrE del
Pseudomonas syringae tomate p.v.,*” Proc Natl Acad Sci USA
95:1325-30 (1988)); y 3) genes de regulacidén que
controlan la expresiém de genes hrp (Wei, Z. M., “Harpin,
Inductor de la Respuesta Hipersensible Producido por el
Patégenc Vegetal Erwinia amylovora,” Science 257:85
(1992); Wei et al., ™hrpL Activa 105. Genes hrp Erwinia
amylovora en respuesta de estimulos ambientales”, J.
Bacteriol., 174:1875-82 (1995); Xiao et al., "Una
secuencia promotora ﬁgica reconocida por una Factor Sigma
Alterno recientemente identificado dirige la expresién de
patogenicidad y determinantes de rango hospedero en
Pgeudomonas syringae,” ,J. Bacterial 176:3089-91 (1994);
Kim et al., “Operones hrpA y hrpC de Erwinia amylovora
codifican componentes de una Via Tipo III que secreta
Harpin”, J,. Bacteriol 179:1690-97 (1997); Kim et al.,
“HrpW de Erwinia amylovora, una nueva Harpin que contiene
un Dominio que es homSlogo a Liasas de Pectato de una
Clase Distinta,” J, _Bacteriol. 180:5203-10 (1998) ;
Wengelnik et al., "™HrpG, Una proteina de regulacién hrp
clave de Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria es
HomSloga con Reguladores de Respuesta de Dos
Componentes,” Mol. Plant-Microbe Interact., 9:704-12
(1996)) . Debido a su papel en las interacciones entre
plantas y microbiocs, los genes hrp han sido un punto de

estudio de patogenicidad bacteriana y defensas vegetales.
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Ademés de la respuesta de defensa local, la RH 7
también activa el sistema de defensa en partes no
infectadas de la misma planta. Estc resulta en una
resistencia sistémica general a una infeccién secundaria.
denominada Resistencia Adquirida Sistémica (“SAR"”) (Rosa,
R.F. “Resistencia Adquirida Sistémica Inducida por
Infecciones Virales Localizadas en plantas,” Yirology
14:340-58 (1961); Malamy et al., “Acido Salicilico y
Resiatencia a Enfermedades Vegetales,” Plant J. 2:643-654
{(1990)). SAR confiere una resistencia a enfermedadesn
sistémicas de larga duracién contra un amplio espectro de
patégenos y estéd asociado con la expresidtn de ciertos
genes (Ward et al., “Actividad Genética Coordinada en
respuesta a agentes que inducen resistencia adquirida
sistémica,” Plant Cell 3:1085-94 (1991)). SAR es un
componente importante de la resistencia a enfermedades de
plantas y ha sido de mucho interés por cierto tiempo,
puesto que el potencial de inducir la planta a protegerse
podria reducir de manera significativa o eliminar la
necesidad de pesticidas quimicos. SAR puede ser inducido
por agentes bibéticos (microbios) o abiéticos (quimicos)
{Gorlach et al. “Benzotiadiazol, Una Nueva Clase de
Inductores de Resistencia Adquirida Sistémica, Activa
Expresifn Genética y Resistencia a las Enfermedades en el
Trigo,” Plant Cell 8:629-43 (1996)). Histéricamente,
unos patégenos virulentos débiles fueron usados como un
agente biéticamente inductor para SAR. Bacterias que
promueven el crecimiento vegetal no virulentas también se

reportaron en ser capaces de inducir resistencia de



algunas plantas contra varias enfermedades. SAR inducido
con agentes bibdticoa ha sido el tema de mucha
investigacién, especialmente al final de los 70 y
comienzo de los 80. Sin embargo, se ha logrado un éxito
muy limitado debido a: 1) inconsistencia del desempefio
de organismos vivientes en diferentes condiciones
ambientales; 2) unas inquietudes considerables con
respecto a las consecuencias no predecibles de la
introduccién intencional de pat6genos débilmente
virulentos en el ambiente; y (3) la complicacién técnica
de aplicar un microorganismo viviente en diferentes
condiciones ambientales. Para superar las limitaciones
de usar organismos vivientes.para inducir SAR,
cientificos han estado buscando hace tiempo por un
inductor de la RH derivado de un patfgeno para la
induccién de SAR. Con el avance de la bioclogia
molecular, el primer inductor de la RH proteico con un
amplio espectro de hospederces fue aislado en 1992 a
partir de Erwinia amylovora, una bacteria patogénica que
causa el fuego bacteriano en manzanas y peras. El
inductor de la RH fue nombrado "“harpin®*. Consiste de 403
aminofdcidos con un peso molecular de aproximadamente 40
kDa. La proteina harpin es termo-estable y rica en
glicina con cero cisteina. El gen que codifica la
proteina harpin se encuentra un fragmento de ADN de 1.3
kB en el medio del clmulo genético hrp. La harpin es
secretada en el espacio extracelular y es muy sensible a
la digestidn por proteinasaa. Puesto que la primera

harpin fue aislada a partir de Erwinia amylovora, varias



proteinas harpin o tipo harpin han sido aisladas a partir
de grupos principales de bacterias patogénicas vegetales.
Adicionalmente a la harpin de Erwinia amylovora, las
siguientes proteinas harpin o tipo harpin han sido
aisladas y caracterizadas: HrpN de Erwinia chrysanthemi,
Erwinia carotovora (Wei et al., “Harpin, Un Inductor de
la Respuesta Hipersensible Producido por el Patdgeno
Vegetal, Erwinia amylovora,” Science 257:85 (1992),
Erwinia stewartii; HrpZ de Pseudomonas syringae (He et
al., "Peeudomonas syringae pv. Syringae harping.,: Una
proteina la cual es secretada por la Via Hrp e induce la
Respuesta Hipersensible en Plantap," Cell 73:1255

(1993)), PopA de Ralstonia sclanacearum, (Arlat et al.
"PopAl, una Proteina la cual induce una respuesta tipo
hipersensible sobre Genotipos de Petunia Especificos, es
secretada por la Via Hrp de Pseudomonas solanacearum,”
EMBO J. 13:543-53 (1994)); HrpW de Erwinia amylovora (Kim
et al., "HrpW de Erwinia amylovora, una nueva Harpin que
contiene un Dominio que es homSlogo a Liasas de Pectato
de una Clase Distinta,” J. Bacteriol. 180:5203-10
(1998)), y Pseudomonas syringae. Todas las proteinas
harpin y tipo harpin recién descritae comparten
caracteristicas comunes. Son proteinas termoestables y
ricas en glicina con ninglin residuo del aminodcido
cisteina, y son muy sensibles a la digestién por parte de
las proteinasas, e inducen la RH e inducen resistencia en
muchas plantas contra muchas enfermedades. Con base en
sus caracteristicas bioquimicas y bioffsicas como también

en sus funciones biolégicas, estos inductores de la RH de



diferentes bacterias patogénicas forman parte de una
nueva familia de proteinas, es decir, la familia de
proteinas harpin. Las caracteristicas descritas,
especialmente su capacidad de inducir la RH en un amplio
egpectro de plantas, distinguen la familia de proteinas
harpin de otros inductores de la RH proteicos
especificos, por ejemplo inductinas a partir de Fitoftora
gpp (Bonnet et al., “Resistencia Adquirida activado por
inductores en Tabaco y otras plantas,” Eur. J. Plant
Path. 102:181-92 (1996); Keller, et al., “Caracteristicas
Fisiolégicas y Moleculares de Resistencia Adquirida
Sistémica inducida por inductinas en Tabaco”, Plant
Physiol 110:365-76 (1996)) o proteinas de avirulencia
(tales como Avr9)} a partir de Cladosporium fulvum, las
cuales solo son capaces de inducir la RH en una variedad
o especie especifica de una planta.

En la naturaleza, cuando ciertas infecciones
bacterianas ocurren, la proteina harpin es expresada y
luego secretada por las bacterias, dindole sefial a la
planta que monte una defensa contra la infeccién. La
harpin sirve como una sefial para activar la defensa
vegetal y otros sistemas fisiolbSgicos, que incluyen SAR,
aumento del crecimiento, y resistencia a ciertos dafios
por insectos.

El entendimiento actual de moléculas vegetales
criticas que puedan tener un papel en la interaccién con
inductores y luego la activacidén de una cascada de
transduccién de la gefial secuencial estd descrita a

continuacién.



Interaccién de genes de resistencia vegetal (R) y genes

de avirulencia patégena (avr)

El concepto de interaccién gen por gen es que "para
cada gen determinando resistencia (gen R) en el
hospedero, hay un gen correspondiente determinando
avirulencia en el patSgeno (gen avr)". En este modelo,
los genes de avirulencia patfgena generan una molécula
ligando especifica, llamada un inductor. Solamente las
plantas que llevan el gen de resistencia correspondiente
responden a este inductor e invocan el HR. En afios
pasados, varios genes R de resisten;ia a enfermedades,
han sido clonados y secuenciados. Se esperaba que los
genes R pudieran codificar componentes involucrados en el
reconocimiento de sefiales o rutas de transduccién de
seflales que finalmente llevaran a respuestas de defensa.
Los genes R clonados podrian ser agrupados en cuatro
clases: (1) protein-quinasa citoplésmica; (2) protein-
quinasas con un dominio extracelular; (3) proteinas
citopldsmicas con una regi6n de repeticiones ricas en
leucina y un sitio de unién de nucleotidos; y (4)
proteinas con una regién de repeticiones ricas en leucina
que parecen codificar proteinas extracelulares. (Resefia
en Bent, A.F. "Genes de Resistencia a Enfermedades
Vegetales: La Estructura Enfrenta a la Funcién," Plant
Cell 8:1757-71 (1996) ; Baker B., "Seflalizacién en
Interacciones Planta-Microbio," Science 276:726-33

(1997)). El primer gen R clonado, Pto, codifica una



protein-quinasa de serina/treonina. El producto de la
proteina de Pto interactia directamente con la proteina
del gen de avirulencia andlogo, AvrPro, lo cual ha sido
demostrado en un sistema de levadura de dos hibridos. Se
mostrdé que solamente la coexistencia de ambas proteinas
AvrPro y Pto podria producir HR en las plantas (Tang,
"Iniciacién de Resistencia a Enfermedades Vegetales
Mediante Interaccién Fisica de quinasa AvrPto y Pto,"
Science 274:2060-63 (1996); Scofield, Base Molecular de
Especificidad de Gen por Gen en Enfermedad de Mancha
Bacteriana en el Tomate," Science 274:2063-65 (1996);
Zhou., "La quinasa Pto Confiriendo Resistencia a
Enfermedad de la Mancha Bacteriana en el Tomate
Interactia con Proteinas que Unen un cis-elemento de
genes relaciocnados con Patogenesis," EMBO J. 16:3207-18
{1997)) ., TLos resultados de los genes R clonados soportan
la opinién que las interacciones planta-patogeno
involucran interacciones proteina-proteina. Siring6lido,
un inductor de bajo peso molecular soluble en agua,
activa una respuesta de defensa en cultivares de soya
llevando el gen de resistencia a enfermedades Rpg4. Una
proteina 34-KDa ha sido aislada a partir de la soya y es
considerada como el receptor de siringolido
fisiol6gicamente activo (Ji, "Caracterizacién de una
Proteina de Unién de Soya para los inductores de
piringolido," Proc, Natl, Acad. Sci, USA 95:3306-11

(1998)).
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Factor de Posible Unién de Inductina

Las inductinas son una familia de pequefiae proteinas
secretadas por las espegiee Phytoftora_que tienen un alto
grado de homologia. Las inductinas puras solas pueden
causar una respuesta hipersensitiva, una muerte celular
local, y activar resistencia pistémica adquirida en
plantas de tabaco y otros vegetales (Bonnet, "resistencia
adquirida activada por inductores en tabaco y otras
plantas," Bur, J. Plant Path., 102:181-92 (1996); Keller,
"Caracteristicas Fisiol&gicas y Moleculares de
Reeiptencia Adquirida Sistémica Inducida por Inductinas
en Tabaco," Plant Phvaiol 110:365-76 (1996)). Sin
embargo, el espectro de induccién HR y resistencia
sistémica inducida en plantas es mucho mis delgado que
aquel logrado por inductores de la familia harpin. Como
la proteina harpin, 1las inductinas inducen una serie de
eventos metabdlicos en células de tabaco, incluyendo la
acumulacién de fitoalexinas, produccién de etileno,
filtracién de electrolitos de transmembrana, acumulacién
de H202, y expresién de genes relacionados con defensa de
plantas (Yu I., "Inductinas de Phytoftora y Resistencia
Bisica en Tabaco," Proc, Natl, (1995); Keller, Produccién
de Inductina Inducida por Patogenos en Tabaco Transgenico
Genera Una Respuesta Hipersensitiva y Resistencia a
Enfermedades no Especificas, "The Plant Cell 11:223-35
{1999)). Un factor de posible unién tipo receptor ha sido
identificado en la membrana plasmidtica del tabaco, la

cual tiene una alta afinidad especifica con la
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critogeina, un miembro de la familia de la inductina
(Wendehenne, "Evidencia de Sitios de Unifn de Alta
Afinidad Especificos para un Inductor Proteinaceo en
Membrana Plasmatica del Tabaco,"” FEBS Letters 374:203-207
(1995)) . Recientemente, se encontré que 2 inductinas
bisicas (es decir, criptogeina y cinnamomina) y dos
inductinaes acidicas (es decir, capsiceina y
parasiticeina) pudieron interactuar con loe mismos sitios
de unién sobre membranas plasmiticas del tabaco (Bourque,
Comparacién de Propiedades de Unién y Efectos Biolégicos
Tempranos de Inductinas en Celulas de Tabaco," Plant
Phyaiol, 118:1317-26 (1998)). Sin embargo, el gen del

factor tipo receptor no ha sido aislado.

Factor de Posible Unién de Inductores de Glicoproteinas
Un inductor de glicoproteinas de 42 KDa ha sido
aislado a partir de Phytophthora megasperma {Parker,
"Una Glicoproteina Extracelular de phytophthora
megasperma £. sp. glycinea Produce Sintesis de
Fitoalexina en Células de Perejil Cultivadas y
Protoplastos, Mol. Plant Microbe Interact., 4:19-27
(1991)). Un oligopeptido de 13 aminoacidos dentxo de la
glicoproteina ("Pep-13") pudo inducir una respuesta en
plantas como ld lograda mediante la glicoproteina
completa. Un patrén de unién de alta afinidad ha sido
observado en membranas microsomales del perejil con un
oligopéptido rotulado con un isétopo. Hay estimados
aprSximadamente 1600 a 2900 sitios de unién por célula

con evidencia indicando que un receptor proteico
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abundante bajo el Pep-13 estd localizado en la membrana
plasmitica (Numberger, "La Unién de Alta Afinidad de un
Inductor Oligopeptido Micotico a Membranas Plasmaticas de
Perejil Activa M(ltiples Respuestas de Defensa," Cell

78:449-60 (1994)).
Factores de Unién de la Proteina Harpin

Las proteinas harpin, las cuales producen HR en una
variedad de diferentes plantas no hospedero, han sido
aisladas a partir de patdégenos vegetales (Wei, "Harpin,
Inductor de la Respuesta hipersensitiva producida por el
patSgenc vegetal Erwinia amylovora," Sgience 257:85
(1992)). Una familia de proteinas harpin ha aido
identificada a partir de patSgenos bacterianos vegetales.
Todas estas tienen actividades biol6gicas similares. Esté
bien documentado que la proteina harpin puede inducir
produccién de oxigeno activo en las plantas, cambiar el
flujo de iones, llevar a muerte celular local, e inducir
registencia adquirida sistémica ("SAR") (Wei, "Harpin,
Inductor de la Respuesta Hipersensitiva Producida por el
Patogeno Vegetal Erwinia amylovora,” Science 257:85
(1992) ; He, "Pgeudomonas syiringae pv. syringae Harpingss:
Una Proteina que Es Secretada a Través de la Ruta Hrp y
Produce la Respuesta Hipersensitiva en Plantas," Cell
73:1255-66 (1993);: Baker, C.J., "harpin, un inductor de
la respuesta hipersensitiva en tabaco Causada por Erwinia
amylovora, Fomenta la Produccibén de Oxigeno Activo en

Células de Suspensidn," Plant Physiol, 102:1341-44

3



Ig/c‘\,L

(1993)) . Hasta el momento ninglin factor de unién de la
proteina harpin ha sido aislado. Se reporté que una
proteina anfipdtica, llamada HRAP, aislada a partir de
pimiento dulce podria disociar la proteina harpingse en
forma multimérica (hrpZ a partir de Pseuomonas syringae) .
La actividad biolégica de la HRAP es considerada como su
capacidad para intensificar la respuesta hipersensitiva
mediada por la proteina harpings. La proteina HRAP no se
une a la harpings directamente (Chen, "una proteina
amfipitica de pimiento dulce puede disociar formas
multiméricas de harpings e intensificar la respuesta
hipersensitiva mediada por harpin,™ Physiological &
Pathology 52:139-49 (1998)). Utilizando un anticuerpo
contra harpin etiquetado con fluorocromo para examinar la
interaccién de la proteina harpin y células de suspensién
de tabaco, se encontr§ que harpingss interactué con las
células cultivadas, pero no con protoplastos con las
paredes celulares siendo digeridas y removidas. Se
interpret6 que la proteina harpings estaba localizada en
la porcién exterior de la célula vegetal, probablemente
sobre la pared celular. Sin embargo, no se descartd que
el factor de unién estuviera localizado sobre la membrana
plasmatica.

El presente invento busca identificar receptores
para proteinas o polipéptidos inductores de respuesta

hipersensitiva y utiliza tales receptores.

RESUMEN DEL INVENTO
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El preeente invento estd dirigido a una proteina
aislada la cual sirve como un receptor en plantas para un
inductor de respuesta hipersensitiva patéfgena vegetal.
También se divulgan moléculas de &cido nucleico que
codifican tales receptores asi como también vectores de
expresién, células hospedero, plantas transgénicas, y
semillas de plantas transgénicas que contienen tales
moléculas de &cido nucleico.

La proteina del presente invento puede ser utilizada
como un método para identificar agentes de rotulacién de
c€élulas vegetales mediante la formacién de una mezcla de
reaccién incluyendo la proteina y un agente candidato,
evaluando la mezcla de reaccifén para unién entre la
proteina y el agente candidato, e identificando los
compuestos candidatos los cuales se unen a la proteina en
la mezcla de reaccién como agentes rotuladores de células
vegetales.

La molécula de &cido nucleico del presente invento
puede ser utilizada en un método de identificacién de
agentes rotuladores de cé€lulas vegetales mediante la
formacién de una mezcla de reaccién incluyendo una célula
transformada con la molécula de &cido nucleico del
presente invento y un agente candidato, evaluando la
mezcla de reaccidn para unién entre la proteina producida
mediante la célula hospedero y el agente candidato, e
identificando los compuestos candidatos los cuales se
unen a la proteina o a la célula hospedero en la mezcla
de reaccién como agentes rotuladores de células

vegetales.
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Otro aspecto del presente invento se relaciona con
un método para aumentar la receptividad de una planta a
tratamiento con inductores de respuesta hipersensitiva
‘'suministrando una planta transgénica o semilla de planta
transgénica transformada con la molécula de &cido
nucleico del presente invento.

El presente invento también estd dirigido a un
método para impartir resistencia a enfermedades, aumentar
crecimiento, contrelar insectos, y/o impartir resistencia
al estrés a plantas suministrando una planta transgénica
o semilla de planta tranagénica transformada con una
construccién de ADN efectiva para silenciar la expresidn
de una molécula de &cido nucleico que codifica un
receptor seg(in el presente invento.

El descubrimiento del presente invento tiene gran
significado. Esta posible proteina receptora puede ser
utilizada como una forma novedosa para c¢lasificar nuevos
inductores de resistencia vegetal contra insectos,
enfermedades, y estrés, y de aumento de crecimiento. Esta
proteina es el primer paso hacia el entendimiento de la
ruta de transduccién de sefiales inducida por la proteina
harpin en plantas. Estudios adicionales de esta ruta
suministrarén més objetivos posibles para el crecimiento
de productos de aumento de crecimiento y nuevas vacunas
vegetales. Ademés, esta proteina puede servir como un
anclaje suministrande una nueva forma para sefialar

cualquier cosa hacia las células vegetales.

Breve descripcién de las ilustraciones
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La figura 1 muestra un monitoreo de dos hibridos en
levadura con el inductor de respuesta hipersensible
Erwinia amylovora (es decir, harpin) y una representacién.
esquemitica de la interaccién entre harpin y un
polipéptido codificado por ADNc. La proteina harpin es
fusionada con la proteina LexA la cual contiene un
dominio de unién de ADN ("BD"). El polipéptido codificado
ADNc es fusiocnado con el dominio de activacién de
transcripcién GAIL4 ("AD"). Esta interaccifn sefiala el
dominio de activacién hacia dos promotores dependientes
de LexA con activacién consecuente de la transcripcidn de
los genes reporteros HIS3 y IacZ.

Las Figuras 2A-B muestran que el inductor de
regpuesta hipersensible Erwinia amylovora (es decir
harpin) es un buen anzuelo para el sistema de dos
hibridos en levadura. Los genes reporteros no fueron
expresados en la levadura cepa L40 que contiene plasmidos
expresando la fusién LexA - harpin en combinacién con
plasmidos expresando s6lo el dominioc de activacién de
GAL4, o fusionados con proteina no relacionada. Por lo
tanto, la proteina harpin no es autoactiva en este
gistema de dos hibridos en levadura. Ademis, los genes
reporteros no fueron expresados en el almidén cepa L40
que contiene plasmidos expresando la fusién de dominio de
activacién GAL4 con la proteina harpin en combinacién con
plésmidoe expresando sblo LexA, o fusionados con la
proteina no relacionada. La figura 2A muestra un ensayo

de beta-galactosidasa donde el color azul indica la
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expresién del gen reporteroc lacZ. La figura 2B muestra
una placa de medios minimos sintéticos ("SD") la cual
carece de leucina, triptofano, e histidina. El
crecimiento de tal placa indica la expresién del gen
reportero HIS3.

Las figuras 3A-B muestran la interaccién entre HrBPl
(proteina de unién de inductor de respuesta
hipersensitiva 1) y un inductor de respuesta
hipersensitiva (es decir, harpin) es especifico. Los
genes reporteros fueron expresados en la levadura cepa
L40 que contiene plismidos expresando la fusién del
dominio de activacifén GAL4 con HrPBl en combinacidn con
pladsmidos expresando Lex A fusionada con el inductor de
respuesta hipersensitiva (es decir, harpin), pero no
fueron expresados en combinacién con sflo LexA, o LexA
fusionada con proteinas no relacionadas. La figura 3A es
un ensayo de beta-galactosidasa donde el color azul
indica la expresifn de un gen reportero lacZ. La figura
3B es una placa de medios SD la cual carece de leucina,
triptofano, e hisetidina. El crecimiento sobre tal placa
indica la expresién del gen reportero HIS3.

Las figuras 4A-B muestran la interaccién de HrBPl y
un inductor de respuesta hipergensitiva (es decir,
harpin) en otra orientacién. Los genes reporteros fueron
expresados en el almidén cepa L40 conteniendo plasmidos
expresando la fusifn LexA - HrBP1l en combinacién con
plaesmidos expresando el dominio de activacién GAL4
fusionado con harpin, cuando no fueron expresados en

combinacién con a88lo el dominio de activacién GAL4, o el
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dominio de activacién GAL4 fusionado con proteinas no
relacionadas. Por lo tanto, la interaccifn entre harpin y
HrBPl es especifica. La figura 4A muestra un ensayo de
beta-galactosidasa donde el color azul indica la
expresién del gen reportero lacZ. La figura 4B muestra
una placa de medios SD la cual carece de leucina,
triptofano, e histidina. El crecimiento tal placa indica
la expresién del gen reportero HIS3.

La figura 5 muestra la estructura genética de HrBP1l
Yy una representacién esquemdtica de los exones e intrones
del gen. Al comparar la secuencia de ADNc de HrBPl con la
secuencia del ADN genSmico de Arabidopsis thaliana
publicada en una base de datos pGblica cuatro exones y
tres intrones fueron descubiertos.

La figura 6 muestra un Northern blot utilizando
sonda de ARN complementario a las bases 651-855 de la
regién codificadora de BrBPI (SEQ. ID. No. 9).

Las figuras 7A-B muestran que la interaccifn entre
rHrBPI (R6) y harpin es especifica. Los genes reporteros
fueron expresados en el almidén cepa L40 conteniendo
plasmidos que expresan la fusién del dominio de
activacién GAL4 con la HrBPl en combinacién con plésmidos
gue expresan LexA fusionada con harpin o 137-180
aminofcidos de harpin, pero no fueron expresados en
combinacién con solamente LexA, LexA fusionada con
" proteinas no relacionadas, o fusionada con 210-403
aminodcidos de harpin. La figura 7A muestra un ensayo de
beta-galactosidasa donde el color azul indica 1la

expresidn del gen reportero lacZ. La figura 7B muestra

/7



una placa de medios SD, la cual carece de leucina,
triptofano, e histidina. El crecimiento sobre tal placa
indica la expresifn del gen reportero HIS3.

La figura 8 muestra las construcciones utilizadas
para hacerle "nocaut™ al gen HrBPl en Arabidopsis.

Las figuras 9A-C muestran un ensayo de tomate DC3000
de Pseudomonas syringae p.v. sobre tipo silvestre y
plantas de Arabidopsis transgénica "nocaut" HrBPl. La
figura 9A es una foto tomada 7 dias después de la
inoculacién con P. syringae. En la figura 9B, se
cosecharon discos de hoja. Se extrajeron bacterias de los
discos de hoja y se sembraron sobre la placa de agar B de
King que contiene 100ug/ml de rifampicina. La figura 9C
muestra el conteo de bacterias de las placas de la figura
9B. Esto significa una linea anti-sentido y d se refiere
a una linea de ARN de dos hebras.

La figura 10 muestra la construccibén utilizada para
sobreexpresar HrBPl en tabaco.

La figura 11A-B muestra la altura del tipo silvestre
y las plantas sobre-expresando HrBPl1 de tabaco 52 dias
después de ger transferidas a la tierra. La Figura 11A es
una fotografia tomada 52 dias después de transferir las
plantas a la tierra. La figqura 11B muestra la altura
promedio de 8 plantas por linea.

Las Figuras 12A-B muestran resultados de un ensayo
TMV sobre plantas de tabaco de tipo silvestre y de
sobreexpresiftn de HrBPl. La Figura 12B muestra el
didmetro de lesién de virus promedio de 5 plantas por

linea 3 dfas después de inoculacién TMV.
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DESCRIPCIGN DETALLADA DEL INVENTO

El presente invento estd dirigido a aislar
receptores para proteinas o polipéptidos inductores de la
respuesta hipersensible. También estin mencionadas las
moléculas de ADN que codifican éstos receptores, al igual
que los sistemas de expresifn, las células hospederas y
las plantas que contienen dichas moléculas. Los usos de
los receptores y las moléculas de ADN que las codifican
estan mencionados. El receptor de un inductor de la
respuegta hipersensible de un fitopatégeno puede ser de
una monocotiledSnea o dicotileddnea.

Un ejemplo de éste receptor es el encontrado en
Arabidopsis thaliana el cual tiene la secuencia de.

aminodcidos de SEQ.ID. No. 1 siguiente:

Mer Ala Thr Ser Ser Thr Phe Har Ser Lsu Leu Pro Ser Pro Pro Ala
1 5 10 1%

Leu Leu Ber Asp Bis Arg Ser Pro Pro Pro Ber lle Arg Tyr Ser Pha
10 a5 3o

Ser Pxo Leu Thr Thr Pro Lys Ser Ser Arg Leu Gly Phe Thr Val #ro
3% 40 e

c/



Olu Lys Arg Asn Lau Ala Ala Asp Ber Ser Leu Val Glu val Ser Ila
1] -1 ] 1]

@ly Oly alu Ssr Asp Pro Pro Pro Sar Sexr Ser Gly Ser Gly Oly Asp
63 k'] 75 &0

Asp Lys ln Ile Ala Leu Lesu Lys Lou Lys Lau Leu Ser Val val Bar
a5 20 L] ]

Gly Leu Asn Axg Gly Tav Val Ala Ser Val Asp Asp lLau dlu Arg Ala
lo0 10% 110

Glu Val Ala Ala Lys Glu Leu Ulu Thr Ala Gly Gly Pro Val Asp Leu
11§ 120 135

Thr Asp Asp Lag Aap Lya mmnmymmuguumn:m
130 138 140

Ssxr Ala Phe Ber Ber Arg Sar Leu Gly 4ly Ser Avg Pro Gly Leu Pro
149 ik0 15% p60

Thr Jly Arg lev Ile Pro Val Tbhr Leu dly dler Yal Phe JLn Arg Ils
143 1ra 173

ASp Val Pha Sar Lys Asp Pha Asp Aan Ile Ala Glu Val Glu Leu Gly
ls0 195 190

Ala Pro Trp Pro Phe Pro Pro Leu Glu Als Thr Ala Thr Lav Ala Nis
5 aeo 208

Lya Phe QJu Lay Leu Gly Thr Cys Lya Ila Lym Ila Thr FPhe Glu Lys
a0 215 - F ]

The Tha Val Lym Thy Ser Gly Asn Leu Sevr Gln Ile Pro Pra Pha Asp
215 30 s %0

1le Pro Arg Lau Pro Axp Ser Phe Axg Pro Sar 3Sar Aan Pro Gly ™hr
245 250 2%%

Gly Asp Fha Olu Val Thr Tyr Val Asp Asp Thr Mat Arg Ile Thr Ayy
260 265 are

Gly Asp Axg Oly Glu Leu Arg Val Phe Val Ile Ala
275 /0

Esta proteina, conocida como HrBPlp, estd codificada

por una molécula de ADNc que tiene la SEQ. ID. No. 2 como

sigue:

26 X
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CEttticCEtc tcwacantny cgacticliic tacttictocg tcactactmc ctteaceace 40

SgCteLietht tCOQAtCACE QUECLOCECC RCCALCOALC AQREACTOCE bLUOtoottt 120
SACLACLCOSA ABALLOOLCLC QULtOOGTIt CRCCLYLACSY QAgAAgAgas acctogetgc 180
tantrcogtct ctogtitgaag tatcrcattgy CSgaJasagt GQACCCACCEC Catcatcate 240
tgoatcagyl OJAQACQAGE BOCBAALEGC ALLACLCAAL CLCABALTAC trtagtgtagt 300
Ltcgggatta aacagaggac ttpjtggcgeg tgttgatgat Chagaasgag ctysageggce 360
tQCtAAMGAA cLLgAARCTY CTLORQOQACC gpttgattia Actgatguic ttgaramgot 420
tCaagOgaaE tggegactgt tgtatagrtag tgogttctet totoggteft taggtgutag 480
ccgtoctgyt ctacctacty gacgtttgat coctgttact croggteag)y tgtutisacy 340

GACLgAtGTg LLLAgCAAMD ACLTTgatar
gecatttceg CoRLUAgAAD CCACEQepac
Ctgrasgatc MAQAtRACAt ttOEgRARAC

acgtgttgty ttgtgagaaa ttgcagagtg
Cogagtgttga THAtLLAGAE AGAQCTIaAg

gaccggtiga tttascegar gatcttgata

gtagtgoptt ctattetcgy torttapgty
tgatccctgt CActCcttgge caggtaatte

gatteggttt Ercgggtasg
tagicttget tgagtrtgas

tegttgeges
toogpetgag

tggtaatgtc SLCTLALACT CORABGOSAR

cggteEggte
goaatgtcat
tagtcoatea
ctttpgttta
attatetets
agagtttgat
agecactygcy
ttaagteeat
gessscagge
aasectgtey
gtoassccer
£cgogoRpec
tgtasagata
taascatats
aaccegtaty
atgtgageca
tegaaggtos
agcaasgaty
gtacasaast
tcregtoace

tateactgpt
ctactectia
totttattet
aattegocas
gteeataaat
aacacagcag
acattggcac
cgaattgegt
acttgcanga
cagattccete
99AMCEYDYY
agaggroaac
astaaatact
satgogetet
actCaganas
ctagtgattt
atgattaach
agAcCRAtCLE
cgcagasiaat
accyatcrog

tOLASgCAAR TTRCCBMAgGLL
tsgataggac gctgoghasa
ttogtgatct tagocrgtta
actggaatgt crgtttecre
aactacctca tttcanctas
SALCAECQLE ASCLEETEGE

acggtcatas cgacHotttc
AACCETatAC AAAGEABOCE

agteccegee
atcukEgttt
tygrtenpte
agiaccatac
cattassaca
aggTogsact
SCAMGEELOA
AGAGCALAA
LCaagAt AR
cgttigatak
atttogasge
ttagggtate
testgceiga
Rtasagtasat
CEgpACRALG
cttocceaggt
QCARRACCAL
atacgagaga
AMMLIGAARD
saatgetige
ACMMAtEEDg
gEgctEycag
aceagatten
acagctcact
CEAQACCLAN
g9sspgrcagy
cttgageage

EEEEoCcatEn

catagcagsy gtgoasttag gpagooccttg 600
ALTEQCACac aagttigaac tcttaggcac 660
RACEGUGASg ACRtCIUUAR ACTEQTOOCS 730

tagrtttcggg sttaascaga ggRattgtgg
LPPCTgCtan aguactigaa ACTLOCI9909
egcttcasgg gaaatggegg crgtlgata
gtagoogtec tggtctacct ACtogacgtt
ttgastcatt gotetgttit taccogtomsa

gtetacgtge
ctasgaatct
etEteErcta
gagcteoaat
totatatkye
tgaatggtga
ctgaatoggt
ggtgtttcan
»ggagocect
actceraggt
taacttatct
attcoagaaa
coogaggctt
tacctatgtt
Egkcatiget
tgcagcceca
gagtgtoreg
atatagacct
tggTagagag
akcttgatas
gCCARARCRA
cAACtLRARA
acctctgaaa
tataatganc
ctttgacact
cangatgtat
tecEAaatte
tLCRARCEYA
cttagtotga
angactgtet
errarrcrea

atggtctagt ctatcatcaa
sgerttctga SEtCACRALY
tatcgtoupg tttatgtgta
9ot3agyagT tiagsatcea
caagrreatg tgtacggtct
tqagcttaga atevagettt

&Y LAAGCARR
cgoRttgaty
togoTattts
(441 1411
gtatcetega
AcCAACEgtga
croghoagtt
gatgatacea
taattctoaa
tgagtttigt
ttcantgaat
tccanatitt
ascggatecag
tccanantac
acggactcea

.cagagatgte

taaacancas
tgacctatgt
gaagectcaa
cCtoagtooRs
CACTAEAART
J33BACRALC
CCACCALEBAG
ttaccctet

ctictttaak
tgtttagoaa
cgecattaga
ctitctctca
catttatygy
S9ACBLCE99
CCADACCALS
tycucacaac
agcttigaca
acaaatcatg
catatganag
gcacoTtcta
CAAAARARLA
egAQETASCE
aatceoageaa
cectrrcoot
SCCRACACAR
tcratgeace
ascaatctte
SacTgagact
gyttecttaa
aAtgcutgat
cagattgtetk
tgtattgugt

rrrreakrree

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2530
2580
2640
2700
2760
2830
2000
2980
2000
3060
2120
3180
3240
3300
3260
3430
3460
2540
3600
3660
3720
1700
3840
3900

1960
Ll

2
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Otro ejemplo de un receptor de acuerdo con el
presente invento es el encontrado en arroz, el cual
contiene una pecuencia de aminodcidos parcial de SEQ.ID.

No. 4 siguiente:

vsl Als Ala Leu Lys Val Lys Leu Leu Bar Ala val Ser Gly Lsu Amn
l 3 10 15

ATg Gly Leu Ala Oly Ser GIn Glu Asp Leu Asp Axg Ala Asp Ala Ala
a0 as 30

Ala Arg Olu Leu Glu Ala Ala Ala Gly Gly dly Pro Val Asp Leu Glu
38 40 45

mmvnlupwsmulaolymmm::uvnmu-rsn
50 L 1) a

Ala Pha Ser GSer Axg Thr
63 70

Leu Gly GCly Ser Arg Pro Gly Pro Fro
k§ ] L

Gly Arg Leu Lsu Pro Ile Thr Leu Gly Gln Val Phe Gln Arg Ile Awp

¥al val Ser Lys Asp Fha Asp Asn

100

Ile Val Asp Val Olu Leu Gly Als

105

110

Pro Trp Pro Leu Pro Fro Val Glu
115 120

Phe Glu Ile Ila Oly Thr Ser Ser
120 133

Thr Val Lys Thr Lya Gly Asn Lau
145 150

Pro Arg Ile Pro Asp Aso lasu Aty
165

Glu Phe Qlu Val Thr Iyr Leu Asp
190

Amp Arg dly Ulu Leu Arg Val Fhe
195 400

Leu Thr Ala Thr Leu Ala His Lye
1256

I[le Lys lle Thr fhe Asp Lys Thr
140

Sar Gln Leu Fro Pro Leau Glu Val
158 160

Pro Pro Ser Aan Thx 4ly Ser Oly
178 173

Gly Asp Thr Arg Ile Thr Axg Gly
183 190

val Ile Sar

La proteina conocida como R6p, estd codificada por
una molécula de ADNc la cual tiene una secuencia parcial

que corresponde a la SEQ.ID. No. 5 siguiente:

cgtggctgeg
ggggagccag
gggtggegge
ggtgtacage
cggccgecte
ggacttecgac
gctgacggeg
attcgacaag
ccctcgeoatce
gacctacctc

ctcaaagtca
gaggatcttg
cccgtegace
agcgcgttct
ctccceatca
aacatcgtcg
accctggetc
acgacggtga
ccggacaace

gacggcgaca

agcctctgag
accgcgocga
tggagaggga
cgtcgeggac
ccctogggea
atgtecgaget
acaagtttga
agacgaaggy
tccggeoegee
ccogeatcac

cgcggtgtce
cgcageggeg
cgtggacaag
gctcggegge
ggtgtttcag
cggcgogoca
gatcatcgge
gaacctgtec
gtccaacacc

ccgcggggac

gggctgaace
cgggagcteg
ctgcaggggce
agcogeecey
aggatcgatg
tggccgetge
acctcgagca
cagctgcege
ggcagcggceg
agaggggagc

gcggcetoge
aggcggogge
ggtggaggct
gceccgeccac
ttgtcagcaa
cgceggtgga
taaagatcac
cgctggaggt
agttcgaggt
tcagggtgtt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
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cgtcatcteg tga

Los inductores de respuesta hipersensible
reconocidos por los rec;:ptores del presente invento son
capaces de inducir necrosis local en tejido vegetal
contactado por el inductor.

Ejemplos de fuentes bacterianas adecuadas de
polipéptidos o proteinas inductoras de la respuesta
hipersensible incluyen especies de Erwinia, Pseudamonas y
Xanthomonas (las siguientes bacterias: Erwinia amylovora,
Erwinia chrisanthemi, Erwinia stewartii, Erwinia
carotovora, Pseudomonas syringae, Pseudomonas
solanacearum, Xanthomonas campestris y sus mezclas).

Un ejemplo de una fuente de una proteina o un
polipéptido de un hongo inductor de una respuesta
hipersensible es Phytophtora. Las especies adecuadas de
Phytophtora incluyen Phytophtora parasitica, Phytophtora
cryptogea, Phytophtora cinnamomi, Phytophtora capsici,
Phytophtora megasperma y Phytophtora citrophtora.

El polipéptido o protefna inductora de la respuesta
hipersengible de Erwinia chrysantemi se menciona en la
patente de Estados Unidos No. 5,850,015 y la patente de
EU No. 6,001,959 las cuales se incorporan aqul por
referencia. Esta proteina o polipéptido inductor tiene
un peso molecular de 34 kDa, es termoestable, tiene un
contenido de glicina mayor del 16% y substancialmente no

contiene cisteina.
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hipersensible derivada de Erwinia amylovora tiene un peso

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta

molecular aproximado de 39 kDa, tiene un pI (punto
isoeléctrico) de aproximadamente 4.3, y es termoestable a
100 °C al menos por 10 minutos. Esta proteina o
polipéptido inductor de la respuesta hipersensible tiene
un contenido de glicina mayor del 21% y substancialmente
no contiene cisteina. La proteina o polipéptido inductor
de la respuesta hipersensible derivada de Erwinia
amylovora estid mas comiinmente descrito en la patente de
EU No. 5,849,868 de Beer y Wei, Z.-M., y colaboradores
“Harpin, inductor de la respuesta hipersensible producida
por el fitopatégeno Erwinia amylovora”, Science 257:85-88
(1992), el cual est& incorporado aqui por referencia.

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible derivada de Pseudaomonas syringae tiene un
peso molecular de 34-35 Kda. Es rico en glicina (cerca
del 13.5%) y no posee cistefna ni tirosina. Mayor
informacién acerca de la proteina o polipéptide inductor
de la respuesta hipersensible derivada de Pseudomonas
gyringae y su molécula de ADN codificadora se encuentra
en las patentes de EU Nos. 5.708,139 y 5,858,786 y He y
colaboradores, “Harpin PSS de Pseudomonas syringae pv.
syringae: Una proteina que es secretada a través de la
via Hrp e induce Respuesta Hipersensible en plantas” Cell
73:1255-66 {1993), la cual es incorporada aqui por
referencia.

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta

hipersensible derivada de Pseudomonas solanacearum se
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menciona en Arlat, M., F. Van Gijsegem, J. C. Huet, J. C.
Pemollet y C.A. Boucher, "“Pop“Al, una proteina que induce
una respuesta similar a hipersensibilidad en genotipos
especificos de petunia, es secretada a través de la via
Hrp de Pseudomonas solanacearum EMBQ J, 13:543-533 (1994)
la cual es incorporada aqui por referencia. Esta
proteina tiene 344 aminocdcidos, un peso molecular de 33.2
kDa y un-pI de 4.16, es termoestable y rica en glicina
(20%) .

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible derivada de Xanthomonas campestris pv.
glycines tiene una secuencia de amino&cidos parcial que

corresponde a la SEQ. ID. No. 6 siguiente:

Thr Leu Ile Glu Leu Met Ile Val Val Ala Ile Ile Ala Ile Leu Ala
1 5 10 15

Ala Ile Ala Leu Pro Ala Tyr Gln Asp Tyr
20 25

Esta secuencia es una secuencia aminoterminal que
tiene solo 26 residuos de la proteina ¢ polipéptido
inductor de la respuesta hipersensible derivada de
Xanthomonas campestris pv. glycines. Esta cuadra con
subunidades de proteinas fimbriales determinadas en otros
patovares de Xanthomonas campestris.

I.a proteina o polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible derivada de Xanthomonas campestris pv.
pelargonii es termoestable, sensible a la proteasa y
tiene un peso molecular de 20 kDa. Tiene la secuencia de

aminodcidos SEQ. ID. No. 7 siguiente:
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Me: AEp Ser Ile Gly Aan Asn Phe Ser Asn Ile Gly Asn Leu Gln Thr )
5 10
1s

Met Gly Ile G:z Pro Gln Gln Hie Glu Asp Ser Ser Gln Gln Ser Pro
25 Jo

Ser Ala G}; Ser Glu Gln Gln Leu Asp Gln Leu Leu Ala Met Phe Ile
40 45

Met H;: Met Leu Gln Gln Ser Gln Gly Ser Asp Ala Asn Gln Glu Cys
55 60

Gly Asn Glu Gln Pro Gln Asn Gly Gln Gln Glu Gly Leu Ser Pro Leu
&5 70 75 a0

Thr Gln Met Leu Met Gln Ile Val Met Gln Leu Met Gln Asn Gln Gly
as 90 95

Gly Ala Gly Met Gly Gly Gly Gly Ser Val Asn Ser Ser Leu Gly Qly
100 105 110

4
Asn Alq

Esta secuencia de aminodcidos codificada por la
secuencia de nucle6tidos de la SEQ. ID. No. B8 es la

siguiente:

]
a:ggachctl tcggeaacaa cttttogaat atcggcaace tgcagacgat gggcatcggg 60

cctcoagcaac Acgaggactc cagccagcag tcgocttcgg ctgactccga gcagcagetg 120
gatcagttge tcgecatgtt catcatgatg atgetgcaac agagccaggg cagogatgea 180
aatcaggagt gtggcaacga acaaccgcag aacggtcaac aggaaggcct gagtccgttg 240
acgcagatgc tgatgcagat cgtgatgeag ctgatgcaga accagggegg cgccggcatg 300
ggcggtggeg gttcggtcaa cagcagoctg ggcggcaacg cc 342

El aislamiento de la proteina o polipéptido
inductor de la respuesta hipersensible derivada de
Erwinla carotovora estd descrito en Cui y colaboradores
“Logs mutantes RsmA de Erwinila carotovora subsp.carotovora
Cepa Ecc7l, sobre expresan hrp Necc e inducen una
reaccién parecida a la hipersensible en hojas de tabaco”
MPMI, 9 (7):565-73 (1996), la cual se incorpora por

referencia. Esta proteina tiene 356 amino&cidos, un peso
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molecular de 35.6 kDa, y un pI de 5.82 y es termoestable
Yy rica en glicina (21.3%).

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible derivada de Erwinia stewartii se menciona
en Ahmad y colaboradores, “Harpin no es necesaria para la
patogenicidad de Erwinia stewartii en Maiz” Ann., Mtg, Am,
Phytopath. Soc., Julio 27-31, 1996, la cual se incorpora
por referencia.

La proteina o polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible derivada de Phytophtora parasitica,
phytophtora cryptogea, Phytophtora cinnmamoni, Phytophtora
capsici, Phytophtora megasperma y Phytophtora citrophtora
estén descritos en Kaman y colaboradores, "Inductores
proteicos extracelulares de Phytophtora: Mayor
egpecificidad e induccién de resistencia a hongos
fitopatégenos y bacterianos”. Molec., Plant-Microbe
Interact.,, 6 (1):15-25 (1993), Ricci y colaboradores,
“Produccién diferencial de parasiticeina, un inductor de
necrosis y resistencia en tabaco por aislamientos de
Phytophtora parasitica”. Plant Path. 41:298-307 (1992),
Baillreul y colaboradores “Un nuevo inductor de la
respuesta hipersensible en tabaco: Una glicoproteina
fungosa induce muerte celular, expresién de genes de
defensa, produccién de &cido salicilico e inducecién de
repistencia sistémica adquirida,” Plant J.. é (4) :551-60
(1995), y Bonnet y colaboradores “Resistencia adquirida
disparada por inductores en tabaco y otras plantas” Eur,
J. Plant Path., 102:181-92 (1996), los cuales son

incorporados por referencia. Estos inductores de
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respuesta hipersensible de Phytophtora son llamados
elicitinas. Todas las elicitinas conocidas tienen 98
aminoicidos y muestran una identidad de secuencia mayor
al 66%. Ellas pueden ser clasificadas en dos grupos, las
elicitinas basicas y las acidas, basadas en sus
propiedades fisicoquimicas. La clasificacifn también
corresponde a diferencias en la capacidad de las
elicitinas de inducir sintomas parecidos a la respuesta
hipersensible (HR). Las elicitinas b&sicas son 100 veces
mas efectivas que las acidicas en causar necrosis de
hojas de plantas de tabaco.

Los inductores de la respuesta hipersensible de
bacterias Gram positivas como Clavibacter michiganesis
eptén descritos en WO 95/11133, los cuales estén
incorporados por referencia.

Los inductores mencionados arriba son ejemplos.
Otros inductores pueden identificarse cultivando 'bacteria
u hongos que induzcan una respuesta hipersensible
utilizando condiciocnas bajo las cuales los genes gque
codifican para el inductor sean expresados. Las
preparaciones libres de células de sobrenadantes de
cultivos pueden ser analizadas para deteccién de
actividad del inductor (necrosis local) utiliz&ndolos
para infiltrar loe tejidoes vegetales apropiados.

Volviendo de nuevo al receptor del presente invento
para los inductores de respuesta hipersensible, los
fragmentos de la proteina receptora estin abarcados por

el método del presente invento. Adem#s, los fragmentos



S
de la proteina receptora de longitud total de’otras 3§
plantas, también pueden ser utilizados.

Los fragmentos adecuados pueden ser producidos por
varios medios. En el primero, los subclones del gen que
codifica la proteina receptora conocida son producidos
por manipulacidén genética molecular convencional por
subclonacién de los fragmentos del gen. Loa subclones
son entonces expresados in vitro o in vivo en células
bacterianas para producir una proteina mas pequefla o
péptido que puede ser analizado para una actividad
receptora de acuerdo con el procedimiento descrito
arriba.

Como una alternativa, los fragmentos de la proteina
receptora pueden ser producidas por la digestién de la
proteina receptora de tamafio total con enzimas
proteoliticas como quimiotripsina o proteinasa A de
Staphylococcus, o tripsina. Las diferentes enzimas
proteoliticas probablemente clivar&n las proteinas
receptoras en diferentes sitios basados en la secuencia
de aminodcidos de la proteina receptora. Algunos de los
fragmentos que resultan de la proteSlisis pueden ser
receptores activos.

En otro enfoque, basadoe en el conocimiento de la
estructura primaria de la proteina receptora, los
fragmentos del gen de la proteina receptora pueden ser
sintetizados utilizando la técnica de PCR (reaccidn en
cadena de la polimerasa) junto con series especificas de
cebadores escogidos para representar porciones

particulares de la proteina. Estos serian entonces
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clonados en el vector apropiado para la expresién de el 36
péptido o la proteina truncada.

La sintesis quimica también puede ser utilizada para
hacer los fragmentos adecuados. Dicha sintesis es
llevada a cabo utilizando secuencias de aminoécidos
conocidas para que el receptor sea producido.
Alternativamente, sometiendo el receptor de longitud
total a altas temperaturas y presiones producira
fragmentos. Estos fragmentos pueden entonces ser
separados por procedimientos convencionales
(cromatografia, electroforesis -SDS-PAGE-).

Las variantes pueden ser hechas, por ejemplo, por
delecién o adicién de aminodcidos que tienen influencia
minima en las propiedades, estructura secundaria, y
naturaleza hidropdtica del polipéptido. Por ejemplo, un
polipéptido puede ser conjugado a una secuencia sefial (o
lider) en el N-terminal de la proteina que co-
traduccional o pos-traduccionalmente dirige la
transferencia de la proteina. El polipéptido puede
también ser conjugado a una etiqueta u otra secuencia
para facilitar la sintesis, purificaciétn o identificacién
del polipéptido.

Las moléculas de ADN adecuadas son aquellas que
hibridan a la molécula de ADN que comprende una secuencia
de nuclebtidos de 50 bases continuas de la SEQ. ID. No. 2
bajo condiciones astringentes caracterizadas por un
amortiguador de hibridacién que contiene 0.9 M de citrato
de sodio ("SSC) a una temperatura de 37 °C y permanece

unida cuando se somete a lavado con el amortiguador SSC a
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37 °C; y preferiblemente en un amortiguador de
hibridacién que comprende 20% de formamida en 0.9M de
golucién salina/0.09M amortiguador SSC a una temperatura
de 42 °C y permanece unido cuando se somete a lavado a 42
°C con 0.2X amortiguador SSC a 42 °C.

El receptor del presente invento es preferiblemente
producido en forma purificada (preferiblemente al menos .
un 60%, mas preferiblemente B0% pura) por té&cnicas
convencionales. Tipicamente el receptor del presente
invento es producido pero no secretado dentro del medio
de crecimiento de las células hospederas recombinantes.
Alternativamente, la proteina receptora del presente
invento es secretada en el medio de crecimiento. En el
caso de proteina no secretada, para aislar la proteina
receptora, la célula hospedera (E; Coli) que carga el
plédsmido recombinante es propagada, lisada por sonicacién
o tratamiento quimico y el homogenizado es centrifugado
para remover el residuo bacteriano. El lisado puede ser
posteriormente purificado por procedimientos
convencionalmente utilizados en cromatografia (filtracién
en gel en dextrin del tamafio apropiade o en una columna
de poliacrilamida para separar la proteina receptora).

Si es necesario, la fraccién protéica puede ser
posteriormente purificada por intercambio de iones o HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucién).

La molécula de ADN que codifica la protefina
receptora puede ser incorporada en células utilizando
tecnologia convencional de ADN recombinante.

Generalmente, esto incluye la insercién de la molécula de

X W
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ADN en un sistema de expresién en el cual la molécula de ’3:
ADN es heteréloga (no estd normalmente presente). La
molécula de ADN heterfloga es insertada en el sistema de
expresién o vector en la orientacién con sentido y en el
cuadro de lectura correcto. El vector contiene los
elementos necesarios para la transcripcién y traduccién
de las secuencias insertadas codificadoras de la
proteina.

La patente de EU No. 4,237,224 de Cohen y Boyer, la
cual es incorporada por referencia, describe la
produccién de gistemas de expresi6n en forma de plasmidos
recombinantes utilizando clivaje por enzimas de
restriccibén y 1igaciéﬁ con ADN ligasa. Estos pléasmidos
recombinantes son entonces introducidos por medio de
transformacién y replicados en cultivoe unicelulares
incluyendo organismos procariontes y células eucaribticas
crecidas en cultivo de tejidos.

Los genes recombinant;s también pueden ser
introducidos en virus, como el virus Vaccina. Los virus
recombinantes pueden ser generados por transfeccién de
pldsmidos en células infectadas con virus.

Los vectores adecuados incluyen pero no estén
limitados a los siguientes vectores virales como sistema
de vector lambda gtll, gt WES.tb, Charon 4 y vectores
plasmidicos como pBR322, pBR325, pACYC177, pACYC1084,
pUC8, pUCS, pUCl8, puCle, pLG339, pR290, pKC37, PKC1o1l,
SV40, pBluescript II SK +/- o KS +/- (vea el catélogo
sStratagene Cloning Systems” (1993) de Stratagene, La

Jolla, California que se incorpora aqui por referencia),



PQE, pIHB21, pGEX, series pET (vea F.W. Studier y
colaboradores “Uso de ARN Polimerasa T7 para expresién
directa de genes clonados” Tecnologia de expregidn de
geneg vol. 185 (1990), el cual es incorporado por
referencia), y cualquiera de sus derivados. Las
moléculas recombinantes pueden ser introducidas en
células a travése de transformacién, trasducciotn,
conjugacién, movilizacién o electroporacién. Las
gecuencias de ADN son clonadas en el vector utilizando
procedimientos de clonaje estindar como se describe en
Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A laboratory
Manual. Laboratorio Cold Springs, Cold Springs Harbor,
New York (1989), el cual se incorpora aqui por
referencia.

Una variedad de sistemas hospedero-vector pueden ser
utilizados para expresar las secuencias codificadoras de
la proteina. Primariamente, el sistema vector debe ser
compatible con la célula hospedera usada. Los sistemas
hospedero-vector incluyen pero no estén limitados a los
siguientes: bacterias transformadas con bacteriéfago ADN,
ADN plasmidico o c6smido ADN; microorganismos como
levaduras que contienen vectores de levaduras, sistemas
de células de mamiferos infectados con virus
(baculovirus) y células vegetales infectadas por
bacterias. 1Los elementos de expresién de éstos vectores
varian en sus fortalezas y especificidades. Dependiendo
del sistema hospedero-vector utilizado, cualquiera de los
elementos adecuados de transcripcién y traduccibén pueden

ger utilizados.
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Las diferentes seflales genéticas y eventos de
proceso controlan muchos niveles de expresién genética
(transcripcién de ADN y traducciém del ARN (ARN
mensajero) .

La transcripcién del ADN depende de la presencia de
un promotor el cual es una secuencia de ADN que dirige la
unién de la ARN polimerasa y por lo tanto promueve la
sintesis de ARNm. Las secuencias de ADN de promotores
eucariéticos difieren de los promotores procaribdticos.
Adicionalmente, los promotores eucarib6ticos y las sefiales
genéticas acompafiantes pueden no ser reconocidas o pueden
no funcionar en un sistema procaridtico y loe promotores
procariéticos no son reconocidos y no funcionan en
células eucaribticas.

Similarmente la traduccién de ARNm en procariotas
depende de la presenclia de sefiales procariotas apropiados
que difieren de los eucariotas. La traduccitn eficiente
de ARNm en procariotas requieren un lugar de unién del
ribosoma llamado secuencia Shine-Dalgarno (“SD”) en el
ARNm. Esta secuencia es una secuencia corta de
nucleétidos del ARNm que estd localizada antes del codén
de iniciacién, usualmente AUG, que codifica la metionina
amino-terminal de la proteina. La secuencia SD es
complementaria al final 3°del rARN 16S (ARN ribosomal) y
probablemente promueve la unién del ARNm a los ribosomas
uniéndose con el ARNr para permitir el posicionamiento
correcto del ribosoma. Para una revisién, vea Roberts y

Lauver, Métodos en Enzimologia, 68:473 (1979), la cual es

incorporada por referencia.
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Los promotores varian en su “fuerza” (su capacidad
de promover la transcripcién). Para los propbsitos de
expresar un gen clonado, es deseable utilizar promotores
fuertes paia obtener un nivel alto de transcripcién y por
consiguiente, la expresién del gen. Dependiendo del
sistema de célula hospedera utilizada, cualquiera de los
promotores adecuados puede ser utilizado. Por ejemplo,
cuando se clona en E. Coli, sus bacteriéfagos, o
plaemidos o promotoree como el promotor de fago T7,
promotor lac, promotor trp, promotor recA, promotor ARN
ribosomal, los promotores Pr y Pl de colifago lambda y
otfoa, incluyendo pero no limitados a lacUVS5, ompF, bla,
lpp ¥y eimilares, pueden ger utilizados para dirigir
.niveles altos de transcripci6n de segmentos de AND
adyacentese. Adicionalmente, un promotor hibrido trp-
lacUvs (tac) u otros promotores de E. Coli producidos por
ADN recombinante u otras técnicas sintéticas de ADN
pueden ger utilizadas para la transcripcién del gen
insertado.

Las cepas bacterianas hospederas y los vectores de
expresidén pueden ser escogidos para que inhiban la accién
del promotor a menos que sean especificamente inducidos.
En algunas operaciones, la adicién de inductores
especificos es necesaria para la transcripcién eficiente
del ADN insertado. Por ejemplo el operon lac es inducido
por la adicib6n de lactosa o IPTG (isopropiltio-beta-D-
galactoside). Una variedad de otros operones, como trp,

pro, etc, estdn bajo controles diferentes.
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Las sefiales de iniciacién especifica también se Lfib
requieren para una transcripcién y traduccién especifica
en células procariotas. Estas sefiales de iniciacién de
transcripcién y traduccién pueden variar en “fuerza”
medidas por la cantidad de ARN mensajerco especifico y
proteina sintetizada, respectivamente. El vector de
expresién de ADN que contiene el promotor, pueden también
contener cualquier combinacién de varias sefiales
“fuertes” de transcripcién y/o traduccién. Por ejemplo,
la traduccién eficiente de E. Coli requiere una secuencia
SD de 7-9 bases en el extremo 5°del cod6n de iniciacién
(“ATG”) para proveer un sitio de unién al ribosomi.
Entonces, cualquier combinacién SD-ATG que pueda ser
utilizada por los ribosomas de la célula hospedera, puede
ser empleada. Dichae combinaciones incluyen pero no
estén limitadas a la combinacién SD-ATG del gen cro o del
gen N del colifago lambda o de los genes trp E, D, C, B o
A de E. Coli. Adicionalmente, cualquier combinacibén SD-
ATG producida por ADN recombinante u otras técnicas
incluyendo la incorporacién de nucleétidos sintéticos
puede ser utilizado.

Una vez la molécula de ADN aislada que codifica la
proteina receptora ha sido clonada en un sistema de
expresién, esti lista para ser incorporada en una célula
hospedera. Esta incorporacién puede ser llevada a cabo
po; las varias formae de transformacién notadas arriba,
dependiendo del sistema de vector-hospedero. Las cé&lulas

hospederas adecuadas incluyen, peroc no estin limitadas a.
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bacteria, virus, levaduras, células de mamiferos, t1:}
insectos, piantas Yy similares.

Un aspecto del presente invento involucra el aumento
de la receptividad de la planta al tratamiento con el
inductor de la respuesta hipersensible proveido por una
planta transgénica o semilla de una planta transgénica,
transformada con una molécula de &cido nucléico
codificadora de una proteina receptora de un inductor de
respuesta hipersensible. Se ha encontrado que los
inductores de respuesta hipersensible son fitiles en
impartir resistencia a enfermedades en plantas, aumentar
el crecimiento de la planta, control de insectos o
impartir el stress por resistencia en una variedad ge
plantas. En vista del receptor de la interaccién del
pregsente invento con los inductores, se espera que éstos
efectos benéficos serfan aumentados llevando a cabo
dichos tratamientos con el inductor con plantas
transformadas con el gen que codifica el receptor del
presente invento.

Las plantas transgénicas que contienen el gen que
codifica el receptor de acuerdo con el presente invento
puede prepararse de acuerdo a técnicas bien conocidas.

Un vector que contenga el gen codificador del
receptor descrito arriba puede ser microinyectado
directamente en células vegetales con el uso de
micropipetas para transferir mecdnicamente el ADN
recombinante. Crossway, Mol., Gen. Gepnetics, 202:179-85
(1985), el cual es incorporado por referencia. El

material genético puede también ser transferido en la
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célula vegetal utilizando polietilén glicol. Krens, Ve l{\f
colaboradores, Nature., 296:72-74 (1982), el cual es
incorporado aqui por referencia.

Otra aproximacién para transformar células vegetales
con un gen es el bombardeo de particulas (también
conocido como transformacién biolistica) de la célula
hospedera. Esto puede ser llevado a cabo de varias
maneras. La primera involucra el impulsar particulas
inertes o biol6gicamente activas a las células. Esta
técnica se encuentra.en las patentes de EU Nos.
4,945,050,5,036,006 y 5,100,792 todas de Sanford y
colaboradores, que se incorporan aqui por referencia.
Generalmente, este procedimiento involucra impulsar
particulas inertes o biocl6gicamente activas en las
células bajo condiciones efectivas para penetrar la
superficie externa de la célula para ser incorporadas
dentro del interior de la misma. :Cuando son utilizadas
particulas inertes, el vector puede ser introducido en la
célula cubriendo las particulas con el vector que
contenga el ADN heterflogo. Alternativamente, la célula
blanco puede rodearse por el vector para que éste sea
transportado dentro de la célula por la particula.
Particulas biolégicamente activas (células bacterianas
secag que contengan el vector y ADN heterflogo) pueden
también ser introducidas en células vegetales.

Otro método de introduccién es la fusibén de
protoplastos con otras entidades, ya sea minicélulas,

células, lisosomas u otros cuerpos fundibles cubiertos de

lipidos. Fraley y colaboradores, Proc, Natl, Acad. Sci.



USA, 79:1859-63 (1982) el cual es incorporado por
referencia.

La molécula de ADN puede ser también introducida en
las células vegetales por electroporacién. Fromm y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,82:5824 (1985),
que es incorporado por referencia. En ésta técnica, los
protoplastos vegetales son electroporados en presencia de
plésmidos que contengan el cassette de expresién. Los
impulsos eléctricés de alto campo de fuerza permeabilizan
reversiblemente biomembranas permitiendo la introduccién
de plésmidos. Los protolastos de plantas electroporadas
reforman la pared celular, se dividen y regeneran.

Otro método para introducir la molécula de ADN en
células vegetales es infectar una celula vegetal con
Agrobacterium tumefaciens o A. Rhizogenes previamente
transformados con el gen. Bajo condiciones apropiadas,
las células vegetales transformadas se cultivan para
formar brotes o raices, y se desarrollan posteriormente
en plantas. Generalmente, é&ste procedimiento invelucra
inocular el tejido de la planta con una suspengién de
bacteria y una incubacién del tejido por 48 a 72 horas en
medio de regeneracién sin antibiéticos a 25-28 °C.

El Agrobacterium es un género representativo de la
familia Gram-negativa Rhizobiaceae. Sus especies son
responsables de la agalla de la corona CA: Tumefaciens) y
enfermedad de raicillas (A. Rizogenes). Las células
vegetales en tumores de agalla de la corona y raicillas
son inducidas para producir derivativos de aminodcidos

llamados opinas, que son catabolizados solo por la
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bacteria. Los genes bacterianos responsables de la L‘6
expresidén de opinas son una fuente conveniente de
elementos de control para cassettes de expressién
quimérica. Ademis el andlisis de presencia de opinas
puede ser usado para identificar tejido transformado.

Las secuencias genéticas heterélogas pueden ser
introducidas en las células vegetales apropiadas, por
medio del plasmido Ti de A. Tumefaciens o Ri de A.
Rhizogenes. El pldsmido Ti o Ri es transmitido a células
vegetales por la infeccién del Agrobacterium y es
establemente integrado dentro del genoma de la planta.

J. Schell, Science, 237:1176-83 (1987) incorporado por
referencia.

Luego de la transformacién, las células vegetales
transformadas deben ser regeneradas.

La regeneracidén vegetal de protoplastos cultivados
se describe en Evans y colaboradores, Handbook Qf Plant
Cell Cultures, Voll: (MacMillan Publishing Col. New York
1983) y Vasil I.R. (ed), Cell Culture and Somatic Cell
Genetice of Plantg, Acad. Press, Orlando, Vol I, 1984,
and Vol III (1986), incorporados por referencia.

Se sabe que préicticamente todas las plantas pueden
ser regeneradas de células cultivadas o tejidos,
incluyendo pero no limitadas a todas las especies mayores
de caifia de azlicar, remolacha azucarera, algodén, &rboles
frutales y legumbres.

Los medios de regeneracidn varian de especie a
especie de planta, pero generalmente una suspensién de

protoplastos transformados o una caja de petri que

y2



contenga explantes transformados debe proveerse. EI1
tejido de Callo es formado y los brotes pueden ser
inducidos del callo y subsecuentemente enraizados.
Alternativamente, la formaci6n de embrién puede ser
inducida en el tejido del callo. BEstos embriones
germinan como embriones naturales para formar plantas.
El medio de cultivo generalmente contendri varios
aminodcidos y hormonas como auxina y citokininas. Es
también ventajoso afladir &cido glutdmico y prolina al
medio especialmente para especies como maiz y alfalfa.
La regeneracién eficiente dependeri del medio, del
genotipo y de la historia del cultivo. 8Si éstas tres
variables estdn controladas, entonces la regeneracifn es
usualmente reproducible y repetible.

Luego que el cassette de expresi@n es establemente
incorporado en las plantas transgénicas, puede ser
transferido a otras plantas por cruces sexuales.
Cualquiera de las técnicas estidndar de mejoramiento
pueden ser utilizadas dependiendo de las especies a ser
cruzadas.

Una vez las plantas transgénicas de é&ste tipo son
producidas, las plantas mismas pueden ser cultivadas de
acuerdo con procedimientos convencionales.
Alternativamente, las semillas transgénicas o propégulos
(cortes) son recobradas de las plantas tranagénicas. Las
semillas pueden ser plantadas en el suelo y cultivadas
utilizando procedimientos convencionales para producir
plantas transgénicas. Las plantas transgénicas son

propagadas de las semillas transgénicas plantadas.
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Estos métodos de tratamiento del indﬁctor pueden l4q(
involucrar éplicar la proteina o el polipéptido inductor
de la respuesta hipersensible en una forma no infecciosa
a una parte o toda la planta o semilla de la planta
transformada con el gen receptor de acuerdo con el
pregente invento bajo condiciones efectivas para el
inductor para impartir resistencia a enfermedades,
aumentar crecimiento, controlar insectos y/o impartir
resistencia al stress. Alternativamente, la proteina o
polipéptido inductor de la respuesta hipersensible puede
ser aplicada a las plantas cuyas semillas recuperadas de
éstas plantas son capaces de impartir resistencia a
enfermedades en plantas, aumentar el crecimiento de la
planta, controlar el efecto de los insectos y/o impartir
la resistencia al stress.

Como alternativq a la aplicacién del polipéptido o
proteina inductora de la respuesta hipersensible a
plantas o semillas de plantas para impartir resistencia a
enfermedades en plantas, incidir en el crecimiento de las
plantas, controlar insectoas, y/o impartir resistencia al
stress en las plantas o plantas crecidas de semillas,
plantas tranegénicas o semillas de plantas pueden ser
utilizadas. Cuando se utilicen plantas transgénicas,
involucra proveer de una planta transgénica transformada
con una molécula de ADN que codifique un receptor de
acuerdo con el presente invento y con una molécula de ADN
que codifique una proteina o polipéptido inductor de la
respuesta hipersensible. La planta se cultiva bajo

condiciones efectivas para permitir que las moléculas de

44



ADN impartan resistencia a enfermedades en plantas,
aumenten el crecimiento de la planta, controlen insectos,
y/o impartan resistencia al stress. Alternativamente,
una semilla de planta tranegénica transformada con una
molécula que codifique un polipéptido o proteina que
induzca una respuesta hipersensible y una molécula de ADN
que codifique un receptor puede ser proveida y plantada
en el suelo. La planta es entonces propagada de la
gemilla plantada bajo condiciones efectivas para permitir
a las moléculas de ADN de impartir resistencia a
enfermedades en plantas, aumentar el crecimiento de la
planta, controlar insectos, y/o impartir resistencia al
stress.

La forma en la cual la proteina o polipéptido
inductor de la respuesta hipersensible es aplicada a la
planta o semillas de la planta puede ser llevada a cabo
en un nimero de formas incluyendo: l1l)Aplicacién de un
inductor aislado o 2) aplicacién_de una bacteria que no
cause enfermedad y esté transformada con el gen que
codifique el inductor. En la Gltima forma el inductor
puede ser aplicado a plantas o semillas de plantas
aplicando bacterias que contienen la molécula de ADN que
codifique la proteina o polipéptido inductor de la
respuesta hipersensible. Esta bacteria debe ser capaz de
secretar o exportar el inductor para que &ste pueda
contactar la planta o las células de la semilla de la
planta. De ésta forma el inductor es producido por la

bacteria in planta o en semillas o justo antes a la
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introduccién de la bacteria a las plantas o las semillas :;t)
de la planta.

El tratamiento con el inductor de la respuesta
hipersensible puede ser utilizado para tratar una amplia
variedad de plantas o sus semillas para impartir
resistencia a enfermedades en plantas, aumentar el
crecimiento de la planta, controlar insectos, y/o
impartir resistencia al stress. Las plantas adecuadas
incluyen dicotiledéneas y monocotiledéneas. Mas
particularmente, las plantas cultivables Gtiles pueden
incluir: alfalfa, arroz, trigo, cebada, centeno, algodén,
girasol, mani, maiz, papa, papa dulce, frijol, arveja,
achicoria, lechuga, endibia, col, coles de bruselas,
remolacha, chirivia, nabo, coliflor, brécoli, r&bano,
espinaca, cebolla, ajo, berenjena, pimienta, apio,
zanahoria, calabaza, zuccinni, zapallo, cohombro,
manzana, pera, melén, citricoas, fresa, uva, frambuesa,
pifia, soya, tabaco, tomate, sorgo y cafia de azGcar.
Ejemplos de plantas ornamentales adecuadas son:
Arabidopsis thaliana, Saintpaulia, petunia, pelargonio,
ponsettia, crisantemo, clavel y zinnia.

Con respecto al uso de inductores de la respuesta
hipersengible en impartir resistencia a enfermedades, la
inmunidad absoluta contra la infeccifn puede no ser
conferida pero la severidad de la enfermedad es reducida
y el desarrollo de sintomas es demorado. El nfimero de
lesiones, el tamafio de la lesidén, y la cantidad de
esporulacién de los hongos patégenos estén disminuidos.

Este método de impartir resistencia a enfermedades tiene



el potencial de tratar enfermedades intratables
previamente, tratar enfermedades sistémicamente que
pueden no ser tratadas separadamente debido al costo, y
evitar el usoc de agentes infecciosos © materiales
ambientalmente dafiinos.

El método de impartir resistencia de plantas a
patSgenos es Gtil en impartir resistencia a una amplia
variedad de patégenos incluyendo virus, bacteria y
hongos. La resistencia, inter alia, a los siquientes
virus puede ser conseguida por el método del presente
invento: Virus del moesaico del tabaco y virus del
mosaico del tomate. Resistencia, inter alia, a las
siguientes bacterias puede también ser impartida a las
plantas Peseudomonas solanacearum; Pseudomonas syringae
pv. Tabaci; y Xanthomonas campestris pv. Pelargonii. Las
plantas pueden hacerse resistentes inter alia a los
siguientes hongos: Fusarium oxysporum y Phytophtora
infestans.

Con respecto al uso de la proteina o el polipéptido
inductor de la respuesta hipersensible para aumentar el
crecimiento de la planta, varias forma de promover o
aumentar el crecimiento de la planta pueden ser
alcanzadas. BEsto puede ocurrir tan tempranoc como cuando
el crecimiento de la planta comienza de semillas © mas
tarde en la vida de una planta. Por ejemplo, el
crecimiento de la planta de acuerdo con el presente
invento abarca mayor produccién, cantidad mayor de
semillas producidas, incremento en el porcentaje de

semillas germinadas, incremento en el tamafio de la
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planta, mayor biomasa, mayor y mas grandes frutas,
coloracibén mas temprana de las frutas y frutas y
maduracién de la planta mas tempranas. Como resultado,
existe un beneficio econ6mico significativo para los
cultivadores. Por ejemplo, un germinacién mas temprana y
una maduracifn mas temprana permite que los cultivos se
mantengan en dreas donde las estaciones de crecimiento
cortas de otra manera imposibilitan su crecimiento en esa
localidad. El porcentaje incrementado de la germinacién
de la semilla resulta en un mejoramiento del cultiveo y un
uso mas eficiente de la semilla. Una mayor produccién,
un tamafio incrementado y una mayor produccitn de la
biomasa permitir&n la generacién de mayores ingresos de
un lote o una tierra dada.

El uso de inductores de respuesta hipersensible para
control de insectos abarca la prevencitn de los insectos
de contactar plantas a las cuales el inductor de
respuesta hipersensible haya sido aplicado, previniendo
el dafio directo del insecto en las plantas por heridas
por alimentacifén, causando que los insectos abandonen
dichas plantas, maten insectos préximos a dichas plantas,
interfiriendo con la alimentacién larval en dichas
plantas, previniendc que los insectos colonicen las
plantas, previniendc que los insectos colonizadores
liberen fitotoxinas, etc. El presente invento también
previene dafios por enfermedad de las plantas que resultan
de la infeccién por insectos.

El tratamiento con el inductor es efectivo contra

una amplia variedad de insectos. El barrenador europeo
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del maiz es una de las mayores plagas del maiz (maiz JS?)
salado y dulce) y también se alimenta en mas de 200
especieq de plantas incluyendo frijoles verdes, cerocsos y
lima y soya comestible, pimienta, papa y tomate ademfs de
uﬁa amplia variedad de especies de malezas. Plagas
adicionales de alimentacién larval que dafian una amplia
variedad de cultives incluyen: gusano de la remolacha,
gusano de la col, gusano del maiz, gusano del otofio,
polillas, gusano de la rafz de la col; gusano del tomate.
Colectivamente, este grupo de insectos plaga representan
el grupo econSmico mas importante de plagas para la
produccién de vegetales alrededor del mundo.

El tratamiento con el inductor de la respﬁesta
hipersensible es también i{itil en impartir resistencia a
plantas contra stress ambiental. El stress abarca
cualquier factor ambiental -que tenga un efecto adverso en
fisiologia de la planta y su desarrollo. Ejemplosa de
dichos stress ambientales incluyen stress relacionados
con el clima (sequedad, agua, congelacién, temperaturas
frias, temperaturas altas, luz excesiva, e insuficiente
luz), stress por polucién del aire (dioxido de carbono,
mondéxido de carbono, diéxido de sulfuro, Nox,
hidrocarburos, ozono, radiacién ultravioleta y lluvia
dcida), quimicos (insecticidas, fungicidas, herbicidas,
metales pesados) y streas nutricionales (fertilizantes,
micronutrientes, macronutrientes).

La aplicacién de un polipéptido o proteina inductor
de respuesta hipersensible puede ser llevada a cabo a

través de una variedad de procedimientos cuando toda o
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parte de la planta es tratada incluyendo hojas, tallos, :;sf
raices, etc. Esto puede (pero no necesita) involucrar
infiltracién de la proteina o polipéptido inductor de la
respuesta hipersensible en la planta. Los métodos de
aplicacién adecuados incluyen aspersi6n a alta o baja
presién, inyeccién y abrasifn de la hoja'préxima a cuando
la aplicacién ocurre. Cuando se tratan semillas o
propagulos (cortes), la proteina o polipéptido inductor
de la respuesta hipersensible puede ser aplicada por
aspersién a baja o alta preeién, cubrimiento, inmersaidn,
o inyeccién. Otros procedimientos adecuados de
aplicacién pueden ser visualizados por aquellos con
hab%lidades en el campo dade que sean capaces de efectuar
contacto del inductor con las células de la planta o de
la Bemilla de la planta. Una vez tratadas con el
inductor de la respuesta hipersensible, las semillas
pueden ser plantadas en suelo natural o artificial y
cultivadas utilizando procedimientos convencionales para
producir plantas. Luego de que las plantas han sido
propagadas de semillas tratadas con un inductor, las
plantas pueden ser tratadas con una © mas aplicaciones de
la proteina o el polipéptido inductor de la respuesta
hipersensible para impartir resistencia de las plantas a
enfermedades, aumentar el crecimiento de la planta,
controlar insectos, y/o impartir resistencia al stress.

El polipéptido o proteina inductor de la respuesta
hipersensible puede ser aplicado a plantas o semillas de
ploantas solo o en mezcla con otros materiales.

Alternativamente, el inductor puede ser aplicado
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separadamente a plantas con otros materiales siendo f;i;"
aplicados en diferentes tiempos.

Una composicién adecuada para tratar plantas o
semillas de plantas contiene un polipéptido o una
proteina inductora de la respuesta hipersensible en un
transportador. Los transportadores adecuados incluyen
agua, soluciones acuosas, soluciones lechosas, o pblvos
secos.

Aunque no se requiere, &sta composicién puede
contener aditivos adicionales incluyendo fertilizantes,
inpecticidas, fungicidas, nematicidas y mezclas. Los
fertilizantes adecuados incluyen (NH4)2NO3. Un ejemplo
de insecticida adecuado es el Malation. ILos fungicidas
Gtiles incluyen Captan.

Otros aditivos adecuados incluyen agentes
amortiguadorea, agentes humectantes, agentes cubridores y
agentes escoriadores. Ademés, el inductor de la -
respuesta hipersensible puede ser aplicado a las semillas
de las plantas con otra formulacién convencional para
semillas y materiales de tratamiento, incluyendo arcillas
y polisaciridos.

En la técnica alterna involucrando el usc de plantas
transgénicas y semillas de plantas transgénicas que
codifican el gen de inductor de.respuesta, un inductor de
respuesta hipersensible no necesita ser aplicado
tépicamente a las plantas o las semillas. Por el
contrario, las plantas transgénicas transformadas con una

molécula de ADN que codifica el inductor son producidas



de acuerdo con procedimientos bien conocidos como se
deacribe arriba.

En otro aspecto, el presente invento se relaciona
con una construccién la cual es una molécula de &cido
nucléico contra-sentido de una molécula de &cido nucléico
codificadora de un receptor en plantas para los
inductores de reepuesta hipersensible a pat6genocs. Un
ejemplo de &sta construccién seria una molécula de ADN
contrasentido de una molécula de ADN que contenga la
secuenéia de nuclebtidos de la SEQ. ID. Nos. 2 o 3.
Alternativamente, la construccién de ADN puede tener una
molécula de ADN que tenga la secuencia de nucleétidos de
SEQ. ID. Nos. 2 o 3 (o una porcién) y su cadena
complementaria y es usada para general un solo transcrito
con una repeticién invertida (doble cadena) de ARN. Este
trasncrito al igual gue la antes discutida molécula de
&cido nucléico contra-sentido pueden ser utilizadas para
inducir el silenciamiento de la molécula de acido
nucléico codificadora de un receptor para un inductor de
la respuesta hipersensible.

La deteccién del inductor de la respuesta
hipersensible por el receptor es el primer paso de la via
de trasnduccién de la seflal en plantas que eventualmente
llevarén a la resistencia de enfermedades, aumento del
crecimiento, control de insectos y resistencia al stress.
Silenciar al receptor provee una herramienta Gtil para
encontrar y estudiar los componentes corriente debajo de
éata via. Adicionalmente, el receptor puede ser un

regulador negativo de dicha via transduccién de la seifial.
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El silenciamiento del receptor impartiri a las plantas la j;?V'

habilidad de resistir enfermedades y stress, controlar
insectos y aumentar el crecimiento sin el tratamiento del

inductor de la respuesta hipersensible.

EJEMPLOS

Elemplo 1 Materiales y métodos

La técnica de laboratorio utilizada en el ejemplo es
el piguiente. Todae las manipulaciones descritas aqui
siguieron protocolos convencionales (Sambrook y
colaboradores *Clonaje molecular: Un manual de
laboratorio” Segunda edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory (1989) ;Ausubel y colaboradores “Protocolos
actuales en biologia molecular” John Wiley (1987), los
cuales son incorporados aqui por referencia). Los
plasmidos y microorganismos descritos aqui, utilizados
para hacer el presente invento, fueron obtenidos de
fuentes comerciales, o de los autores de publicaciones
previas. Las secuencias fueron analizadas con Clone
Manager 5 (Software cientifico y educacional, Durham,
Carolina del Norte).

La cepa de levadura L40 se cultiv6é en YDP o en

diferentes medios minimos sintéticos de seleccidén a 30

°C. Las cepas de E. coli DH5a y HB10l1l se cultivaron en
LB a 37 °C.

El sistema de levadura dos-hibridos se basa en el
hecho de que muchos factores de transcripcifn eucariotas
estén compuestos de un dominio de unién al ADN (ADN-BD) y

un dominio de activacién (AD) fisicamente separables y



funcionalmente independientes. Tanto ADN-BD como el AD
son requeridos para activar un gen. Cuando son
fisicamente separados por tecnologia de ADN recombinante
Yy son expresados en la misma célula hospedera, el ADN-BD
Yy el AD no interactlan directamente uno con otro y
entonces no pueden activar el gen correspondiente (Ma y
¢olaboradores “Conversifn de un Inhiblidor Transcripcional
Eucariota en un Activador® Cell 55:443 (1988) y Brent y
colaboradores “Un Activador Transcripcional Eucariota
portando un represor eucariota” Cell, 43:729 (1985), los
cuales son incorporados aqui por referencia). Pero si el
ADN-BD y el AD son trafidos en una cercanfa fiIsica préxima
en la regién promotora, la funcién de activacién
transcripcional se restaurari. Por consiguiente, la
levadura Saccharomyces cerevisiae y el sistema dos-
hibridos se han convertido en herramientas genéticas
esenciales para estudiar interacciones macromoleculares.

En el sistema de dos-hibridos utilizado aqui el ADN-
BD codificado por el vector anzuelo pVJL1l (Jullien-
Flores, V. ®*Llevando la GTPasa Ral a las Vias Rho.
RLIP76, un efector Ral con actividad de proteina
CDC42/Rac activadora de la GTPasa®” J. Biol. Chem,
27:22473 (1995), la cual es incorporada aqui por
referencia), es la proteina procariota LexA, y el dominio
de activacién codificado en el vector presa pGAD 10 o
PGAD GH (Clonetech; Hannon, GJ. “Aislamiento del pl30
relacionado con RB a través de su interaccién con CDK2 y
ciclinas” Genesg Dev. 7:2378 (1993), el cual es

incorporado aqui por referencia) es derivado de la
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proteina de la levadura DAL4. pVJL11 también tiene un
marcador TRP1, y un marcador pGAD y LEU2. Una
interaccién entre la proteina anzuelc {(fusionada al ADN-
BD) y una protefna codificada por la librerfia (fusionada
al AD) crea un nuevo activador transcripcional con

afinidad de unién a los operadores LexA. La levadura
hospedera L40 {MATa his3D200 tripl-901, leu2-3, 112 ade2

LYS2: :lexAop)4-HIS3URA3: =1eonp)8-1acz} carga dos genes
reporteros, lacZ e HIS 3, que contienen un sitio de unidén
de Lex A corriente arriba. El reportero nutricional HIS3
provee una seleccién de crecimiento selectiva que puede
identificar un solo transformante positivo de varios
millones de clones candidatos. La expresién de los genes
reporteros indica la interaccifn entre la porteina
candidata y la proteina anzuelo. Vea Figura 1.

La proteina harpin de Erwinia amylovora fue
utilizada como proteina anzuelo para monitorear la
libreria de ADNc de Arabidopsis thaliana, clonada en el
vector pGAD10 (Laboratorios Clontech, Inc. Palo Alto,
California). Una protefina codificada de la libreria del
ADNc fue identificada como una proteina que interactuaba
fuertemente con la proteina harpin, entonces un posible
receptor del harpin. El presente invento reporta la
secuencia de &cido nucléico y la secuencia de aminodcidos

deducida de éste ADNC.

Ejemplo 2
HrpN de Erwinia amylovora fue sublonada en el vector

anzuelo pVJLl1ll del sistema dos hibridos de levadura. Un
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PCR fue llevado a cabo utilizando un fragmento de 1.3 Kb £5Z)
del harpin (Wei y colaboradores “Harpin, inductor de 1la
respuesta hipersensible producida por el fitopatégeno
Erwinia amylovora” Science 257:85 (1992), el cual es
incorporado aqui por referencia) como molde para
amplificar la regién codificadora de harpin. Un sitio de
regtriccién BamHI fue adicionado a la terminacién 5°de la
regién codificadora y un sitio SallI a la regi6m 3°, Un
fragmento de PCR digerido con BamHI y Sall fue ligado al
vector anzuelo pVJL1ll digerido con las mismas enzimas de
restriccién. pVJILll tiene un marcador TRP1l para ser
seleccionado en levaduras y un marcador de resistencia a
Amp para ser seleccionado en E. coli. El plésmido de ADN
fue amplificado en la cepa de E. coli DH5«. Cuando se
ananlizé en el sistema dos hibridos, con el vector presa
pGAD GH y varias proteinas no relacionadas, HrpN no
mostrd ninguna autocactivacidédn o interaccién no especifica
con proteinas no relacionadas, como se muestra en la

figura 2.

Ejemplo 3

HrpN-pVJL1ll fue transformado en la cepa de levadura
L40 por el método mediado por acetato de Litio (LiAc)
(Ito y colaboradores, "Transformacién de células de
levaduras intactas tratadas con cationes alcali” J.,
Bacteriol. 153:163 (1983) y Vijtek y colaboradores, “Ras
de mamiferos interactiia directamente con la kinasa
éerina/Treonina Raf.” Cell 74:205 (1993) la cual es

incorporada aqui por referencia). La libreria de ADNc de
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Arabidopeis thaliana MATCHMAKER (Laboratorios Clonetech,
Inc. Palo Alto CA) fue monitoreada para la deteccién de
interaccién de las proteinas harpin. Aproximadamente 6.8
millones de transformantes primarios de la libreria
fueron reaislados en placas sin histidina, leucina y
triptéfano. Un total de 148 colonias crecieron en las
placas sin histidina, 55 de las cuales tifieron como
positivas para expresi6n de B-galactosidasa. Luego de 3
rondag de seleccién en medio mfnimo sintético (SD) en
placas sin leucina, triptéfano e histidina, y confirmar
por la expreesién del segqundo gen reportero lacZz,
utilizando el anilisis de B-galactosidasa, 47 colonias

parecian ser fuertes candidatas de interaccién.

Elexplo 4

El ADN plasmidico fue extraido de las 47 colonias
independientes de levadura e introducidas en la cepa de
E. coli HB10l, que carga la mutacién leuB. Por
coneiguiente, el plédsmido presa (ADNc-pGAD10) fue
seleccionado en placas con nutrientes minimos ya que pGAD
10 carga el marcador LEU2.

Los 47 plasmidos presa independientemente rescatados
de E. coli fueron reanalizados en el sistema de dos-
hibridos con la proteina harpin como anzuelo. Estas
fueron también analizadas contra proteinas no
relacionadas. 25 resultaron como candidatos de
interaccién, 20 de los cuales fueron fuertes candidatos
de interaccidén especifica. Los andlisis de secuencia

mostraron que los 20 clones de ADNc independientes venian
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realmente del mismo gen con diferente integridad en la Az
terminacién 5°. Las reacciones de secuenciacifén fueron

realizadas utilizando el kit de reaccién de terminacién

PE Prism Big Dye. El gel de secuenciacién fue corrido en

Thatagen (Bothell, WA).

Uno de loa ocho plasmidos, el cual tenfia el inserto
de ADNc mas largo de lkg, fue utilizado para anélisis
posteriores. Cuando se co-transformé en la cepa de
levadura 140, se demostrd que era negativa con anzuelo
desocupado y con protefnas no relacionadas en el sistema
de dos-hibridos, indicando la especificidad de la
interaccién entre harpin y su receptor candidato. Vea

figura 3.

Ejamplo 5

El inserto mas largo de ADNc, HrBP1l, fue subclonado
en los sitios BamHi y S8all del vector anzuelo pVIJLll.
Este constructo no mostrS auto-activacién de los genes
reporteros, © interaccién con proteinas no relacionadas
en el sistema de dos-hibridos. Sin embargo la expresidn
de los genes reporteros fue activada cuando 140 fue
cotrasnformada con HrBPl-pVJL1ll y HrpN-pGAD GH, indicando
la interaccién especifica entre HrBPlp (la proteina

codificada por HrBPl) y harpin. Vea la figura 4.

Elamplo €

El ARN total fue extraido de Arabidopsis thaliana de
dos semanas de edad utilizando el minikit para plantas

QIAGEN Rneasy (Qiagen, Inc., Valencia, California). ARN

'



Poli A fue posteriormente purificado de ARN total
utilizando una columna QIAGEN Oligotex (Qiagen, Inc.,
Valencia, California). Un Northern Blott fue llevado a
cabo utilizando la regién traducida de HrBPl como sonda.
Una sola especie con peso molecular aparente de cerca de
1.1 Kb fue detectada de ARN total y ARN Poli A. Por
consiguiente, el ADNc mas largo de HrBP2 del monitoreo
del sistema dos-hibridos parecia contener el ADNc de
longitud total. La integridad del ADNc del extremo 5°fue
posteriormente confirmada por un andlisis de extensidn de
cebadores.

Como se describif, un sistema de dos hibridos fue
utilizado para monitorear proteinas que interactuaban con
harpin. HrpN de Erwinia amylovora fue subclonada en el
vector anzuelo pVJL1ll del sistema de dos-hibridos de
levaduras, el cual contiene un marcador TRP1l. La
proteina fusionada lexA harpin es expresada de esta
construccién en levadura. La libreria de ADNc de
Arabidopsis thaliana MATCHMAKER (Laboratorios Clonetech,
Inc. Palo Alto, CA) fue monitcoreada para deteccifn de
proteinas que interactuaran con el inductor de la
respuesta hipersensible. 6.8 millones de colonias
independientes fueron monitoreadas, y HrBP1l fue
identificada como una fuerte candidata a la interaccién
con harpin. HrBPl fue mapeada en el ADN genSmico de
Arabidopsis thaliana en el cromosoma 3, clone P1 MLM24
(Nakamu;a, "Andlisis estructural del cromosoma 3 de
Arabidopsis thaliana” submitido directamente a la base de

datos DDBJ/EMBL/GenBank (1998), la cual es incorporada



aqui por referencia). Cuatro exones y tres intrones
fueron descubiertos (vea figura 5). El exon 4 incluye
una regién en la terminacién 3°con 130 pb (pares de
bases) no traducidas. En el marco de lectura abierto
desde la primera metionina, se codifica un polipéptido
(llamado HrBPlp) de 284 aminodcidos. El peso molecular
predicho de HrBPlp es de 30454.3 y su plI {punto
Igoeléctrico) de 5.72. No hay aparente dominio
transmembranal en éste polipéptido. ILa herramienta SMART
Investigacién de arquitectura simple modular (V3.1)
predijo los primeros 18 aminocdcidos como secuencia sefial.
La presa con la fusién HrBP1-AD resultd6 negativa con la
presa vacia y con proteinas no relacionadas en el sistema
2-H, indicando la especificidad de la interaccifn entre
harpin y su candid;to receptor. Cuando se colocd en la
orientacién opuesta el HrBPlp fusionado con el ADN-BD y
harpin con el AD, todavia interactuaron especificamente
uno con el otro.

HrBPl no tenia una similitud de secuencia
significativa con secuencias depositadas en bases de
datos mayoree con el programa de blsqueda Blast. Por

consiquiente HrBplp es una proteina novedosa.

Elemplo 7

El ADNc HxBPl fue subclonado en loe sitios NdeI y
Sall del vector pET-28* (Novagen, Madison, WI). HrBPl
fue expresado de su vector en E. coli como una proteina
etiquetada con His y purificada con NiNTA (QIAGEN Inc.

Valencia CA) de acuerdo con el manuel proveido por el

VA
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fabricante. Esta proteina recombinante incrementé la 5{
capacidad del harpin de inducir HR en plantas de tabaco.

La proteina recombinante HrBPl etiquetada con His fue

utilizada para generar anticuerpo anti-HrBPl para

facilitar los estudios bioquimicoe y funcionales de

HrBPl. Los estudios de localizacién preliminar

utilizando anticuerpo anti HrBP1 en un Western blot

mostrd que el HrBPl existe en todas partes en Arabidopsis

incluyendo sus hojas, tallos y raices.

Ejemplo B

10 ug de ARN total de 14 diferentes especies de
plantas fue separado en gel de agarcosa al 1% y luego
transferido a una membrana Amersham Hybond NX (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey). La sonda de
ARN que era complementaria con las bases €51-855 de la
regién doficiadora de HrBPl fue generada utilizando el
kit Ambion Strip-EZ ARN (Ambion Inc., Houston, Texas),
procedimiento seguido segin recomendacién del fabricante.

La secuencia del fragmento HrBPl utilizado para

generar la sonda Northern (SEQ.ID. No. 9) es como sigue:

gatcaagata acatttgaga aaacaactgt gaagacatcg ggaaacttgt cgcagattce 60
ccgtttgat atccegaggc ttcccgacag tttcagacca tcgteaaace ctggaactgg 120

ggatttcgaa gttacctatg ttgatgatac cat cgg
gcgeata act
acttagggta ttcgtcattg cttaa b ©9c99 acegaggtaa ;::

Este Northern blott detectt una banda con tamafio similar
al de HrBPl en todas las especies de plantas analizadas,

incluyendo tabaco, trigo, maiz, citricoe, algodén, pasto,
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pansy, pimienta, papa, tomate, soya, girasol, frijol .Zgég
lima, lo que indicé que genes relacionados con HrBP1l

exigten universalmente. Vea figura 6.

Elemplo 9

El homSlogo de HrBP1l de arroz, R6, fue clonado por
monitoreo por dos-hibridos en levadura utilizando harpin
como anzuelo. No solamente interactué con harpin de
longitud total, sino que también interactué con un
fragmento de harpin que contiene el segundo dominio HR
(vea figura 7). Sin embargo no es un ADNc de longitud
total; existe alguna informacién de la secuencia perdida
del término 5°. La secuencia parcial de ADNc del similar
al HrBPl de arroz codifica un péptido de 203 aminoédcidos,
R6-p, que comienza en el amino&cido 84 de HrBPlp. Ellos
gon 74.4% idénticos y 87.2% positivos a nivel de
proteina, y 65% idénticos a nivel de ADN.

El siguiente muestra el alineamiento de la secuencia
de HXrBP1 (SEQ. ID. No. 1 comenzando en el amino&cido 84)

Yy R6 (SEQ. ID. No. 4) a nivel protéico:

At protein level: Identities = 151/203 (74.4%), Positives = 177/203 (87.2%), Gaps = 2/203 (0%)

R6-p : 1 VAALKVKLLSAVSGLNRGLAGSQEDLDRADAAARELEAAAGGGPVDLERDVDKLOGRWRL
+A LK+KLLE VSGLNRGL S +DL+RA+ AR+ELE A GGPVDL D+DKLOG+WRL
HrBPlp: 84 IALLKLKLLSVVSGLNRGLVASVDDLERAEVAAKELETA--GOPVDLTDDLDKLOGKWRL

R6-p : 61 VYSBAFSSRTLGGSRPGPPTGRLLPITLGQVFORIDVVSKDFDNIVDVELGAPWNPLPPVE
+YSSAFSSR+LGGSRPG PTGRL+P+TLGQVFQRIDV SKDFDNI +VELGAPNP PP+E
HrBPlp: 142 LYSBAFSSRSLGUSRPGLPTGRLIPVTLGQVFORIDVFSKDFDNIAEVELGAPWPFPPLE

R6-p : 121 LTATLAHKFEIIGTSEIKITFDKTTVKTKGNLSQLPPLEVPRIPDNLRPPSNTUSGEFEV
TATLAHKFE++GT IKITF+KTTVKT GNLSQ+PP ++PR+PD+ RP SN G+G+FEV
HrBPlp: 202 ATATLAHKFELLGTCKIKITPEKTTVKTSGNLSQIPPFDIPRLFPDSFRPSSNPGTGDFEV

Ré-p : 181 TYLDGDTRITRGDRGELRVFVIS 203
TY+D  RITRGDRGELRVFVI+
HrBPlp: 262 TYVDDTMRITRGDRGELRVFVIA 284



A nivel protéico: Identidades=151/203 (74 .4%),

Positivos=177/203 (87.2%), Brechas=2/203 (0%)

El alineamiento de la secuencia a nivel de ADN, de
R6 (SEQ.ID. No. 5) y HrBPl (SEQ. ID. No. 2) comenzando del

nucledtido 265 (nuclebStido 2495 del marco de lectura

abierta))

A nivel de ADN: Identidades=397/610 (65%) (los puntos

indican bases idénticas)

e —— ———e e
- —— -

R6 1 cgtggctgcgc:caaagtcaagct:ctgﬂgcgcggtgtccgggctga,ccgcggcctcgc

HzBP1 249 aa.t..atta...... c....at.a..t..t.ta..t..g..at.a...a.a..a..t.t
RE €1 ggggagccaggaggatcttgaccgogecgacgeggeggcycgggagctogaggeggogge
HrBP1 309 ..c...tgtbt..t...t.a..sa.a..t..a.t...t..tasa..a..t..aa.t..---
R6 121 gggtggcggecccgtogacctggagagggacgtggacaagctgcaggggoggtggagget
HrBPl1 366 ---...9..8..g..t..tt.saccgat..te.t..k..... t..a...888,..,....
REé 181 ggtgtacagcagcgegttcotegtogoggacgetoggeggoagoocgoeocoygooccgoeeac
HrBPl1 423 .t....t..t..t........ t..t...t.tt.a..t..E..... t..t..t.ta..t..
R6 241 cggccgcctectocecccatcacceoctogggoaggtgtttcagaggatogatgttgtcageaa
HrBPlL 463 t..a..tt.ga....tg.t..t..t..C........ «»a8C..aob..... ge.c.....
R6 ‘301 ggacttcgacaacatcgtegatgtegageteggogegceatggecgetgecgecggtgga
HrBPl1 543 a..t..t..t.....a.ca..g..g..at.a..a..c..t..... at.t.....at.a..
R6 361 gctgacggcgaccetggctoeacaagtttgagatcatoggcacctcgagcataaagateac
HrBP1 603 agece..t..... at....a....... .-..8C..t.a..,..¢.gc.ag..Cc.....08..
Ré 421 attcgacaagacgacggtgaagacgaaggggaacctgteccagetgoogecgctggaggt

HrBP1 663 ...t..g..a..a..t........atc.,.a...t....g...a.t..t...C.t..ta.

?
Ré 481 ccctcgcatcccggacaacctccggccgccgtccaacaccggcagcggcgngttcgaggt

HrBP14 723 ...ga.gc.t..¢....gtt..a.a..at....a...c.t..a.ct..g..t...., a..
R6 $41 gacctacctcgacggogacaccogeatcaccocgeggggacagaggggagetoagagtgtt
HrBPFl 783 t.....tg.t..t.atae..tg.....a..t.............. t..a..t.....a..
R6 601 cgrcatcteg

HrBP1 843 ...... tg.t
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Se cultivaron Plantas de Arabidospeis thaliana
Columbia en mezcla autoclavada en un cuarto
ambientalmente controlado a temperaturas dia y noche de
23-20 °C y un fotoperiodo de 14 horas de luz.

Una aproximacién transgénica fue utilizada para
anfilisis funcional de HrBPl. El1 HrBPl contrasentido, el
cual es complementario a la SEQ. ID. No. 2, fue sub
clonado en el vector binario pPZP212, bajo control del
promotor NOS. Las plantas de Arabidopsis thaliana se
transformaron con en conatructo con el método mediado por
Agrobacteria. La cepa de Agrobacterium tumefaciens
utilizada fue GV3101(C58Cl1 Rifr) pMP90 (Gmr). Las lineas
contrasentido fueron denominadas como “as”.

Las plantas de Arabidopsis fueron también
transformadas con el constructo, que tenia una repeticién
invertida con la cadena en sentido de HrBPl de la regién
codificadora de las bases 4-650 (bases 20-666 de la SEQ.
ID. No. 2) y la secuencia complementaria de las bases 20-
516 de HrBPl1 del ADNc (SEQ. ID. No. 2). Este constructo
generaba un ARNm de doble cadena en las plantas
transeformadas. Estae lineas transgénicas fueron
designadas como lineas *d”.

La figura 8 muestra las construcciones utilizadas
para transformar Arabidopsis.

Tanto la aproximacién sin sentido como la de doble
sentido se hicieron para silenciar la expresitén de HrBPl.
El método de la doble cadena de ARN se encontré que fue

mag eficiente en silenciar el gen HrBPl. Algunas lineas
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transgénicas de Arabidopsis mostraron lesiones
espontineas que mimentizaron una HR. La linea mas severa
estaba retardada en su desarrollo, se veia muy enferma y

no produjo semillas.

Ejemplo 11

Las plantas se cultivaron en mezcla para materos
autoclavada en un cuarto con el ambiente controlado con
una temperatura dfa noche de 23-20 °C y un fotoperiodo de
14 horas de luz. Las plantas de 25 dias se inocularon
con Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 sumergiendo
las partes aéreas de la planta en 10 8 células por
mililitro de suspensi6n de bacteria por 10 segundos.
Siete dias luego de la inoculacién con DC3000, se
recolectaron discos de hojas con un perforador. La
bacteria se extrajo de los discos de hoja en 10mM de
MgCl2 y se sembrd en Agar B de King que contenia 100

gl/ml de rifampicina. Las placas se incubaron a 28 °C

por 2 diae (figura 9B) y las colonias se contaron. En la

figura 9 A, las plantae de Arabidopsis silvestres tenian
significativamente mayor desarrollo de la enfermedad que
las plantas transgénicas. El conteo de bacteria (Figura
9C) mostrdé que las plantas transgénicas tenlan al menos
una magnitud menos de DC3000 creciendo dentro de las
hojas. HrBPl parecia como un regulador negativo de la
via de transduccién de la sefial de defensa de la planta
en Arabidopsis. Su silenciamientoc impartié a las plantas
la habilidad de resistir a Pseudomonas syringae pv.

tomate DC3000.

)



Ejemplo 12

La regién codificadora de HrBPl1l, bases 17-871 de la
SEQ. ID. No. 2 fue subclonada en el vector binario
pPZP212 el cual estd bajo el control del promotor NOS
(vea figura 10). Las plantas de tabaco se transformaron
con la construccién por el método mediado por
Agrobacterium. La cepa de Agrobacterium tumefaciens

utilizada fue LBA4404.

Ejemplo 13

HrBP1 fue sobre-expresado en plantas de tabaco bajo

el control de un promotor NOS. La figura 10 muestra la

construccién utilizada para la transformacién del tabaco.

Tres lineas con alta expresién fueron escogidas para
estudios posteriores en la generacién T2.

Cuando se infiltraban con harpin purificado, las lineas
transgénicas desarrollaron HR mucho mas répido que las
plantas de tipo silvestre, lo que es consistente con
experimentos previos en los cuales HrBPl etiquetado con
His incrementé la sensibilidad del tabaco a la proteina
harpin. Las lineas que sobre-expresaban HrBP1l fueron
cerca de 20-30% mas altas que las plantae silvestres

Xanthi NN (vea figura 11).

Elemplo 14

Plantas de tabaco de 61 dias de edad silvestres y
Xanthi NN sobre-expresoras fueron inoculadas con virus

del mosaico del tabaco frotando el TMV con tierra

<



diatomicea en la superficie superior de las hojas. Las ’iP[
lesiones aparecieron dos dfas después de la inoculacién
manuel. La foto en la figura 12 A fue tomada 3 dias
luego de la inoculacién. El di&metro de las manchas de
la enfermedad fue medido. En promedio, el diadmetro de
las lesiones en las hojas de las plantas transgénicas fue
33.4% menor que en las plantas silvestres (figura 12 B).
Entonces el &rea de superficie de las hojas de las
plantas transgénicas fue cerca del 44.3% de aquellas de
las plantas silvestres. HrBPl parece ser un regulador
positivo de la via de transduccidén de la sefial en la
planta bara crecimiento y resistencia a las enfermedades
en tabaco.

Aunque el invento ha sido descrito en detalle para
propésito de ilustracién, se entiende que dichos detalles
gon solamente para éste propbsito, y que se pueden hacer
variaciones por personas con conocimiento en el &rea sin
alejarse del espiritu y del enfoque del invento el cual

es definido por las siguientes reivindicaciones.



REIVINDICACIONES:

1. Una proteina aislada la cual sirve como un
receptor en plantas para inductores patfgenos vegetales
de respuesta hipersensible.

2. Una proteina segin la reivindicacién 1, en
donde el patdgeno vegetal es seleccionado entre Erwinia,
Pseudomonas, Xanthamonas, Phytophthora, y Clavibacter.

3. Una proteina segilin la reivindicacién 2, en
donde el pat6geno vegetal es un patSgeno Erwinia.

4. Una proteina seg(in la reivindicacién 3, en
donde el patfgeno vegetal es Erwinia amylovora.

5. Una proteina segln la reivindicacién 1, en
donde la proteina proviene de un monocotiledfneo.

6. Una protelna segiin la reivindicacién 5, en
donde la proteina proviene del arroz.

7. Una proteina segiin la reivindicacién 1, en
donde la proteina tiene una secuencia de amino&cidos
parcial de la SEQ. ID. No. 4.

B. Una proﬁeina seglin la reivindicacién 1, en
donde la proteina proviene de un dicotiledéneo.

9. Una proteina seglin la reivindicacién 8, en
donde la proteina proviene de la Arabidopsis thalilana.

10. Una proteina segin la reivindicacién 1, en
donde la proteina tiene una secuencia de aminodcidos
parcial de la SEQ. ID. No. 1.

11. Una proteina segiin la reivindicacién 1, en
donde la proteina es recombinante.

12. Una molécula de &cido nucleico aislada que

codifica una proteina segiin la reivindicacién 1.



13. Una molécula de acido nucleico segfin la
reivindicacién 12, en donde el patbdgeno vegetal eas
seleccionado entre Erwinia, Pseudomonas, Xanthamonas,
Ehyéqphthora, y Clavibacter.

14. Una molécula de &cide nucleico segln la
reivindicacién 13, en donde el patfgeno vegetal es un
pat6geno Erwinia.

15. Una molécula de &cido nucleico segilin la
reivindicacién 14, en donde el patdgeno vegetal es
Erwinia amylovora.

16. Una molécula de &cido nucleico segilin la
reivindicacién 12, en donde la proteina proviene de un
monocotiledéneo.

17. Una molécula de &cido nucleico seglin la
reivindicaci6tn 16, en donde la proteina proviene del
arroz.

18. Una molécula de &cido nucleico segin la
reivindicacién 12, en donde la proteina tiene una
secuencia de aminoicidos parcial de la SEQ. ID. No. 4.

19. Una molécula de &cido nucleico segln la
reivindicacién 12, en donde el &cido nucleico se
hibridiza en la secuencia nuclebétida de la SEQ. ID. No.

bajo condiciones rigurosas de amortiguador de

hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de

0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C.
20. Una molécula de &cido nucleico segGn la
reivindicacién 12, en donde el Acido nucleico tiene una

secuencia nucleétida que comprende la SEQ. ID. No. 5.



21. Una molécula de &cido nucleico segin la ’?11
reivindicacién 12, en donde la proteina proviene de un
dicotiled6neo.

22. Una molécula de &cido nucleico segin la
reivindicacién 21, en donde la proteina proviene de la
Arabidopsis thaliana.

23. Una molécula de &cido nucleico seglin la
reivindicacién 12, en donde la proteina tiene una
secuencia de aminofcidos parcial de la SEQ. ID. No. 1.

24. Una molécula de dcido nucleico segin la
reivindicacién 12, en donde el &cido nucleico se
hibridiza en la secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 2
6 9 bajo condiciones rigurosas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C.

25. Una molécula de &cido nucleico segiin la
reivindicacién 12, en donde el &4cido nucleico tiene una
secuencia nucleétida que comprende la SEQ. ID. No. 2.

26. Una molécula de &cido nucleico segln la
reivindicacién 12, en donde el &cido nucleico se
hibridiza en la secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 3
bajo condiciones rigurosas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C.

27. Una molécula de &dcido nucleico segin la
reivindicacién 12, en donde el &cido nucleice tiene una
secuencia nucleétida que comprende la SEQ. ID. No. 3.

28. Una molécula de &cido nucleico antisentido

segln la reivindicacién 12.



29. Un vector de expresién que contiene una
molécula de &cido nucleico seglin la reivindicacién 12 el
cual es heterflogo al vector de expresidn.

30. Un vector de expresién segGn la reivindicacidn
29, en donde la molécula del &cido nucleico es situada en
el vector de expresién en orientacién con ;entido Yy un
correcto marco de lectura.

31. Un vector de expresifén segin la reivindicacién
29, en donde, tanto: (1) la proteina tiene una secuencia
de amino&cidos de la SEQ. ID. No. 1; (2) el acido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucletStida de la
SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo condiciones rigurosas de
amortiguador de hibridizacifn que comprende 20% de
formamida en buffer de 0.9M de salina/0.09M SSC a una
temperatura de 42°C; (3) el &cido nucleico comprende una
pecuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 2; (4) el &acido
nucleico se hibridiza en la secuencia nuclebftida de la
SEQ. ID. No. 3 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C;

(5) el adcido nucleico comprende una secuencia nucleétida
de la SEQ. ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia
de amino&cidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la
SEQ. ID. No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; 6
(8) el &acido nucleico comprende una secuencia nuclebtida

de la SEQ. ID. No. 5.



32. Un vector de expresién que contiene una
molécula de &dcido nucleico segln la reivindicacién 28 el
cual es hetexrdlogo al vector de expresién.

33. Una célula hospedera transgénica transformada
con la molécula del acido nucleico seglin la
reivindicacién 12.

34. Una célula hospedera transformada segin la
reivindicacién 33, en donde la célula hospedera es
seleccionada entre una célula vegetal y una célula
bacteriana.

35. Una célula hospedera segln la reivindicacién
33, en donde la molécula de ADN es transformada con un
gistema de expresién.

36. Una célula hospedera segln la reivindicacitn
33, en donde tanto: (1) la proteina tiene una secuencia
de aminodcidos de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la
SEQ. ID. No. 2 &6 9 bajo condiciones rigurosas de
amortiguador de hibridizacidén que comprende 20% de
formamida en buffer de 0.9M de salina/0.09M SSC a una
temperatura de 42°C; (3) el acido nucleico comprende una
secuencia nuclebtida de la SEQ. ID. No. 2; (4) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucle6tida de la
SEQ. ID. No. 3 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C;

(5) el &cido nucleico comprende una secuencia nuclebétida
de la SEQ. ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia

de aminoécidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &acido



nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la
SEQ. ID. No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; 6
(8) el &cido nucleico comprende una secuencia nucleétida
de la SEQ. ID. No. 5.

37. Una célula hospedera transformada con una
molécula de &cido nucleico seqglin la reivindicacién 28.

38. Una planta transgénica transformada con la
molécula de ADN de la reivindicacién 12.

39. Una planta transgénica segfin la reivindicacién
38, en donde la planta es seleccionada entre alfalfa,
arroz, trigo, cebada, centeno, algodén, girasol, mani,
maiz, papa, batata, achicoria, lechuga, escarola,
repollo, col de Bruselas, remolacha, chiviria, coliflor,
brécoli, nabo, réibano, espinaca, cebolla, ajo, berenjena,
pimienta, apio, zanahoria, calabaza, calabacin, pepino,;
manzana, pera, melén, citrico, fresa, uva, frambuesa,
pifia, soja, tabaco, tomate, sorgo, y cafila de azcar.

40. Una planta transgénica seglin la reivindicacién
38, en donde la planta es seleccionada entre Arabidopsis
thaliana, Saintpaulia, petunia, pelargonio, flor de
fuego, crisantemo, clavel, y cinnia.

41. Una planta transgénica segln la reivindicacién
38, en donde la planta es un monocotiledé&neo.

42. Una planta transgénica seglin la reivindicacién
38, en donde la planta proviene de un dicotiledéneo.

43. Una planta transgénica segfin la reivindicacién

38, en donde tanto: (1) la proteina tiene una secuencia

it
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de amino&cidos de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &cido 1?1;
nucleico se hibridiza'en la secuencia nuclebtida de la
SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo condiciones rigurosas de
amortiguador de hibridizacifn que comprende 20% de
formamida en buffer de 0.9M de salina/0.09M SSC a una
temperatura de 42°C; (3) el 4Acido nucleico comprende una
secuencia nucleb6tida de la SEQ. ID. No. 2; (4) el &acido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la
SEQ. ID. No. 3 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.05M SSC a una temperatura de 42°C;
(5) el &cido nucleico comprende una secuencia nucleétida
de la SEQ. ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia
de aminodcidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nuclebStida de la
SEQ. ID. No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacidn que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; 6
(8) el acido nucleico comprende una secuencia nucleétida
de la SEQ. ID. No. 5.

44. Una planta transgénica transformada con una
molécula de &cido nucleico-segﬁn la reivindicacién 28.

45. Una semilla de planta transgénica transformada
con la molécula de ADN de la reivindicacidn 12.

46. Una planta transgénica segln la reivindicacién
45 en donde la planta es seleccionada entre alfalfa,
arroz, trigo, cebada, centeno, algoedén, girasol, mani,
maiz, papa, batata, achicoria, lechuga, escarola,

repollo, col de Bruselas, remolacha, chivirfa, coliflor,



brécoli, nabo, r&bano, espinaca, cebolla, ajo, berenjena,
pimienta, apio, zanahoria, calabaza, calabacin, pepino,
manzana, pera, melén, citrico, fresa, uva, frambuesa,
pifia, soja, tabaco, tomate, sorgo, y caifia de aziicar.

47. Una planta transgénica segin la reivindicacién
45, en donde la planta es seleccionada entre Arabidopsis
thaliana, Saintpaulia, petunia, pelargonio, flor de
fuego, crisantemo, clavel, y cinnia.

48. Una planta transgénica segin la reivindicacién
45, en donde la planta es un monocotiledfneo.

49. Una planta transgénica segln la reivindicacién
45, en donde la planta proviene de un dicotiledéneo.

50. Una planta transgénica segiin la reivindicacién
45, en donde, tanto: (1) la proteina tiene una secuencia
de aminodcidos de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida.de la
SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo condiciones rigurosas de
amortiguador de hibridizacién que comprende 20% de
formamida en buffer de 0.9M de salina/0.09M SSC a una
temperatura de 42°C; (3) el &cido nucleico comprende una
secuencia nuclebétida de la SEQ. ID. No. 2; (4) el &cido
nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la
SEQ. ID. No. 3 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C;
{5) el &cido nucleico comprende una secuencia nucleétida
de la SEQ. ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia
de amino&cidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el acido

nucleico se hibridiza en la secuencia nucleétida de la

S



SEQ. ID. No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador
de hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer
de 0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; 6
(8) el &cido nucleico comprende una secuencia nuclebdtida
de la SEQ. ID. No. 5.

51. Una semilla de planta transgénica transformada
con una molécula de &cido nucleico seglin la
reivindicacién 28.

52. Un método para identificar agentes que tiene
como objetivo células vegetales, el cual comprende:

formar una mezcla de reaccién que comprende una
proteina segin la reivindicacién 1 y un agente candidato;

evaluar la mezcla de reaccifn para unién entre la
proteina y el agente candidato; y

identificar compuestos candidatos los cuales se unen
a la proteina en la mezcla de reaccién como agentes
objetivo de células vegetales.

53. Un método segin la reivindicacién 52, en donde
la proteina proviene de un monocotiledéneo.

54. Un método segin la reivindicaci6n 53, en donde
la proteina proviene del arroz.

55. Un método segiin la reivindicacién 52, en donde
la proteina tiene una secuencia de aminoécidos parcial de
la SEQ. ID. No. 4.

56. Un método segln la reivindicacién 52, en donde
la proteina proviene de un dicotiledéneo.

57. Un método segfin la reivindicacién 56, en donde

la proteina proviene de la Arabidopsis thaliana.



58. Un método segfin la reivindicacién 52, en donde
la proteina tiene una secuencia de aminocidos parcial de
la SEQ. ID. No. 1.

59. Un método para identificar agentes que tiene
como objetivo células vegetales, el cual comprende:

formar una mezcla de reaccién que comprende una
célula hospedera transformada con una molécula de &cido
nucleico segfin la reivindicacién 12 y un agente
candidato;

-evaluar la mezcla de reaccifn para unién entre la
proteina producida por la célula hospedera y el agente
candidato; y

identificar compuestos candidatos los cuales se unen
a la proteina producida por la célula hospedera en la
mezcla de reaccién como agentes objetivo de células
vegetales.

60. Un método seglin la reivindicacidén 59, en donde
la proteina proviene de un monocotiledéneo.

61. Un método seqfin la reivindicacién 60, en donde
la proteina proviene del arroz.

62. Un método seglin la reivindicacién 59, en donde
la proteina proviene de un dicotiled6neo.

63. Un método seglin la reivindicacién 62, en donde
la proteina proviene de la Arabidopsis thaliana.

64, Un método seglin la reivindicacibém 59, en donde,
tanto: (1) la proteina tiene una secuencia de aminodcidos
de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &4cido nucleico se hibridiza
en la secuencia nucledStida de la SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo

condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién



que comprende 20% de formamida en buffer de 0.5M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (3) el &cido
nucleico comprende una gecuencia nucleStida de la SEQ.
ID. No. 2; (4) el Acido nucleico se hibridiza en la
secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 3 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizaci6n
que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°*C; (5) el &cido
nucleico comprende una secuencia nucleftida de la SEQ.
ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia de
aminodcidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido nucleico
ée hibridiza en la secuencia nuclebftida de la SEQ. ID.
No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; & (8)
el &cido nucleico comprende una secuencia nuclebdtida de
la SEQ. ID. No. 5.

65. Un método para mejorar la receptividad de la
planta al tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible, el cual comprende:

proporcionar una planta transgénica o una semilla de
planta transgénica transformada con la molécula de &cido
nucleico segin la reivindicacién 12.

66. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde,
tanto: (1) la proteina tiene una secuencia de amino&cidos
de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &cido nucleico se hibridiza
en la secuencia nucleStida de la SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién

que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
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salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (3) el &cido j;js
nucleico comprende una secuencia nucleétida de la SEQ.
ID. No. 2; (4) el acido nucleico se hibridiza en la
secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 3 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién
que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (5) el &cido
nucleico comprende una secuencia nucleétida de la SEQ.
ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia de
aminodcidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido nucleico
se hibridiza en la secuencia nuclebtida de la SEQ. ID.
No. 5 bajo condiciones rigurcsas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer dé
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; & (8)
el 4cido nucleico comprende una secuencia nucleétida de
la SEQ. ID. No. 5.

67. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
una planta transgénica es proporcionada.

68. Un método segin la reivindicacién 65, en donde
una semilla de planta transgénica es proporcionada y
dicho método ademds comprende:

sembrar las semillas de las plantas bajo
condiciones que sean efectivas para éue las plantas
crezcan a partir de las semillas sembradas.

69. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
la planta es seleccionada entre alfalfa, arrdz, trigo,
cebada, centeno, algodén, girascol, mani, maiz, papa,
batata, achicoria, lechuga, escarola, repollo, col de

Bruselas, remolacha, chiviria, coliflor, brécoli, nabo,



rdbano, espinaca, cebeolla, ajo, berenjena, pimienta,
apio, zanahoria, calabaza, calabacin, pepino, manzana,
pera, meldn, citrico, fresa, uva, frambuesa, pifia, soja,
tabaco, tomate, sorgo, y cafia de azlcar.

70. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
la planta es seleccionada entre Arabidopsis thaliana,
Saintpaulia, petunia, pelargonio, flor de fuego,
crisantemo, clavel, y cinnia.

71. Un método seg(in la reivindicaci6n 65, en donde
el tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible es para impartir resistencia a la
enfermedad.

72. Un método segiin la reivindicacién 65, en donde
el tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible es para mejorar el crecimiento de las
plantas.

73. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
el tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible es para controlar insectos.

74. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
el tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible es para impartir tolerancia al estrés.

75. Un método seglin la reivindicacién 65, en donde
la planta transgénica o semilla de planta es
adicionalmente transformada con un segqundo &cido nucleico
que codifica un inductor de la respuesta hipersensible,
én donde la expresién del segundo &cido nucleico surte,
efecto sobre el tratamiento con inductores de la

regpuesta hipersensible.
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76. Un método seg&n la reivindicacién 65, en donde
el tratamiento con inductores de la respuesta
hipersensible comprende:

aplicar un inductor de la respuesta hipersensible a
la planta o semilla de la planta.

77. Un método seglin la reivindicacién 76, en donde
el inductor de la respuesta hipersensible es aplicado de
manera alslada.

78. Un método para impartir resistencia a la
enfermedad, mejorar el crecimiento, controlar insectos,
y/o impartir resistencia al estrés, el cual comprende:

proporcionar una planta transgénica o semilla
de planta transgénica transformada con una construccidn
de ADN efectiva para silenciar la expresién de una
molécula de &cido nucleico segfin la reivindicaci6n 12.

79. Un método segln la reivindicaciém 78, en donde
la proteina proviene de un monocotiledéneo.

80. Un método segfin la reivindicacién 79, en donde
la proteina proviene del arroz.

81. Un método segln la reivindicacién 78, en donde
la proteina proviene de un dicotiledSneo.

82. Un método seglin la reivindicacién 81, en donde
la proteina proviene de la Arabidopsis thaliana.

83. Un método segln la reivindicacién 78, en donde,

tanto: (1) la proteina tiene una secuencia de aminoc&dcidos

de la SEQ. ID. No. 1; (2) el &cido nucleico se hibridiza
en la secuencia nucle6tida de la SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién

que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de



salina/0.09M SS5C a una temperatura de 42°C; (3) el &cido
nucleico comprende una secuencia nuclebétida de la SEQ.
ID. No. 2; (4) el &cido nucleico se hibridiza en la
secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 3 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién
que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (5) el &cido
nucleico comprende una secuencia nucleétida de la SEQ.
ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia de
aminoficidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido nucleico
se hibridiza en la secuencia nuclebtida de la SEQ. ID.
No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; & (8}
el adcido nucleico comprende una secuencia nuclebtida de
la SEQ. ID. No. 5.

84. Un método seglin la reivindicacién 78, en donde
la planta transgénica es proporcionada.

85. Un método seglin la reivindicacién 78, en donde
una semilla de planta transgénica es proporcionada y
dicho método ademds comprende:

sembrar las semillas de las plantas bajo
condiciones que sean efectivas para que las plantas
crezcan a partir de las semillas sembradas.

86. Un método segln la reivindicacién 78, en donde
la planta es Beleccionada entre alfalfa, arroz, trigo,
cebada, centeno, algodén, girasol, manf, maiz, papa,
batata, achicoria, lechuga, escarola, repollo, col de

Bruselas, remclacha, chivirfa, coliflor, brécoli, nabo,
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r&bano, espinaca, cebolla, ajo, berenjena, pimienta, ﬁ‘
apio, zanahoria, calabaza, calabacin, pepino, manzana,
pera, melén, citrico, fresa, uva, frambuesa, pifia, soja,
tabaco, tomate, sorgo, y cafia de azlicar.

87. Un método segliin la reivindicacién 78, en donde
la planta es seleccionada entre Arablidopsis thaliana,
Saintpaulia, petunia, pelargonio, flor de fuego,
crisantemo, clavel, y cinnia.

88. Un método segln la reivindicacién 78, en donde
la planta tranagénica o semilla de planta es
adicionalmente transformada con un segundo dcido nucleico
que codifica un inductor de la respuesta hipersensible,
en donde la expresién del segundo &cido nucleico surte
efecto sobre el tratamiento con inductores de la
respuesta hipersensible.

89. Un método seglin la reivindicacifn 78 que ademéis
comprende:

aplicar un inductor de la respuesta
hipersensible a una planta o semilla de planta.

90. Un método seglin la reivindicacitn 89 en donde
el inductor de la respuesta hipersensible es aplicado de
manera aislada.

91. Un método segln la reivindicacién 78, en donde
resistencia a la enfermedad es impartida a las plantas.

92. Un método seglin la reivindicacién 78, en donde
un crecimiento mejorado de las plantas es impartido a las
mismas.

93. Un método seglin la reivindicacién 78, en donde

un controlar insectos es impartido a las plantas.



94. Un método segln la reivindicacién 78, en donde }?Ei
una tolerancia al estrés es impartida.

95. Un método segfin la reivindicacién 78, en donde
la construccién de ADN es una molécula de &cido nucleico
antisentido a una molécula de &dcido nucleico que codifica
un receptor en plantas para inductores de la respuesta
hipersensible de patégenos vegetales.

96. Un método segln la reivindicacién 78, en donde
la construccién de ADN se puede transcribir a un primer
dcido nucleico que codifica un receptor en plantas para
inductores de la respuesta hipersensible de patdgenos
vegetales acoplados a un segundo dcido nucleico que
codifica el complemento invertido del primer &cido
nucleico.

97. Un método para impartir resistencia a la
enfermedad, mejorar el crecimiento, controlar insectos,
y/o impartir resistencia al estrés en plantas, el cual
comprende:

prcporcionar una planta transgénica o semilla
de planta transgénica transformada con una molécula de.
dcido nucleico segln la reivindicacién 12.

98. Un método segln la reivindicacién 97, en donde,
tanto: (1) la proteina tiene una secuencia de aminoédcidos
de la SEQ. ID. No. 1l; {2) el &cido nucleico se hibridiza
en la gecuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 2 6 9 bajo
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién
que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (3) el &cido

nucleico comprende una secuencia nuclebétida de la SEQ.



ID. No. 2; (4) el &cido nucleico se hibridiza en la '/;;25
secuencia nucleétida de la SEQ. ID. No. 3 bajo . 23?7
condiciones rigurosas de amortiguador de hibridizacién
que comprende 20% de formamida en buffer de 0.9M de
salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; (5) el &cido
nucleico comprende una secuencia nuclebétida de la SEQ.
ID. No. 3; (6) la proteina tiene una secuencia de
aminofcidos de la SEQ. ID. No. 4; (7) el &cido nucleico
se hibridiza en la secuencia nucledtida de la SEQ. ID.
No. 5 bajo condiciones rigurosas de amortiguador de
hibridizacién que comprende 20% de formamida en buffer de
0.9M de salina/0.09M SSC a una temperatura de 42°C; & (8)
el Acido nucleico comprende una secuencia nucleétida de
la SEQ. ID. Neo. 5.

99. Un método segln la reivindicacidén 97, en donde
la planta transgénica es proporcionada.

100. Un método segfin la reivindicacién 97, en donde
una semilla de planta transgénica es proporcionada y
dicho método ademis comprende:

sembrar las semillas de las plantas bajo
condiciones que sean efectivas para que las plantas
crezcan a partir de las semillas sembradas.

101. Un método seglin la reivindicacién 97, en donde
la planta es seleccionada entre alfalfa, arroz, trigo,
cebada, centeno, algodén, girascl, mani, mafz, papa,
batata, achicoria, lechuga, escarola, repollo, col de
Bruselas, remolacha, chiviria, coliflor, brécoli, nabo,
rabano, espinaca, cebolla, ajo, berenjena, pimienta,

apio, zanahoria, calabaza, calabacin, pepino, manzana,



pera, meldn, citrico, fresa, uva, frambuesa, pifia, soja,

tabaco, tomate, sorgo, y cafia de az(car.

102. Un método seglin la reivindicacién

97, en donde

la planta es seleccionada entre Arabidopsis thaliana,

Saintpaulia, petunia, pelargonio, flor de fuego,

crisantemo, clavel, y cinnia.

103. Un método seglin la reivindicacién
resistencia a la enfermedad ee impartida.

104. Un método segiin la reivindicacién
un crecimiento vegetal es mejorado.

105. Un método segiin la reivindicacién
insectoe son controlados.

106. Un método segin la reivindicacién
una tolerancia al estrés es impartida.

107. Un método segln la reivindicacién
la proteina proviene de un monocotiledéneo.

108. Un mé&todo segln la reivindicacién
la proteina proviene del arroz.

109. Un método segin la reivindicacién
la proteina proviene de un dicotiledéneo.

110. Un método seglin la reivindicacién

97, en donde

97, en donde

97, en donde

97, en donde

97, en donde

107, en donde

97, en donde

109, en donde

la proteina proviene de la Arabidopsis thaliana.
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SEQUENCE LISTING

<110> Eden Biosacience Corporation

e
SN

<120> RECEPTORS FOR HYPERSENSITIVE RESPONSE ELICITORS AND
USES THEREQF

1
4

y-n o
A

b
<130> 21829/66 I
- 1
<140> ‘ ':5
<141> 'S
e
<150> 60/191, 649 &
<151> 2000-03-23 f;s_.
b
<150> 60/250,710 i
<151> 2000-12-01 b
{ i~
1 _l-:r
<160> 9 '@
ke
'<170> PatentIn Ver. 2.1 £F.
':;-
<210> 1 Foe
<211> 284 \J
<212> PRT -
<213> Arabidopsis thaliana i3
rh
<400> 1 e
Met Ala Thr Ser Ser Thr Phe Ser Ser Leu Leu Pro Ser Pro Pro Ala !s_‘
1 5 10 15 {“
: i
Leu Leu Ser Asp His Arg Ser Pro Pro Pro Ser Ile Arg Tyr Ser Phe "',;
20 25 30 .;:’
X
Ser Pro Leu Thr Thr Pro Lys Ser Ser Arg Leu Gly Phe Thr Val Pro "
as 40 45 Ef-
5y
Glu Lys Arg Asn Leu Ala Ala Asn Ser Ser Leu Val Glu Val Ser Ile I
50 55 60 ky
i
Gly Gly Glu Ser Asp Pro Pro Pro Ser Ser Ser Gly Ser Gly Gly Asp ;'::,‘
65 70 75 80 o~
'-
Asp Lys Gln Ile Ala Leu Leu Lys Leu Lys Leu Leu Ser Val Val Ser
85 90 95
i
Gly Leu Asn Arg Gly Leu Val Ala Ser Val Asp Asp Leu Glu Arg RAla -
100 105 110
1 g
] -
\_. -',
}-;'
'-\:-‘,t:":
REGE
:_v
£




Glu vVal Ala
115

Thxr Asp Asp
130

Ser Ala Phe
145

Thr Gly Arg
Asp Val Phe
Ala Pro Tip

i85

Lys Phe Glu
210

Thr Thr Val
225

Ile Pro Arg
Gly Asp Phe

Gly Asp Arg
275

210> 2
<211> 1000
<212> DNA

Ala Lys Glu Leu Glu Thr Ala Gly

120

Leu Asp Lys Leu Gln Gly Lys Trp

135

Ser Ser Arg Ser Leu Gly Gly Ser

150

155

Leu Ile Pro Val Thr Leu Gly Gln

165

170

Ser Lys Asp Phe Asp Asn Ile Ala

180

185

Pro Phe Pro Pro Leu Glu Ala Thr

200

Leu Leu Gly Thr Cys Lys Ile Lys

215

Lys Thr Ser Gly Asn Leu Ser Gln

230

235

Leu Pro Asp Ser Phe Arg Pro Ser

245

250

Glu Val Thr Tyr Val Asp Asp Thr

260

265

Gly Glu Leu Arg Val Phe Val Ile

280

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

tttttectte
agctcttctt
aactactcca
taattcgtct
tggatcagga
ttcgggatta
tgctaaagaa

tcaacaatgg
tcecgaccacce
aaatcgtetc
ctcgttgaag
ggagacgaca
aacagaggac
cttgaaactg

cgacttctte
gttctectee
gtttgggttt
tatccattgg
agcaaattgc
ttgtggcgag
ctgggggacc

2

tactttetcy
accatccatc
cactgtaccg
cggagaaagt
attactcaaa
tgttgatgat
ggttgattta

Gly Pro Val
125

Arqg Leu Leu
140

Arg Pro Gly

Val Phe Gln

Glu val Glu
190

Ala Thr Leu
205

Ile Thr Phe
220

Ile Pro Pro

Ser Asn Pro

Met Arg lle
270

Ala

tcactactac
agatactcct
gagaagagaa
gacccaccac
ctcaaattac
ttagaaagag
accgatgatc

Asp

Tyr

Leu

Arg

175

Leu

Ala

Glu

Phe

Gly

255

Thr

Leu

Ser

Pro

160

Ile

Gly

Hisa

Lys

Asp
240

Thr

Arg

cttcaccaec
tttctceett
acctcgetge
catcatcatc
ttagtgtagt
ctgaagtgge
ttgataagct

60

120
le0
240
300
360
420
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ttactgttaa
atgtgttgtg
cgagtgttga
gaccggttga
gtagtgcgtt
tgatccctgt
gattcggttt
tagtcttgct
tggtaatgtc
cggtctggtce
gcaatgtca{
tagtcaatca
ctttggttta,
attatctctt
agattttgat
agccactgcqg
ttaagtttat
gaaaacaggge
aaacttgtcg
gtcaaaccct
tcgeggggac
tgtaaagata
tgaacatata
aatttgtatg
atgtgagata
tcgaaggtca
agcaaagatg
gtacaaaaat
tcttgtcacc
tgtaagcaaa
ttgataggac
ttegtggtct
attggaatgt
aactacctca
aatcaatgtt
acggtcataa
aaccttgtgce
tggaatgttc
tcaagagact
tagatctgaa
cgaactttac

<210> 4
<211> 203
<212> PRT
<213> oryza

gattcgatta
ttgtgagaaa
tgatttagaa
tttaaccgat
ctcttctcgg
tactcttggce
ttcgqggtaag
tgagtttgaa
atcttatact
tatcattggt
ctactcctta
tctttattct
aatttggcaa
gtttctgaat
aacatagcag
acattggcac
cgaattgtgt
acttgcaaga
cagattcctc
ggaactgggg
agaggtgaac
aataaatact
aatgcgcettt
actcagaaaa
ttagtgattt
atgattaaca
agacaatctt
cgcagaaaat
accgatetceg
ttaccaagtt
gctgcgaaaa
tagcctgtta
ctgtttccte
tttcaactaa
acctttttgt
cqacgcttte
aaagtatgct
accttcaaaa
tttaaggtta
aaacaataca
aaattccaaa

tagagtgaat
ttgcagagtg
agagctgaag
gatcttgata
tctttaggtg
caggtaattc
ttgttgagga
tggggctgag
cgaaagcaaa
agtetttgtt
atcatttttt
tggttgagtt
agaaccatac
cattaaaaca
aggtgéaatt
acaagtttga
aagagcaaaa
tcaagataac
cgtttgatat
atttcqgaagt
ttagggtatt
ttctgcttga
ataagtaaat
ttggacaatg
tttettaggt
gcaaaaccat
atacgagaga
aagatgaaac
aaatgcttgc
acaaatccqgqg
gtgcttgcag
acaagattca
acagctcact
ctagacctaa
ggaagacagqg
cttgagcagc
ttttgcattce
ttcataaaat
atcaaaatac
ataaatcaat
atcacatcga

tttgggaaga
tagtttcggg
tggctgctaa
agcttcaagg
gtageegtec
ttgaatcatt
gtttatgtgc
ctaagaatct
cttttttcta
gagcttgaat
tctatattge
tgaatggtga
ctgaatcggt
ggtgtttcaa
aggagcccct
actcttaggt’
taacttatct
atttgagaaa
cccgaggett
tacctatgtt
cgtcattgct
tgcagtctca
gagtgtcttg
atatagacct
tggtagagag
atcttgatga
gctaaaacaa
caacttaaaa
acctctgaaa
tataatgaac
ctttgacact
caagatgtat
tccaaaattc
ttcaaactga
cttagtctga
aagactgtct
cttgttctta
caaaaatgaa
aaacatcatt
caaccatgta
aagagaagaa
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tttttcagat
attaaacaga
agaacttgaa
gaaatggagg
tggtctacct
gectetgtttt
atggtctagt
agctttctga
tattgtcaag
ggtgaggagc
caagtttatg
tgagcttaga
agaaagcaaa
cggattgatg
tggccattte
ttgcatttec
gtatctttga
acaactgtga
cccgacagtt
gatgatacca
taattctcaa
tgagttttgt
ttcaatgaat
tccaaatttt
aacggattgg
ttcaaaatat
atggattcca
cagagatgtt
taaacaacaa
tgatctatgt
gaagcctcaa
ctcagtccaa
tactataaat
aaaaacaatc
ccaccataac
ttacccttct
cagtaagtgt
tcactcacac
tagattgaaa
ttgttgttect
acaatttace

ttgatttgtg
ggacttgtqgg

actgctgggg
ctgttgtata
actggacgtt
tacccgtcaa
ctatcatcaa
ggttacaatt
tttatgtgta
ttagaatcta
tgtacggtct
atctagcttt
cttctttaat
tgtttagcaa
cgccattaga
¢ctttctctca
catttatggg
agacatcggg
tcagaccatc
tgcgcataac
agctttgaca
acaaatcatg
catatgaaag
gcaccctcta
caaaaaaata
agagttaaca
aatccagcaa
ccetiteect
accaacacaa
tctatgecace
aacaatcttc
aactgagact
ggttccttaa
aatgcatgat
cagattgttt
tgtattgggt
tctttgtctt
acatacaaaa
acttttatga
tcaaagtcaa
attttcgegt

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4000
4140
4200
4260
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<400> 4

Val Ala Ala Leu Lys Val Lys Leu Leu Ser Ala Val Ser Gly Leu Asn
1 5 10 15 54
at>
Arg Gly Leu Ala Gly Ser Gln Glu Asp Leu Asp Arg Ala Asp Ala Ala B
20 25 30 F3.
Ala Arg Glu Leu Glu Ala Ala Ala Gly Gly Gly Pro Val Asp Leu Glu l"-,‘se_
35 40 45 &&
;E-"”'
4 »
Arg Asp Val Asp Lys Leu Gln Gly Arg Trp Arg Leu Val Tyr Ser Ser £ie
50 55 60 2.
- ;:e'.
Ala Phe Sexr Ser Arg Thr Leu Gly Gly Ser Arg Pro Gly Pro Pro Thr ?:'
65 70 75 80 r&;
Gly Arg Léu Leu Pro Ile Thr Leu Gly Gln Val Phe Gln Arg Ile Asp %i
i 85 30 95 Eﬁ
>

-
e o—y
1

" ey

Val Val Ser Lys Asp Phe Asp Asn Ile Val Asp Val Glu Leu Gly Ala
100 105 110

=
a

Pro Trp Pro Leu Pro Pro Val Glu Leu Thr Ala Thr Leu Ala His Lys . E;
115 120 T 125 - F@
|'l.

34

Phe Glu Ile Ile Gly Thr Ser Ser Ile Lys Ile Thr Phe Asp Lys Thr e
130 135 140 %{

i

b,

Thr Val Lys Thr Lys Gly Asn Leu Ser Gln Leu Pro Pro Leu Glu Val 1=
145 150 155 160 =
: o

Pro Arg Ile Pro Asp Asn Leu Arg Pro Pro Ser Asn Thr Gly Ser Gly %&
165 170 175 N

i
Glu Phe Glu Val Thr Tyr Leu Asp Gly Asp Thr Arg Ile Thr Arg Gly F;'
180 185 190 i

Asp Arg Gly Glu Leu Arg Val Phe Val Ile Ser fﬁ
185 200 e

L
&

<210> S v
<211> 613 _ i
<212> DNA ~- . 3

<213> oryza

<400> 5
cgtggctgcg'ctcaaagtca agcttctgag cgcggtgtec gggectgaacc gecggectege 60
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ggggagccaq
gggtggcgge
ggtgtacagc
cggccgecte
ggacttcgac
gctgacggeg
attcgacaaqg
ccctegecate
gacctacctc
cgtcatcteyq,

<210> 6 =~
<211> 26
<212> PRT

gaggatcttg
ccegtogace
agcgegttct
ctcecccatcea
aacatcgtcg
accetggcetc
acgacggtga
ccggacaacc
gacggcgaca
tga

accgcgccga
tggagaggga
cgtcgcggac
ccctegggea
atgtcgagct
acaagtttga
agacgaaggqq
tcecggecgec
cccgecatcac

cgcggcggceqg
cgtggacaag
gcteggegge
ggtgtttcag
cggcgcgeca
gatcatcggce
gaacctgtcc
gtccaacacc

ccgcggggac

<213> Xanthomonas campestris pv. glycines

2
<400> 6 !

cgggagctcg
ctgcagggge
agcecgecrccg
aggatcgatg
tggccqgctge
acctcgagca
cagctgccge
ggcagcggeg
agaggggage

aggcggcgge
ggtggaggct
gceccgeecac
ttgtcagcaa
cgccggtgga
taaagatcac
cgctggaggt
agttcgaggt
tcagggtgtt

Thr Leu Iie Glu Leu Met Ile Val Val Ala Ile Ile Ala Ile Leu Ala

1

5

10

Ala Ile Ala Leu Pro Ala Tyr Gln Asp Tyr

<210> 7
<211> 114
<212> PRT

20

25

<213> Xanthomonas campestris pv. pelargonii

<400> 7

Met Asp Ser Ile

1

Met Gly

Ser Ala

Met Met

50

Gly Asn
65

Thr Gln

Ile
Gly

35
Met

Glu

Met

Gly A
5

Gly
20

Pro G

Ser Glu G

Leu Gln G

Gln Pro G

Met G
85

»

Leu

sn Asn

in Gln

ln Gln

40

ln Ser
55

ln Asn
70

ln Ile

Phe Ser

His Glu

Leu Asp

Gln Gly

Gly Gln

Val Met

Asn Ile

10
Asp Ser
25

Gln Leu

Ser Asp

Gln Glu

75

Gln
90

Leu

Gly Asn Leu

Ser Gin Gln

30

Leu Ala
45

Met

Ala Asn
60

Gln
Gly Leu

Ser

Met Gln Asn

15

Gln Thr
15

Ser Pro

Phe Ile

Glu Cys

Pro Leu

8o

Gln Gly
95

120
180
240
300
360
420
480
540
600
613
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Gly Ala Gly Met Gly Gly Gly Gly Ser Val Asn Ser Ser Leu Gly Gly
100 105 110

Asn Ala

<210> 8

<211> 342,

212> DNA -

<213> Xanthomonas campestris pv. pelargonii

<400> B

atggactcta tcggaaacaa cttttcgaat atcggcaacc tgcagacgat gggcatcggg 60
cctcageaac acgaggactc cagccagcag tcgeccttegg ctggetccga gcagcagetg 120
gatcagtth tcgeccatgtt catcatgatg atgctgcaac agagccaggg cagcgatgeca 180
aatcaggagt gtggcaacga acaaccgcag aacggtcaac aggaaggcct gagtccgttg 240
acgcagatgé tgatgcagat cgtgatgcag ctgatgcaga accagggcgg cgccggcatg 300
ggcggtggeg gttcggtcaa cagcagcctg ggcggcaacg cc 342

<210> 9

<211> 205

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: probe

<400> 9

gatcaagata acatttgaga aaacaactgt gaagacatcqg ggaaacttgt cgcagattcc 60
tccgtttgat atcccgagge ttcccgacag tttcagacca tcgtcaaacc ctggaactgg 120
ggatttcgaa gttacctatg ttgatgatac catgcgcata actcgegggg acagaggtga 180
acttagggta ttcgtcattg cttaa 205
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Diameter of Disease Spot
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Figure 12
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RESUMEN DE LA DIVULGACION Z\

109

El presente invento se relaciona con una proteina
aislada la cual sirve como un receptor en plantas para un
inductor de la respuesta hipersensible de pat&genos
vegetales. También se divulga moléculas de &cidos
nucleicos que codifican tales receptores como también
vectores de expresidn, cé€lulas hospederas, plantas
transgénicas, y semillas de plantas transgénicas que
contengan tales moléculas de &cidos nucleicos. Tanto la
proteina como el &cido nucleico pueden ser usados para
identificar agentes objetivos de células vegetales para
realzar o mejorar la receptividad de una plgnta al
tratamiento con un inductor de la respuesta hipersensible
y para directamente impartir un mejoramiento del
crecimiento vegetal como también resistencia contra

enfermedades, insectos y el estrés.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION{ | MODELO DE UTILIDAD [ ]

o Indicacidn de que se sofcita la concesién de una patente

o Dailos de identificacidn del soficitants o de ia parsona que presenta ia solicitud
e Descripcién de la invencion

o Dibujos de ser estos perinentes
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INCOMPLETA [ ]
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Conmutador: 334 12 21-2-34
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Industria y Comereio
2020 SUPERINTENDENCIA
Bogoté, D.C.
Doctor

CARLOS R. OLARTE

REFERENCIA: Radicacién No. 01-23525
Trédmite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1384
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece an la solicitud como apoderado, con el leno de
los requisitos exigidos en & Cddigo de Procedimiento Civil. Adiclonaiments, debera presentar el
documento que acredita la existencla y representacion legal de la socledad salicitante.

- Debe Indicarse el lugar de constitucion de la socledad solicitante (Art. 27-c, D 486/00),

- Debe allegar copla del documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por el
inventor al solicitante o a au causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

- Debe allegarse el comprobante de pago por la tasa eatablecida para la relvindicacién de priorided. En
este caso debe presentarse el comprobante de pago de dos (2) solicliudes relvindicadas, habiéndose
prasentado adlo uno.

En cumplimiento del articulo 39 de ia Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién
del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderé su
prelacion.

Notifiquese el presente
Reglamentaria No.

nforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
0,del 15 de enero del 2001.

CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la [Aivisidn de Nuevas Creaciones

10 iuro a0

Se recuarda al interesado que debe presantar, dentro de los diacisdis messs sigrientes contados a partir de la fecha de

presaniacidn de las soliciudss cuya priorkiad se invoca, copla de lzs mismas certificadss por la autoridad que las expldié y, en los

:lumqulohlyahmr.hnduﬂnlinﬁaddnplwbmm El Incumplimiento de ésts plom, acarrsand la pérdida de
priaridad Invocada.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

202027/202022 -
Carrera 13 N9. 27-00Pisos 5,7y 10
Conmutzdor: 382 0840

Fax: 3822695 _\

-~ E-mall; info@sic.gov.co
Bogoté, D.C., Colombia
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