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Titulo: Método para incrementar la resistencia de una planta o parte de ella a un
agente pafégeno, método para detectar la resistencia de una planta o parte de ella

a un agente patégeno y aplicaciones de los mismos.

INTRODUCCION

La presente invencién se relaciona al drea de la biotecnologia vegetal. En
particular, la presente invencién describe los métodos para incrementar la
resistencia de una planta, o parte de ella, susceptible a infeccién por un patégeno
constituido de una regién ortéloga de la proteina Avr4 de Cladosporium fulvum,
la planta en mencién no es de tomate. La invencién también se relaciona con los
métodos para detectar la resistencia de una planta, o parte de ella, a por lo menos
un patégeno, la planta en mencién no es de tomate. Ademés, la invencién

describe la aplicacién de los métodos desarrollados.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las plantas agricolas mds importantes en el mundo, permanecen
altamente susceptibles a patégenos que inducen enfermedades que pueden
afectar severamente su crecimiento y su tasa de reproduccién. En algunos casos,
inclusive la existencia misma de dichas plantas puede estar en peligro. Por
ejemplo, una de las variedades lider de banana “Gros Michel” fue descubierta por
el afio 1820 y se cultivé para consumo en todo el mundo hasta 1920. La variedad
“Gros Michel” fue completamente erradicada en pocas décadas por la enfermedad
de Panam4, causada por el hongo hifomiceto del suelo, Fusarium oxysporum f. sp.
ctibense. De hecho, se ha planteado la hipétesis que la variedad “Cavendish”
sucesora de la “Gros Michel” podria llegar a ser no viable para cultivos en gran
escala dentro de los préximos 10 a 20 afios debido a una enfermedad similar.
Igualmente, graves perspectivas se avizoran para otras plantas agricolas
importantes en la agricultura como papa, maiz, soya y trigo.

Por lo tanto, debido a que los valores de produccién de las plantas agricolas
son muy importantes para mantener el ritmo de la demanda mundial de
alimentos, hay una gran necesidad en mejorar su resistencia a los patégenos. De

estas plantas, las plantas de banano y de remolacha de azicar comparten su
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susceptibilidad a los patégenos de hongos, que pertenecen a la clase de
Dothideomycetes. |

El valor de produccién de plantas de banano (Musa ssp., incluyendo
platanos y otros tipos de bananos de coccién) sélo es seguido por el maiz, arroz y
trigo Anualmente, cerca de 100 millones de toneladas de bananos son producidos
en unos 120 paises en todo el mundo. Como mencionado anteriormente, los
bananos son muy propensos a las infecciones por hongos. De estas infecciones, le
enfermedad de Panamd y, més recientemente, la enfermedad de Sigatoka
pertenecen a las més devastadoras. La enfermedad de Sigatoka incluye tres
especies filogenéticamente relacionada con la familia de Dothideomycete de
Mycosphaerellaceae, incluyendo M. musicola, M. fijiensis y la recientemente
caracterizada M. eumusae (revisado en Jones 2000, 2003, Arzanlou et al. 2007).
La enfermedad es una seria amenaza para las plantaciones de banano en todo el
mundo, causando grandes pérdidas econémicas. Las tres especies surgieron en los
bananos durante el siglo pasado con M. musicola (causando la Sigatoka amarilla)
que aparecié por primera vez en el sureste de Asia en 1902 y sustituido
gradualmente por M. fijiensis (causando la Sigatoka negre o raya negra de la
hoja) que aparecié en el valle de Sigatoka de las islas Fiji durante le década de
1960. La tercera especien, M. eumusae, causa la mancha Eumusae leaf spot y fue
identificado como un nuevo constituyente del complejo Sigatoka en los bananos
en 1990. En la actualidad la Sigatoka negra es la enfermedad mas destructora de
la plantacién bananera en el mundo, reduciendo su produccién a méas del 38%
(Marin et al. 1991).

Le remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) hace parte de la familia de
Chenopodiaceae y representa el 30% de la produccién mundial de azicar. Como el
trigo y el platano, también es propenso a infeccién por hongos que pertenecen a la
clase de Dothideomycetes. La especie Cercospora beticola es particularmente
conocida por su capacidad a infectar a las remolachas azucareras. Las remolachas
azucareras que han sido infectadas por el hongo C. beticola son facilmente
reconocidas por distintivas manchas redondas sobre la hojas que son a menudo
rodeadas por un anillo de color rojo.

Otro tipo de planta que es comercialmente cultivada a gran escala y con
tendencia a infeccién viral o de hongos es la planta de tabaco (género Nicotiana).
La produccién mundial de tabaco se proyecta que alcance més de 7,1 millones de

toneladas de hoja de tabaco para 2010, es decir por encima de los 5,9 millones de

P88514PC00



10

15

20

25

30

35

3 P88514PCO00

toneladas de 1997/99. Existen alrededor de unos 100 paises productores de
tabaco. Los mayores productores son China, India, Brasil, Estados Unidos,
Turquia, Zimbabue y Malaui, quienes juntos proveen méas del 80 por ciento de la
produccién mundial de tabaco. De estos productores, China por si sola representa
més del 35 por ciento de la produccién mundial. Las plantas de tabaco también
son susceptibles a infeccién de hongos por Dothideomycetes. Por ejemplo, la
infeccién de las hojas de tabaco con Cercospora nicotianae es una de las causas
principales de enfermedades de gran propagacién en las plantas de tabaco, tales
como la putrefaccion y la mancha ojo de rana (frogeye leaf spot).

Actualmente, los métodos para el control de estas enfermedades en las
plantaciones comerciales se circunscriben principalmente en la aplicacién
abundante y repetitiva de fungicidas. En el pasado, los costes anuales en todo el
mundo para estas aplicaciones se estimaban ya en unos 2,5 mil millones de
délares tnicamente para el banano, lo que representaba en ese tiempo (una
administracién del) al 27% de los costes de produccién de banano (Stover 1980,
Stover y Simmonds 1987). Por lo que queda claro que este tipo de préctica no sélo
es cara, sino que ademds representa una seria amenaza para la salud humana y
animal y para el medio ambiente. Ademds, se ha demostrado que la aplicacién
intensiva de los fungicidas ha dado lugar al desarrollo de cepas resistentes a los
hongos (Marin et al. 2003).

Por lo tanto, la invencién de métodos alternativos para incrementar la
resistencia de las plantas a sus patégenos es necesaria. Para esto se prefieren los
métodos que evitan el uso de compuestos quimicos como los fungicidas.

Tales métodos son conocidos en esta disciplina, como por ejemplo métodos
para transformar genéticamente (plantas de) el banano (Crouch et al. 1998,
Informe 1997, Sagi, 1997). Sin embargo estos métodos atin no han dado buenos
resultados. Por lo tanto, la necesidad de mejorar la resistencia de las plantas

agricolas a sus agentes patégenos ain es vigente.

Las Dothideomycetes es una clase de los hongos ascomycete que comprende
cerca de 50 familias, 650 géneros y 6.300 especies conocidas. Tradicionalmente
muchos de sus miembros se incluian en el clado Loculoascomucetes. La clase
contiene varios patdégenos de plantas importantes, como Stagonospora nodorum
(causando Stagonospora mancha de la hoja de los cereales), Venturia inaequalis

(que causa costras en las hojas de muchas plantas como la de manzana y pera) y

P88514PC00



10

15

20

25

30

4 P88514PC00

las especies de Ascochyta (que causa manchas foliares en leguminosas como
guisantes, garbanzos, judias y muchos otros).

El Cladosporium fulvum es un dothidiomycete biotréfico que causa el moho
de la hoja de tomate (Lycopersicon esculentum). El C. fulvum secreta proteinas
efectoras en el apoplasto de las plantas infectadas para facilitar el desarrollo de la
enfermedad (Thomma et al. 2005). Estas proteinas efectoras pueden ser
reconocidas por medio de proteinas de resistencia similares/cognado al C. fulvum
(Cf) presentes en lineas de tomate resistente. La identificacién por medio de las
proteinas Cf provoca una rapida estimulacién de respuesta de las defensas de la
planta, caracterizada por la respuesta de hipersensibilidad (HR), a saber un tipo
de muerte celular programada. Las células que rodean el sitio inicial de la
infeccién mueren rapidamente y de esta manera, se puede prevenir un mayor
crecimiento del hongo biotréfico (De Wit et al 2008;. Joosten & De Wit, 1999;.
Thomma et al 2005).

Hasta la fecha, cuatro genes de avirulencia (Avr) han sido clonados a partir
del agente C. fulvum y todos ellos codifican pequefias proteinas ricas en cisteina
secretadas durante la infeccién. Estas proteinas efectoras son las siguientes:
Avr2, Avr4, AvrdE, y Avr9, cuya identificacién en el tomate se realiza por medio
de las proteinas de resistencia CF2, CF4, Cf4E y CF9, respectivamente (De Wit et
al 2008;. Joosten & De Wit, 1999; Thomma et al. 2005). Cuatro proteinas
extracelulares (Ecps) adicionales, llamadas Ecpl, Ecp2, Ecp4 y Ecp5 han sido
caracterizadas/detectadas a partir de C. fulvum que invocan una HR en las lineas
de tomate portadores de un gen Cf-Ecp similar (De Kock et al 2005;. Lauge et al.
2000). Recientemente, también se han reconocido a las proteinas efectoras Ecp6 y
Ecp7, sin embargo hasta ahora no existen lineas de tomate portadores de genes
Cf-Ecp, que moderen su reconocimiento (Bolton et al. 2008).

Aunque demostrado por sélo unos pocos, todos las Avrs y Ecps son
considerados como factores de virulencia (Bolton et al 2008;. Thomma et al 2005;
Esse van et al 2007; Van Esse et al 2008). El efector Avr2 inhibe proteasa cisteina
de la planta extracelular, incluyendo Rer3, Pipl, "aleurian" y TDI6 (Kriiger et al
2002; Rooney et al 2005;. Shabab et al. 2008.). Las cepas de C. fulvum productora
de Avr2 provocan HR en las lineas de tomate portadoras de Rcr3 y de genes de
resistencia Cf-2 (Dixon et al. 1996; Luderer et al. 2002b). El efector Avrd es una

proteina de quitina vinculante que protege la pared celular del hongo contra los
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efectos nocivos de la quitanasa vegental (van den Burg et al. 2006; van den Burg
et al. 2004; van den Burg et al. 2003).

Las plantas de tomate que llevan el cognado gen de resistencia Cf-4
reconocen el Avr4 produciendo cepas de C. fulvum e inician una HR (Joosten et al
1994;. Joosten et al 1997, Westerink et al 2004.). La secuencia de amino4cidos del
gen Cf-4 de tomate es revelado en WO 96/35790, junto con la secuencia de
aminodcidos codificado de Cf4. WO 96/35790 también describe un método para
incrementar la resistencia de una planta al C. fulvum, transformando la planta
con una secuencia de dcido nucleico que codifica el gen Cf-4, proporcionando a la
planta con proteinas Cf4 que reconocen la proteina efectora Avr4. Sin embargo,
como el método confiere un planta con resistencia a cepas de C. fulvum que
producen Avr4, su aplicacién se limita a plantas susceptibles a infeccién de/por
C. fulvum, como una planta de tomate o de tabaco. Este método no es el apropiado
para incrementar la resistencia de plantas susceptibles a otros patégenos que el
de C. fulvum, i.e. plantas tales como las de: banano, remolacha azucarera, tabaco,
maiz y apio. Por lo tanto, un método para incrementar la resistencia a patégenos

de plantas otras que la de tomate sigue siendo algo extremadamente necesario.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un método. Proporciona un método para
incrementar la resistencia de una planta o parte de ella susceptible a infeccién
por un patogeno constituido de una regién ortéloga de la proteina Avrd de
Cladosporium fulvum; dicho método comprende la transformacién de dicha planta
o parte de ella con un 4cido nucleico que codifica el Cf4 o con un homélogo
funcional del mismo, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco. La planta
en mencién o parte de ella es de preferencia seleccionada a partir de un grupo de
plantas tales como la planta de banano, trigo, remolacha azucarera, maiz y apio.
El homélogo funcional es de preferencia una proteina Her9-Avr4.

En su realizacién, la transformacién consiste en introducir un vehiculo de
acidos nucleicos de entrega. De preferencia un vector de expresién. Un vector de
expresién caracterizado por un vector viral. De preferencia un adenovirus o un
retrovirus.

Ademas, el método utilizado para detectar la resistencia de una planta o

parte de ella a, por lo menos, un patégeno consiste en: a) detectar por lo menos un
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patogeno con la proteina Avr4 de Cladosporium fulvum o una regién ortéloga de
la proteina, b) seleccionar pdr lo menos un patégeno que contenga la proteina
Avr4 de Cladosporium fulvum o una regién ortéloga de la proteina, c) introducir
por lo menos un patégeno dentro de la planta o parte de ella y, d) detectar en
dicha planta o parte de ella la ausencia o presencia de una respuesta de defensa a
por lo menos un patégeno, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco. La
planta en mencién o parte de ella es de preferencia seleccionada a partir de un
grupo de plantas tales como la planta de banano, trigo, remolacha azucarera,
maiz y apio. La regién ort6loga mencionada debe de preferencia contener un
componente vinculante: la quitina, muy similar a la que hace parte de la gran
familia de las proteinas de quitina CBM14. Dicha regién ortéloga debe igualmente
contener, de preferencia, una secuencia de aminodcidos seleccionada a partir de
un grupo compuesto de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, de preferencia seleccionados del grupo
compuesto de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6.

El patégeno mencionado en los métodos de esta invencién es un hongo, con
la salvedad de que el patdgeno no sea unCladosporium fulvum. De preferencia un
hongo Dothideomycete. Dicho Dothideomycete es prefrentemente seleccionado de
un grupo compuesto de Mycosphaerella fijiensis, Cercospora nicotianae,
Cercospora beticola, Cercospora zeina, y Cercospora apii.

Adelante se establecerd el método relacionado con la invencién para
incrementar la resistencia de una planta o parte de ella a por lo menos un
patégeno, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco. Asi mismo como los
métodos relacionados con la invencién para detectar la resistencia de una planta o
parte de ella a por lo menos un patégeno, la planta en mencién no es de tomate o
de tabaco. La planta en mencién o parte de ella es de preferencia seleccionada a
partir de un grupo de plantas tales como la planta de banano, trigo, remolacha
azucarera, maiz y apio. El patégeno mencionado es de preferencia un hongo, con
la salvedad de que dicho hongo no sea un Cladosporium fulvum. De preferencia
un hongo Dothideomycete. Dicho Dothideomycete es prefrentemente seleccionado
a partir de un grupo compuesto de Mpycosphaerella fijiensis, Cercospora
nicotianae, Cercospora beticola, Cercospora zeina, y Cercospora apii.

Se afirma ademés que la presente invencién no incluye cualquiera de los

métodos o plantas se descritas en el WO 96/35790. Esto se relaciona
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especificamente a un método para introducir Cf4 en plantas y proveerlas
resistencia a C.fulvum. En otras palabras, desarrollar plantas transgénicas
conteniendo la secuencia Cf4. También se excluyen de la presente invencién las
plantas transgénicas para ambas secuencias: Cf4 y Avr4. Ademas se excluyen las

plantas transgénicas de tomate y de tabaco para la secuencia Cf4 o la secuencia

Avr4.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: Conservaciéon del dominio de fijacién de la quitina entre proteinas
CBM_14 en base los modelos ocultos de Markov (HMM). Siempre se conservan los

residuos de cisteina (abreviados como C)

Figura 2: El patrén de enlaces disulfuro de Avr4 de C. fulvum (Van den Burg et al.
2003). Barras unidas abiertas representan tres puentes disulfuro conservados del
dominio de fijacién de la quitina del invertebrado (inv ChBD). Las bandas
conectadas representan patrones adicionales. Se espera un patrén de enlaces

disulfuro similiar para M. fijiensis asi como para los ortélogos Avr4 de Cercopsora.

Figura 3: Alineacién de las secuencias de aminoacidos de la proteina Avr4 de C.
fulvum (SEQ ID NO: 1) y de ortélogos de la misma de M. fijiensis (SEQ ID NO: 2),
C. nicotianae (SEQ ID NO: 3), C. beticola (SEQ ID NO: 4), C. zeina (SEQ ID NO:
5), y C. apii (SEQ ID NO: 6). Un supuesto dominio de fijacién de la quitina
(subrayado) estd presente en las tres secuencias. Los residuos de cisteina
conservados (en negrita) que forman parte de la formacién de puentes disulfuro e

importantes para la estabilidad de la proteina también estan sefialados.

Figura 4: Infiltraciones de Avr4d de M. fijiensis en plantas de tomate con CfH4
(izquierda) y CfO (derecha). Para el propésito de este experimento se utilizé el
sistema de expresiéon Pichia pastoris para producir MfAvr4. En esta figura se
muestra extractos crudos de MfAvr4d aislados de un filtrado de cultivo de P.
pastoris que produce MfAvr4. Los extractos fueron infiltrados en plantas de
tomate con Cf-4 (conteniendo la resistencia a la proteina Cf4 en su cognado afin) y

plantas de tomaye Cf-0 (sin presencia de resistencia a proteina Cf4).
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Infiltraciones con MfAvr4 demuestran claramente HR en presencia de genes de

resistencia Cf-4. Imagenes tomadas 7 dias después de la inyeccién.

Figura 5: Coexpresion transitoria de genes Cf de tomate y genes Avr de C. fulvum
y M. fijiensis en Nicotiana benthamiana por agroinfiltracién. Cuatro cultivos de
expresién transitoria de Agrobacterium fueron mezclados en proporcién 1:1 e
infiltrados. Las imdgenes fueron tomadas seis dias después de infiltracién. Las
imagenes demuestan que la coexpresion del M. fijiensis Avr4 (MfAvr4) y del gen
Cf-4 del tomate inducen HR sobres las hojas de N. benthamiana (panel izquierdo).
Sin embargo, no se inicia HR cuando MfAvr4 es coexpresada con C£-9, lo que
demuestra la especificacién de la interaccién entre Cf4 y MfAvr4 (panel derecho).
Para verificar este experimento, el Avr4 de C. fulvum (Avrd) y el Avr9 fueron
coexpresados con Cf-4 y Cf-9. En este caso, s6lo se observa HR bajo coexpresién de

Avr4 y Cf-4 (panel izquierdo) o Avr9 con Cf-9 (panel derecho), como se esperaba.

Figura 6: HR especifica induce respuestas en una linea de tomate MM-Cf4
después de expresién transitoria del MfAvr4, utilizando un sistema de expresién
basado en PVX. Cotiledones de una linea de tomate de cuatro semanas portadora
del gen de resistencia Cf-4 (MM-Cf4) fue inoculada con A. tumefaciens
transformantes de PVX::PR1aMfAuvr4. Estos transformantes albergan el ADNc de
M. fijiensis Avr4 en el PVX binario basado en el vector pSfinx, secuencia abajo del
promotor 35S y en fusién con la secuencia de sefial del tabaco. Se inicia HR sélo
en foliolios de la linea de tomate MM-f4 pero no en los foliolios de la lineas MM-
Cf0, lo que demuestra el reconocimiento espcifico del MfAvr4d por Cf4. Para
verificar, se utilizaron el PVX que contenia el vector pSfinx vacio (PVX::pSfinx) y
el Avr4 de C. fulvum en un vector binario (PVX::PR1aAvr4). Como esperado, la
expresién basada en PVX de Avr4 C. fulvum inicia HR sélo en la linea MM-Cf4
pero no en la linea MM-Cf0. Sélo se observaron sintomas de mosaicos bajo
inoculacién de las lineas MM-Cf4 y Cf-O que comprenden el vector vacio pSfinx.

Las imagenes fueron tomadas 14 dias después de la inoculacién.

Figura 7: Fijacién especifica de MfAvr4d sobre la quitina pero no hacia otros
polisacéaridos. Un cultivo filtrado de Pichia pastoris con MfAvr4 fue incubado
junto con quitina de cdscara de cangrejo insoluble, resina agarosa de quitina,

celulosa y xylan a temperatura ambiente durante dos horas. La afinidad de la
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fijacién a la quitina fue determinada mediante geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) analizando la fraccién de la proteina fijada (B) y la friccién de la proteina
no fijada (S) en geles separados. La proteina His-Flag-tagged MfAvrd fue
detectada utilizando un anticuerpo monoclonal anti-Flag-tag. Se cargé la misma
cantidad de proteina figada y no figada sobre el gel. Para este objetivo, la fraccién
de proteina en el sobrenadante fue precipitada en presencia de Acido Tri Cloro
Acético (TCA) al 10% (peso/volumen) S, proteina que permanece en la fraccién
sobrenadante concentrada; P, proteina fijada a la fraccién polisacarido insoluble.
MfAvr4 se precipita especialmente con la quitina y un enlace especifico fue

confirmado en cinco experimentos independientes duplicados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Como mencionado en el presente documento, el término "planta o parte de
ella" se refiere a cualquier planta entera o parcial, incluso a las células
individuales y tejidos celulares, como las células vegetales que se encuentran
intactas en las plantas, grupo de células y cultivos de tejidos de las plantas que
pueden ser regeneradas. Partes de planta se refiere, de forma no limitativa, a
células individuales y tejidos de polen, 6vulos, hojas, embriones, raices, apices de
las raices, anteras, flores, frutas, tallos, brotes y semillas, asi como polen, évulos,
hojas, embriones, raices, dpices de las raices, anteras, flores, frutas, tallos, brotes,

injertos, esquejes, semillas, callos y similares.

Como mencionado en el presente documento, el término "variedad" se
refiere a como se lo define en el tratado de la UPOV y al grupo de plantas
similares que por sus caracteristicas estructurales o genéticas y/o rendimiento

pueden distinguirse de otras variedades de la misma especie.

El término "cultivo o variedad" (para variedad cultivada) como mencionada

en el documento se refiere a una variedad que no se encuentra normalmente en la

P88514PC00



10

15

20

25

30

35

10 P88514PC00

naturaleza, sino a una variedad que ha sido cultivada por seres humanos, es decir
que tiene un estado biolégico otro que un estado "silvestre"; el estado "silvestre"
indica a su vez el origen no cultivado, el estado natural o adquisicién. de la
planta. El término "cultivo o variedad" incluye, pero no se limita a, cultivos
tradicionales, semi-naturales, semi-silvestres, maleza o mala hierba, variedades
criollas o locales, material de reproduccién, material de investigacién, poblacién
sintética, hibridos, poblacién fundadora basada en material almacenado, lineas
puras (derivada de cultivos hibdridos), poblacién segregada, mutantes genéticos

almacenados, y cultivos mejorados.

El término "clado" significa un grupo monofilético, definido como un grupo

constituido de una poblacién ancestral comiin y de sus descendientes.

El término "patégeno” se refiere a cualquier agente biolégico que origina o
desarrolla una enfermedad a su hospedador. Esto incluye a bacterias, hongos,

virus y priones.

El término "gen" se refiere a una unidad hereditaria (a menudo indicada
por una secuencia de ADN) que ocupa un lugar especifico en un cromosoma y que
contiene la informacién genética especifica como las caracteristicas o rasgos

fenotipicos de un organismo, como una planta.

El término "4dcido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos o
ribonucleétidos y polimeros de los mismos, ya sea en forma monocatenario o
bicatenario, compuesto de monémeros (nucleétidos) con azicar, fosfato y una base
que puede ser de purina o pirimidina. A menos especificamente limitado, el
término abarca los &cidos nucleicos que contienen andlogos de nucleétidos
naturales conocidos con propiedades de fijacién similares al 4cido nucleico y
metabolizados de manera similar a los nucleétidos de origen natural. A menos que
se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico también abarca variantes
conservadoras modificadas de la misma (por ejemplo, sustitucién de codones
degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia expresamente
indicada. En concreto, la sustitucién de codones degenerados puede lograrse
mediante la generacién de secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas

de los codones seleccionados (o todos) sean sustituidos con base mixta y/o residuos
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de deoxinosina (Batzer et al, 1991;.. Ohtsuka et al, 1985; Rossolini et al 1994). Un
“fragmento de 4cido nucleico" es una fraccién de una molécula de dcido nucleico
determinado. En plantas superiores, el 4cido desoxirribonucleico (ADN) es el
material genético mientras que el 4cido ribonucleico (ARN) est4 involucrado en la
transferencia de la informacién contenida en el ADN de proteinas. El término
“secuencia de nucleétidos" se refiere a un polimero de ADN o ARN que puede ser
monocaterio o bicatenario, que contiene como opcién bases sintéticas, nucleétidos
no naturales o modificados capaces de incorporarse en los polimeros de ADN o
ARN. Los términos "dcido nucleico" o "secuencia de 4cido nucleico" también puede

usarse indistintamente con el gen, el ADN¢, ADN y ARN codificado por un gen

El término "homologia" se define como (tener) una o varias similitudes
entre las caracteristicas que se debe a su ascendencia comiin. En genética, se
puede observar la homologia en las secuencias de ADN que codifican las proteinas
(genes) y en el ADN no codificante. De los genes codificantes de proteinas, uno de
ellos puede comparar una secuencia de aminoécidos traducido de diferentes
genes. De las proteinas, una de ellas puede comparar secuencias de aminoécidos
de proteinas diferentes. La homologia de secuencia también puede indicar una

funcién comun.

La palabra "homélogo", utilizado en la patente significa cualquier gen o
proteina relacionada con un segundo gen o segunda proteina por ascendencia de
una secuencia de ADN ancestral comin. El término, homélogo, puede aplicarse a
la relacién entre los genes o las proteinas separadas por el evento de especiacién
(ortologia) o a la relacién entre los genes o las proteinas separadas por el evento

de la duplicacién genética (paralogia).

El término "homdélogo de" en el contexto de la identidad de secuencias de
aminoacidos o de nucleétidos, se refiere a la similitud entre las secuencias de
nucleétidos de dos moléculas de 4cido nucleico o entre las secuencias de
aminoacidos de dos moléculas de proteinas. Las estimaciones de la homologia de
esos servicios, ya sea de ADN-ADN o hibridacién ADN-ARN en condiciones de
rigor, como es bien entendido por los expertos en la materia (como se describe en
Haines y Higgins (eds.), hibridacién de dcidos nucleicos, IRL Press, Oxford , Reino

Unido), o por la comparacién de similitud de secuencias entre los dos acidos
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nucleicos o las proteinas. Dos secuencias de nucleétidos o aminodcidos son
homélogos cuando sus secuencias tienen una similitud de secuencias de mas de

90%, preferiblemente més del 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, o incluso el 98%.

La palabra "ortélogo" se refiere a cualquier gen o proteina de una especie
similar a uno o mas genes o proteinas de otra especie. Esto incluye ortélogos
surgidos de un ancestro comtin. Genes o proteinas que se encuentran dentro de un
clado son ortélogos, descendientes de un ancestro comtn. A menudos, pero no
siempre, los ortélogos tienen la misma funcién. También incluye homologias que

han surgido por evolucién convergente.

Los términos "ingenieria genética", "tecnologia de ADN recombinante",
"modificacién / manipulacién genética (GM)" y "empalme génico" se emplean para
referirse a las técnicas para la manipulacién directa de genes de un organismo.
Estas técnicas son diferentes de las técnicas tradicionales de crianza, donde los
genes del organismo son manipulados indirectamente. Se utilizan las técnicas de
clonacién molecular y transformacién para alterar la estructura y caracteristicas
de los genes directamente. Las técnicas de ingenieria genética han encontrado
algunos éxitos en numerosas aplicaciones, como en la mejora de la tecnologia del
cultivo, la fabricacién de insulina humana sintética a través del uso de bacterias
modificadas, la fabricacién de la eritropoyetina en las células de ovario de
hamster y la produccién de nuevos tipos de ratones experimentales, como el
"oncomouse" (ratén del cdncer) para la investigacién. En general, la ingenieria
genética, la tecnologia del ADN recombinante, la modificacién / manipulacién
genética (GM) se constituyen de cinco pasos principales: 1) el aislamiento de los
genes de interés, 2) la insercién de los genes en un vector de transferencia, 3) la
transferencia del vector en el organismo para ser modificado, 4) la transformacién
de las células del organismo y 5) la seleccién de los organismos genéticamente

modificados (OMG) y los que no se han modificado con éxito.

El término "transformacién" se refiere a la transferencia de un
fragmento de &4cido nucleico en el genoma de una célula hospedadora, lo que
resulta en unq herencia genéticamente estable. Las células hospedadoras que
contienen los fragmentos de acido nucleico transformado son llamadas células

"transgénicas" y los organismos que comprenden las células transgénicas se les
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conoce como ‘“organismos transgénicos". Algunos ejemplos de métodos de
transformacién de plantas y células vegetales son la transformacién mediada por
Agrobacterium (De Blaere et al, 1987.) tecnologia bombardeo de particulas (Klein
et al 1987;. Patente de EE.UU. No. 4.945.050), la microinyeccién, la precipitacién
CaPO4, lipofeccién (fusién de liposoma ), el uso de una pistola génica y el vector
transportador de ADN (Kao et al., 2008). Plantas enteras puede ser regeneradas a
partir de células transgénicas con métodos bien conocidos por los expertos en la

materia (ver, por ejemplo, Fromm et al., 1990).

Los términos "transformado", transgénico" y "recombinante" se refieren a
un organismo hospedador, como una bacteria o una planta en la que se ha
introducido una molécula de 4cido nucleico heterélogo. La molécula de &cido
nucleico heterélogo puede ser integrada de forma estable en el genoma, conocido
generalmente en la disciplina y como descrito en Sambrook et al., 1989. Ver
también Innis y Gelfand, 1999. Por ejemplo, las plantas o los callos
“transformados", "transformantes" y "transgénicos" han pasado por el proceso de
transformacién y contienen un gen fordneo integrado en sus cromosomas. El
término "sin transformar” se refiere a las plantas normales que no han pasado por

el proceso de transformacion.

En este documento, "vector" se refiere a cualquier molécula de ADN
utilizada como vehiculo para la transferencia de material genético fordneo en otra
célula. Esto incluye plasmidos, bacteriéfagos y otros virus, césmidos y los
cromosomas artificiales. El vector puede comprender un origen de replicacién, un

sitio de multiclonacién, y / 0 un marcador de seleccionable.

El término "vector de expresion" se define como cualquier expresién de
construccién que se utiliza para introducir un 4cido nucleico especifico en una
célula diana y expresa la proteina que es codificada por el que el 4cido nucleico.
Una vez que el vector de expresién estd dentro de la célula, la proteina que es
codificada por el dcido nucleico puede ser producida por la transcripcién celular y
maquinaria de traduccién. Esto incluye vectores de expresién que comprenden
secuencias reguladoras que actian como potenciadoras y promotoras de las
regiones y da lugar a la transcripcién eficiente de los 4cidos nucleicos realizada en

el vector de expresién. También incluye vectores de expresién que conforman un
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codon de terminacién, el ajuste de la distancia entre el promotor y el gen clonado,
una secuencia de terminacién de la transcripcién.y / o un PTIS (secuencia de

portéatil de iniciacién de la traduccién).

La palabra "pldsmido" se refiere a cualquier molécula de ADN extra-
cromosémico separado = del ADN cromosémico capaz de replicarse
independientemente del ADN cromosémico. Esto incluye, generalmente, cualquier
secuencia de ADN bicatenario circular, capaz de reproducir de forma automatica

en una célula hospedadora.

Tal como mencionado, el término "virus" se refiere a cualquiér agente
infeccioso microscépico que sélo pueda reproducirse dentro de una célula
hospedadora. Esto incluye todos los virus sin envoltura, es decir que comprende
una capa de proteina que protege los genes de los virus. También incluye todos los
virus con envoltura, es decir que ademés comprende una envoltura de grasa que
rodea el virus cuando estd fuera de la célula hospedadora. Incluye todos los virus

de ADN, los virus de ARN y virus de transcripcién inversa.

El término "adenovirus" como se usa aqui se refiere a cualquier virus
icosaédral sin envoltura, que se compone de un nucleocépside y un genoma ADN

bicatenario linear perteneciente a la familia de Adenoviridae.

El término "retrovirus" significa cualquier virus de ARN duplicado en una
célula hospedadora a través de la enzima transcriptasa inversa para producir

ADN de su genoma de ARN y perteneciente a la familia de Retroviridae.

El término "virus basado en" se refiere a que se basa en cualquier virus de
ingenieria genética portador de ADN o ARN viral modificado que se ha vuelto no
infeccioso, pero ain asi cuenta con promotores virales y el acido nucleico a
traducir, lo que permite la traduccién de los 4cidos nucleicos a través de un

promotor viral.

Un "gen marcador" codifica un rasgo seleccionable o de muestreo. El
término "marcador seleccionable" se refiere a una secuencia de polinucleétidos

que codifica un rasgo metabdlico que permite la separacién de los organismos

P88514PC00



10

15

20

25

30

35

15 P88514PC00

transgénicos y no transgénicos. La mayoria se refiere a la provisién de resistencia
a los antibiéticos. Un marcador seleccionable es por ejemplo el marcador aphL1
codificado para la resistencia a la kanamicina, el gen nptlIl, el gen que codifica la
resistencia a la higromicina. Otros marcadores seleccionables son por ejemplo los
genes indicadores, como el cloranfenicol acetil transferasa, PB-galactosidasa,
luciferasa y la proteina de fluorescencia verde. Los métodos de identificacién para
los productos de genes indicadores incluyen, de forma no limitativa, ensayos
enziméticos y ensayos fluorimétricos. Genes indicadores y ensayos para detectar
sus productos son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en
"Current Protocols in Molecular Biology", eds. Ausubel et al., Greene Publishing y

Wiley-Interscience: Nueva York (1987) y actualizaciones periédicas.

Los términos "péptido" y "proteina" son utilizdos indistintamente y se
refieren a cualquier polimero formado a partir de los aminoacidos que estan
unidos en un orden definido por enlaces de amida o peptidicos. Esto incluye todos
los péptidos ribosomas, los péptidos no-ribosomas, peptonas, monopeptidos,

dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, polipéptidos y fragmentos peptidicos.

El término "secuencia de codificacién" como se usa aqui se refiere a una
secuencia de ADN o ARN que codifica para una secuencia de aminoécidos
especificos y excluye las secuencias no codificantes. Puede constituir una
"secuencia ininterrumpida de codificacién", es decir, que carecen de un intrén,
como en un ADNc o puede incluir uno o més intrones ligados por zonas de unién
apropiadas. Un "intrén" es una secuencia de ARN que figura en la transcripcién

primaria, pero que se elimina a través de una divisién y se liga de nuevo al ARN

dentro de la célula para crear el ARNm maduro que puede ser traducido en una

proteina.

Las "secuencias reguladoras” se refieren a las secuencias de nucleétidos
ubicadas secuencia arriba (5 ' secuencias no codificantes), dentro de, o secuencia
abajo (3' secuencias no codificantes) de una secuencia de codificacién, y que
influyen en la transcripcién, el procesamiento del ARN o la estabilidad, o la
traduccién de la secuencia de codificacién asociada. Las secuencias reguladoras
incluyen potenciadores, promotores, secuencias de traduccién lider, intrones y

secuencias de poliadenilaciéon de la sefial. Se incluyen secuencias naturales y
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sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una combinacién de secuencias
sintéticas y naturales. Como se sefialé anteriormente, el término "secuencias
reguladoras adecuadas" esto no se limita a los promotores.

El término "promotor" se refiere a una secuencia de nucleétidos, por lo
general secuencia arriba (5 ') con su secuencia de codificacién, que controla la
expresion de la secuencia de codificacién proporcionando el reconocimiento de la
ARN polimerasa y otros factores necesarios para la transcripcién adecuada.
"Promotor", incluye un promotor minimo que es una secuencia corta de ADN
consta de una caja TATA y otras secuencias que sirven para indicar el sitio de
iniciacién de la transcripcién, a la que se afiaden elementos de regulacién para el
control de la expresién. "Promotor" también se refiere a una secuencia de
nucleétidos que comprende un promotor minimo, més los elementos de regulacién
que es capaz de controlar la expresién de una secuencia codificante 0 un ARN
funcional. Este tipo de secuencia del promotor se compone de elementos secuencia
arriba proximal y distal; a menudo se refiere a estos tltimos como potenciadores.
En consecuencia, un "potenciador" es una secuencia de ADN que pueden
estimular la actividad del promotor y puede ser un elemento innato del promotor
o de un elemento heterélogo insertado para mejorar el nivel o la especificidad de
tejido de un promotor. Es capaz de operar en ambas orientaciones (normal o
volteado), y es capaz de funcionar incluso cuando se mueve ya sea secuencia
arriba o abajo de la promotora. Tanto los potenciadores y otros elementos
promotores secuencia arriba se unen a proteinas de secuencia especifica de unién
al ADN que es mediada por sus efectos. Los promotores pueden ser derivados en
su totalidad a partir de un gen nativo, o estar compuestos de distintos elementos
derivados de diferentes promotores en la naturaleza, o incluso estar compuestos
de segmentos de ADN sintético. Un promotor también puede contener secuencias
de ADN que estdn involucrados en la unién de factores de proteinas que controlan
la efectividad de la iniciacién de la transcripcién en respuesta a las condiciones

fisiolégicas o de desarrollo.

El término "promotor constitutivo" se refiere a un promotor capaz de
expresar el marco de lectura abierta (ORF) que controla en todos o casi todos los
tejidos de la planta durante todo o casi todas las etapas del desarrollo de la

planta.
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El término "expresién", se refiere a la transcripcién y / o traduccién de
un gen enddgeno, de lectura abierta (ORF) o parte del mismo, o de un transgén en
las plantas. Expresion se refiere a la acumulacién de transcripcién y acumulacién
estable de efectores (ARNm) o ARN funcional. La expresién puede referirse

también a la produccién de proteinas.

El término "expresi6n constitutiva", se refiere a la expresién que utiliza
un promotor constitutivo. "La expresién transitoria" es una expresién como
resultado de un evento de transformacién transitorio. La expresién transitoria de
un gen se refiere a la expresién de un gen que no est4 integrado en el cromosoma
hospedadro, sino que funciona de forma independiente, ya sea como parte de un
casete de replicacién auténoma del pldsmido o de expresién, por ejemplo, o como

parte de otro sistema biolégico, como un virus.

El término "cebador", se refiere a un oligonucleétido capaz de reconocer con
el objetivo de amplificacién que permite una polimerasa de ADN para fijar lo que
servird como un punto de inicio de la sintesis de ADN cuando se coloca bajo
condiciones en las que la sintesis del primer producto de extensién que se
complementaria a una cadena de 4cido nucleico es inducida, es decir, en presencia
de nucleétidos y un agente de polimerizacién de la ADN-polimerasa y a una
temperatura adecuada y el pH. El cebador (de amplificacién) es preferentemente
monocatenario para una méaxima eficiencia en la amplificacién. Preferiblemente,
la cartilla es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser lo suficientemente
largo para cebar la sintesis de productos de la extensién en la presencia del
agente de polimerizacién. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de
muchos factores, incluyendo la temperatura y la fuente del cebador. Un "par de
cebadores bi-direccionales" se refiere a un primario y un cebador inverso de uso

comun en esta disciplina de amplificacién de ADN como en la amplificacién de

PCR.

El término "sonda" es una secuencia de oligonucledtidos bicatenario que
reconocerd y formara un duplex con enlaces de hidrégeno con una secuencia

complementaria en una secuencia de 4cido analita o de sus derivados ADNec.
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Los términos "condiciones restrictivas" o "condiciones de hibridacién
astringentes” se refieren a las condiciones de hibridacién que afectan la
estabilidad de los hibridos, por ejemplo, temperatura, concentracién de sal, pH,
concentracién de formamida y similares. Estas condiciones son empiricamente
optimizadas para maximizar la unién especifica y reducir al minimo la unién no
especifica de la cartilla o la sonda a su secuencia de 4acido nucleico. Los términos
utilizados incluyen una referencia sobre las condiciones a las cuales una sonda o
cebador se hibridan con la secuencia del destino, en un grado detectable mayor
que otras secuencias (por ejemplo, por lo menos dos veces en segundo plano). Las
condiciones restrictivas son dependientes de la secuencia y serdn diferentess
segln las circunstancias. Secuencias m4s largas hibridan especificamente a altas
temperaturas. En general, las condiciones restrictivas son seleccionadas para ser
de unos 5°C mas bajas que el punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia
especifica a una fuerza i6nica y pH definido. La Tm es la temperatura (bajo de la
fuerza iénica y pH) en los cuales el 50% de una secuencia diana complementaria
hibrida con una sonda perfectamente adaptados o imprimacién.

Por lo general, las condiciones restrictivas seran aquellas en los que la
concentracién de sal es menor que alrededor de 1,0 M Na + ion, por lo general
alrededor de 0,01 a 1,0 M Na + concentracién de iones (u otras sales) a pH 7,0 a
8,3 y la temperatura es de al menos 30°C para las sondas cortas o los cebadores
(por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y por lo menos unos 60°C para sondas largas o
cebadores (por ejemplo, mas de 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas
también se pueden lograr con la adicién de agentes desestabilizadores como la
formamida. Ejemplo de bajas condiciones restrictivas o de "condiciones
restrictivas bajas" incluyen la hibridacién con una solucién tampén de 30% de
formamida, 1 M NaCl, 1% SDS a 37°C y un lavado en 2x SSC a 40°C. Ejemplar

condiciones muy rigurosas incluyen hibridacién en formamida al 50%, NaCl 1 M,

1% SDS a 37°C, y un lavado en 0,1 x SSC a 60 ° C. Procedimientos de hibridacién

son bien conocidos en la técnica y se describe en el ejemplo Ausubel, FM, Brent,
R., Kingston, RE, Moore, DD, Seidman, JG, Smith, JA, Struhl, K. eds. (1998) Los
protocolos actuales en biologia molecular. V.B. Chanda, series ed. Nueva York:

John Wiley & Sons.

Descripcién
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A parte del Ecp6, hasta el momento nunca se han identificado homélogos
de las proteinas efectoras de C. fulvum en otras especies fingicas (Bolton et al.
2008). Sin embargo, los inventores han descubierto que varios otros hongos,
pertenecientes a la clase de Dothideomycetes, agrupados en la familia de
Mycosphaerellaceae, incluyendo M. fijiensis, C. nicotianae, C. beticola, C. zeina, y
C. apii producen efectores que estdn funcionalmente relacionados con los de C.
fulvum. Mediante (i) bisqueda de homologia utilizando BLAST, (ii) extraccién de
genomas fingicos secuenciados para secuencias de nucleétidos homélogos y
motivos de proteinas y (iii) utilizando técnicas basadas en PCR y paseos
cromosdmicos, los inventores han identificado ahora por primera vez, ortélogos de
los efectores Avr4 del C. fulvum en los patégenos fingicos M. fijiensis, C.
nicotianae, C. beticola, C. zeina, y C. apii y han deducido sus secuencias de
aminodcidos, tal como muestra la Figura 3. Esto indica que los homélogos
efectores de Avr y Ecp del C. fulvum se encuentran como ortélogos en patégenos
de plantas relacionadas que, sin embargo, infectan y provocan enfermedades en
especies de plantas hospedadoras sin ninguna relacién, como el banano (monocot),
la remolacha azucarera y el tabaco (dicot).

En particular, fueron identificados ortélogos con varios grados de identidad
con la proteina Avr4 de C. fulvum en M. fijiensis (34% iden.), C. nicotianae (32%
iden.), C. beticola (27% iden.), C. apii (27% iden.), y C. zeina, (32% iden.), pero se
espera que estén presentes en todos los grupos principales de especies flingicas
pertenecientes al orden de Dothideomycétes.

Ocho residuos de cisteina estdn presentes en la proteina Avr4 de C. fulvum,
que intervienen en la formacién de puentes disulfuro que tiene lugar en las
proteinas que enlazan la quitina de la superfamilia CBM14 (quitina de enlace con
peritrofina A; ver Figuras 1 y 2). Avr4 protege la quitina de la pared celular
fangica contra la quitinasa de la planta, in vitro y durante una infeccién. Estos
residuos de cisteina también se conservan en los ortélogos de Avr4 presentes en
M. fijiensis, C. nicotianae, C. beticola, C. zeina, y C. apii, lo que sugiere que dichos
ortélogos también son capaces de enlazar quitina. De hecho, los inventores
demuestran que los ort6logos Avr4 de M. fijiensis producidos en la Pichia pastoris
también enlazan quitina, lo que indica que se trata de un ortélogo genuino u
homélogo funcional de la Avr4 de C. fulvum (Figura 7). La implicacién préactica de
este importante hallazgo se demuestra en el ejemplo con en el que los inventores

demuestran que la coexpresién del ortélogo de la proteina Avr4 de M. fijiensis y la

P88514PC00

14



10

15

20

25

30

35

20 P88514PC00

proteina Cf4 de tomate inducen HR en plantas de tabaco. Por lo tanto, la
resistencia a los hongos de plantas diferentes al tomate pertenecientes al orden
Dothideomycetes, distinto de Cladosporium fulvum, que produzcan ortélogos

Avr4, se puede incrementar proporcionando proteina Cf4 a dichas plantas.

En consecuencia, los inventores proporcionan un método para incrementar
la resistencia de una planta, o parte de ella, que sea susceptible a infeccién por un
patogeno constituido de una regién ortéloga de la proteina Avr4 de Cladosporium
fulvum. Dicho método implica la transformacién de la planta mencionada, o parte
de ella, con una codificacién de acido nucleico para Cf4 o un homélogo funcional
del mismo, siempre que la planta en mencién no sea de tabaco o de tomate. Los
expertos veran claramente que el método se puede aplicar a cualquier planta que
no sea de tomate, susceptible a infeccién por un patégeno constituido de una
regién ortéloga de la proteina Avr4 de Cladosporium fulvum. Preferiblemente, la
planta en mencién, o parte de ella, se seleccionarda de un grupo formado por
plantas de banano, trigo, remolacha azucarera, maiz o apio. Por ejemplo, la
resistencia de la planta de banano a M. fijiensis se puede incrementar
transformando la planta de banano con una codificacién de acido nucleico para la

proteina Cf4.

Las plantas se pueden transformar con una codificacién del 4acido nucleico
para un homélogo funcional de Cf4, como por ejemplo, una proteina que contenga
una secuencia de aminoacidos que muestre un alto nivel de similitud con la
secuencia de aminoacidos de Cf4 (sin ser propiamente Cf4) y que sea capaz de
reconocer la proteina Avr4 y sus ortélogos. Los expertos apreciaran que se puedan
encontrar proteinas homélogas aplicando cualquier método de muestreo conocido
en la industria.. Por ejemplo, se pueden efectuar busquedas de homologia
estructural en bases de datos, ya sea de proteinas o ADN. Adem4s, se pueden
extraer genomas de plantas secuenciados para secuencias de nucleétidos
homoélogos o motivos de proteinas. Al aplicar los métodos de extraccién, se pueden
aplicar técnicas de amplificacién basadas en técnicas PCR para amplificar las
secuencias de ADN.

Las proteinas homélogas se pueden encontrar en diferentes plantas. Por
ejemplo, los inventores descubrieron que los homdélogos funcionales de Cf4

etiquetados Hcr9-Avrds estdn presentes en especies que pertenecen al
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Lycopersicon lexicén del género Solanum: S. hirsutum (nimero de acceso al banco
de genes AJ002235), S. chilense (AY634610), S. chmielewskii (AY634611), S.
parviflorum (AY634612) y S. peruvianum (AY634613). Estas proteinas son entre
un 93% y un 98% idénticas entre si, tal como se observa en la Tabla 1. Por lo

tanto, el homélogo funcional en mencién es preferiblemente un péptido Her9-
Avr4.
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Tabla 1: Resultados de alineacién de aminocaciods de los homélogos de Her9-Avr4 de S. hirsutum,

S. peruvianum, S. chmielewskii, S. chilense y S. parviflorum.
SegA Nombre

Len(aa) SegB Nombre Len{aa) Resultado

1 S _parviflorum 807 2 S _hirsutum 806 93
1 S parviflorum 807 3 S _peruvianum 807 98
1 S _parviflorum 807 4 S chmielewskii 807 98
1 S parviflorum 807 5 S chilense 807 95
2 S _hirsutum 806 3 S_peruvianum 807 93
2 S _hirsutum 806 4 S_chmielewskii 807 93
2 S _hirsutum 806 5 S chilense 807 97
3 S _peruvianum 807 4 S chmielewskii 807 98
3 S_peruvianum 807 5 S _chilense 807 94
4 S chmielewskii 807 5 S chilense 807 94

Los métodos para transformar un organismo con &cido nucleico son
conocidos en la industria, tal y como se describe, por ejemplo, en "Gene Transfer:
Delivery And Expression of DNA And RNA, A Laboratory Manual”, Friedmann
and Rossi ed., 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring harbor,
USA. Por ejemplo, es bien conocido que un organismo se puede transformar con
acido nucleico mediante la introduccién de un vector que contenga el &cido
nucleico.

Se puede utilizar précticamente cualquier vehiculo de administracién de
dcido nucleico para la entrega a las células de la planta receptora. Por ejemplo, se
pueden emplear segmentos de ADN bajo la forma de pldsmidos, vectores binarios
Agrobacterium y vectores viricos, como vectores de expresién basados en virus o
fragmentos lineales de ADN, que en algunos casos contienen sélo el elemento del
ADN que debe expresarse en la planta, y similares. Cuando se empleen vectores
basados en virus, tales vectores deben estar preferentemente basados en
adenovirus o retrovirus. Los expertos en la materia conoceran la construccién de
vectores que puede emplearse conjuntamente con la presente invencién a la luz de
la presente divulgacién (ver, e. g., Sambrook et al., 1989; Gelvin et al., 1990). Con
arreglo a la presente invencién, los vectores, de forma inclusiva pero limitativa,
plasmidos, césmidos, cromosomas artificiales de levadura (YAC), cromosomas
artificiales bacterianos (BAC) y los segmentos de ADN para uso en células
transformantes, comprenderdn, por supuesto, el ADNc, gen o genes necesarios
para la produccién de la proteina deseada en el transformante.

El vector de la invencién se puede introducir en cualquier planta. Los genes
y secuencias a introducir se pueden utilizar a conveniencia en casetes de
expresién para la introduccién y expresién en cualquier planta de interés. El

casete de transcirpcién incluird en las direcciones de transcripcién 5' a 3', las
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regiones de iniciacién de la transcripcién y de la traduccién, la secuencia de ADN
de interés y, las regiones de terminacién de la transcripcién y de la traduccién
funcional en las plantas.

La regién de terminacién podrd ser nativa con la regién de iniciacién
transcripcional, podrd ser nativa con la secuencia de ADN de interés o podra
derivar de otra fuente.

Las regiones de terminacién adecuadas estdn disponibles desde el plasmido
Ti (tumor inductor) de A. tumefaciens, como por ejemplo, las regiones de
terminacién de la octopina sintasa y la nopalina sintasa. Ver también Guerineau
et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262: 141-144; Proudfoot (1991) Cell 64: 671- 674;
Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5: 141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:
1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91: 151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic
Acids Res. 17: 7891-7903; Joshi et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15: 9627-9639.

Las metodologias para la construccién de la transformacién de la planta se
describen en la industria. |

La obtencién de suficientes niveles de expresién transgénica en la planta
transformada es un aspecto importante en la produccién de cultivos modificados
genéticamente. La expresion de secuencias de ADN heterélogo en una planta
hospedadora depende de la presencia de un promotor operable ligado que sea
funcional dentro de la planta hospedadora.

La transformacién de las plantas se puede llevar a cabo con una molécula
de ADN suelta o multiples moléculas de ADN (como por ejemplo, la
cotransformacién). Ambas técnicas son adecuadas para el uso con los casetes de
expresion de la presente invencién. Se dispone de una gran cantidad de vectores
de transformacién para la transformacién de plantas. Los casetes de expresién de
la presente invencién se pueden utilizar conjuntamente con cualquiera de esos
vectores. La seleccién del vector dependerda de la técnica de transformacién
seleccionada y la especie diana para la transformacién.

Los métodos adecuados para la transformacién de células de plantas
incluyen, de forma no limitativa, la microinyeccién (Crossway et al., 1986),
electroporacién (Riggs et al., 1986), transformacién mediada por Agrobacterium
(Hinchee et al., 1988), transferencia genética directa (Paszkowski et al., 1984), y
aceleraciéon de particula balistica utilizando los dispositivos disponibles en
Agracetus, Inc., Madison, Wis. Y BioRad, Hercules, Calif. (ver, por ejemplo,
Sanford et al., Patente Americana N° 4,945,050; y McCabe et al., 1988). Ver
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también Weissinger et al., 1988; Sanford et al., 1987 (onion); Christou et al., 1988
(soya); McCabe et al., 1988 (soya); Datta et al., 1990 (rice); Klein et al., 1989
(maiz); Fromm et al., 1990 (maiz); and Gordon- Kamm et al., 1990 (maiz); Svab et
al., 1990 (cloroplasto de tabaco); Koziel et al., 1993 (maiz); Shimamoto et al., 1989
(arroz); Christou et al., 1991 (arroz); European Patent Application EP 0 332 581
(orchard grass y otras Pooideae); Vasil et al., 1992 (trigo); Weeks et al., 1993
(trigo). Por ejemplo, la resistencia de la planta de banano a M. fijiensis
incrementa transformando la planta de banano con un vector de expresién que

contenga una codificacién de 4cido nucleico para la proteina Her9-Avr4.

Los expertos en la materia disponen de otros métodos de transformacién,
como por ejemplo, mediante la captacién directa de las construcciones de ADN
fordneo (ver EP 0295959), técnicas de electroporacién (Fromm et al., 1986) o
bombardeo balistico de alta velocidad con particulas metéalicas recubiertas con las
construcciones de acido nucleico (Klein et al., 1987, y Patente Americana N°
4,945,050). Una vez transformadas, los expertos en la materia podran regenerar
las células.

Los expertos en la materia apreciaran que la elecciéon del método podria
depender del tipo de planta, es decir, si se trata de una planta monocotiledénea
como el banano o dicotiledénea como la remolacha azucarera o las plantas de
tabaco.

Para proporcionar una rédpida y facil prueba sobre si una especie de planta
nueva puede dar realmente una respuesta de hipersensibilidad con la
presentacién de las proteinas efectoras de la invencién, los expertos en la
industria pueden hacer una de estas dos pruebas. La m4s fiable es la infiltracién
en las hojas de la proteina del elicitor y registrar la HR. Otra consiste en una
prueba de expresién transitoria rdpida conocida por el nombre de ATTA (an4lisis
de expresién transitoria Agrobacterium tumefaciens). En este analisis (cuya
descripcién completa puede encontrarse en Van den Ackerveken, G., et al., Cell
87, 1307-1316, 1996) la codificacién de la secuencia para una proteina efectora se
pone bajo control del promotor CaMV 35S y se introduce en una cepa de
Agrobacterium, que también es utilizada para protocolos de transformacién
estable. Tras la incubacién de la bacteria con acetosiringona, o cualquier otro
compuesto fenélico conocido para mejorar el ADN-T de transferencia

Agrobacterium, se infiltra 1 ml del cultivo de Agrobacterium en una planta
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mediante una inyeccién, tras la cual las plantas se colocan en el invernadero.

Entre 2 y 5 dias después las hojas se pueden examinar para registrar la

incidencia de HR.

También se proporciona un método para detectar la resistencia de una
planta, o parte de ella, a al menos un patégeno. El método en mencién consiste
en: a) detectar por lo menos un patégeno con la proteina Avr4 de Cladosporium
fulvum o una regién ortéloga de la proteina, b) seleccionar por lo menos un
patégeno que contenga la proteina Avr4 de Cladosporium fulvum en mencién o
uno de sus ortélogos, c) introducir de lo mencionado por lo menos un patégeno
dentro de la planta o parte de ella y, d) detectar en dicha planta o parte de ella la
ausencia o presencia de una respuesta de defensa a por lo menos uno de los
patégenos en mencién, siempre que la planta en mencién no sea de tomate.
Preferiblemente, la planta en mencién, o parte de ella, se seleccionarid de un
grupo formado por plantas de banano, trigo, maiz, apio o remolacha azucarera.
Preferiblemente, el ortélogo en mencién estara constituido de un dominio de
fijacién de la quitina similar al que se encuentra en los miembros de la
superfamilia CBM14 de proteinas de fijacién de la quitina. M4s preferiblemente,
el ortélogo en mencién estard constituido de una secuencia de aminodcidos
seleccionada de un grupo con los siguientes identificadores de secuencia: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6., mis
preferiblemente seleccionado de wun grupo formado con los siguientes
identificadores de secuencia: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y
SEQ ID NO: 6. También es preferible el muestreo de una planta de tabaco con un
ortélogo de Avr4.

Los métodos para la deteccion de patégenos para péptidos son conocidos en
la industria. Se puede detectar un patégeno para la presencia de Avr 4, o uno de
sus ortélogos, mediante la aplicacién del método o técnica que el experto en la
materia considere adecuado. Tales métodos incluyen, de forma no limitativa,
electroféresis de proteina como SDS-PAGE, electrotransferencia,
immunotransferencia o transferencia Western, inmunotincién de proteinas,
inmunoprecipitacién de proteinas, andlisis de proteinas, espectrémetro de masas
como MALDI-TOF y ESI-TOF, y cromatografia como HPLC y RPC. Por ejemplo,
el método de transferencia Western detecta varios patégenos para la presencia de

Avr4, o uno de sus ortélogos. Basado en el resultado de la transferencia Western,
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un patégeno constituido en Avr4 se selecciona y se introduce en una planta de
banano. También se pueden aplicar métodos de deteccién basados en la
bioinformética. Las busquedas de similitud matemdtica, como por ejemplo
BLAST, también son muy adecuadas para la deteccién de péptidos en patégenos
con similitud a Avr4.

Un método para introducir el patégeno constituido en una proteina de
Avr4, o uno de sus ortélogos, en una planta que no sea de tomate, es mediante la
aplicacién directa del patégeno en una parte de la planta, como por ejemplo, en
una hoja o segmento del tallo. Alternativamente, el patégeno se puede inyectar.
En una planta que no tenga el gen de resistencia cognado funcional la aplicacién
del patégeno causard una enfermedad. Sin embargo, en un planta que esconda un
gen de resistencia funcional, la proteina Cf4, o uno de sus ortolégos, reconocer4 al
Avr4, o a una de sus proteinas efectoras del ortélogo, que estd expresado por el
patégeno y se iniciarda una cascada que conducird a una reaccién de
hipersensibilidad. Como se ha discutido anteriormente, tal como muestra la
Figura 4, esto conducird a una necrosis local en el tejido de la planta o, en una
reaccién menos fuerte, a una clorosis en el lugar inyectado.

En lugar de aplicar directamente el patégeno en un planta, o parte de ella,
también es posible introducir el patégeno indirectamente en la planta, mediante
la transformaciéon de la planta con una codificacién de 4cido nucleico para la
proteina Avr4, o uno de sus ortélogos. Una de las formas més adecuadas para
facilitar la expresién de la proteina en una planta, o parte de ella, es mediante el
método conocido como ATTA (anilisis de expresién transitoria Agrobacterium
tumefaciens), en el que se proporciona la bacteria Agrobacterium tumefaciens con
una construccién que codifica una proteina efectora con arreglo a la invencién.
Puesto que en esta descripcién se revelan las secuencias nuecleétidas que
codifican las proteinas efectoras o se pueden derivar de las secuencias de
aminoécidos que también se proporcionan en la presente descripcién, cualquier
experto en la materia serd capaz de clonar una secuencia de codificacién en un
vector de expresion, que sea adecuado para la transformacién de Agrobacterium.

Alternativamente, se puede utilizar un vector virico. Un 4cido nucleico que
codifique la proteina efectora de Avr4, o uno de sus ortélogos, se puede clonar en
un vector virico, después de lo cual las particulas viricas se utilizardn para
infectar a la planta, o parte de ella, y expresar la proteina. Utilizar un vector

virico en el que el virus ain mantenga sus propiedades infecciosas tiene mayor
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ventaja. Junto a la observacién de necrosis local o clorosis, que indican la
presencia del gen de resistencia, la ausencia del gen de resistencia también sera
visible, porque en tales plantas se desarrollard la enfermedad que provoca el
virus. Por lo tanto, incluso si no se detectaran signos claros de respuesta de
hipersensibilidad, una falta de enfermedad indicard la presencia de un
mecanismo de resistencia. Por supuesto, un sistema asi sélo serd factible con
plantas que sean normalmente susceptibles al virus que se haya utilizado como
vector virico.

Idealmente, habria que asegurarse que la proteina efectora de Avr4, o uno
de sus ortélogos, sea secretada al espacio apoplastico, porque esta es la ubicacién
natural de la proteina efectora. Cuando el método de muestreo esté basado en
inyectar la proteina en la planta, la proteina estard presente en el espacio
apoplastico de manera automética. Si el método de muestreo se aplica donde
Avr4, o uno de sus ortélogos, ha sido introducido en una planta mediante un
vehiculo de administracién de 4cido nucleico que codifica Avr4, o uno de sus
ortélogos, la expresién en el espacio apopléstico se alcanzara proporcionando a la
secuencia nucleétida una secuencia de sefial para la diana extracelular. Tales
secuencias de sefial estdn disponibles para los expertos de la industria y un
ejemplo es la secuencia de sefial del gen PR-1 de tabaco. Se pueden encontrar
secuencias alternativas en el péptido Avr4, el gen de extensién de la zanahoria o
en los estudios de secuencias de sefial del extremo N-terminal (Small, I. et al.,

2004, Proteomics 4:1581-1590).

Se ha previsto que tanto el método para incrementar la resistencia de la
planta, como el método para detectar la resistencia de la planta segin se ha
descrito anteriormente, se utilizara cuando se crien o construyan plantas con una
resistencia fingica basada en la presencia de mecanismos de resistencia frente a
Avr4/ortélogo-Cf4/homélogo. Por lo tanto, lo proporcionado es el uso de un método
para incrementar la resistencia de una planta, o parte de ella, a al menos un
patégeno, siempre que la planta en mencién no sea una planta de tomate o de
tabaco. Ademés, también se proporciona el uso de un método para incrementar la
resistencia de una planta, o parte de ella, a al menos un patégeno, siempre que el
patdégeno en mencién no sea C. fulvum, y la planta en mencién no sea de tomate.

En el caso de programas de crianza para la introduccién de Avr4/ortélogo-

Cf4/homoélogo basados en la resistencia, el criador normalmente partird de una
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planta que contenga Cf4 o uno de sus homélogos funcionales. Esta linea de
plantas se utilizard como linea paterna y se cruzari con otra planta para crear
descendencia. Se podran realizar pruebas en la descendencia sobre la presencia
de mecanismo de resistencia, mediante la aplicacién del método de muestreo
descrito anteriormente. Entonces, este proceso se repetird hasta obtener el
producto deseado. En lugar de descendencia, también serd posible la creacién de
resistencia utilizando técnicas recombinantes. En tal caso, el gen que codifique el
gen de resistencia sera clonado en un vector apropiado y la planta diana sera
transformada con este vector. La expresién funcional de la resistencia del gen se
podr4, entonces, evaluar mediante la aplicacién del método de deteccién en el que

se proporciona a la planta la proteina efectora Avr4, o uno de sus ortélogos.

Junto a la utilizacién de las caracteristicas de resistencia existentes de las
especies Solanum o Nicotiana en programas de crianza de resistencia molecular
para conseguir un amplio espectro, en especies albergadoras monocot y dicot
atacadas por hongos patégenos de hongos Dothideomycete salvo C. fulvum, que
produce homélogos funcionales del efector Avr4 C. fulvum, quedara claro que la
invencién también se puede ampliar a la identificacién de nuevas caracteristicas
de resistencia en la planta de banano, remolacha azucarera, tabaco, maiz y apio,
mediante vectores de expresién basados en virus, que expresen homélogos de
Avr4 para los hongos mencionados anteriormente.

Se han aislado varios promotores que pueden dirigir una sélida expresién
casi constitutiva en plantas monocot y/o dicot, incluyendo el promotor de
ubiquitina del maiz (Christensen et al. 1996), promotor del gen actina 1 del arroz
(McElroy et al. 1990), varios promotores 35S mejorados del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) (Mitsuhara et al. 1996, Kay et al. 1987, Vai et al. 1996),
badnavirus baciloforme de la cafia de aztcar (ScBV) (Schenk et al. 1999),
promotor pEmu sintético (Last et al. 1991), virus del cogollo racemoso del banano
(BBTV) (Hermann et al. 2001), virus del mosaico de la vena en yuca (CVMV)
(Verdaguer et al. 1996), y otros (Schenmann et al. 2003) que también se pueden

utilizar en estos métodos.

La invencién queda ejemplificada con el siguiente ejemplo. El ejemplo
pretende ilustrar la invencién, sin limitar su ambito de aplicacién en modo

alguno.
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EJEMPLO

Materiales y Métodos

Las manipulaciones de ADN sé llevaron a cabo mediante los protocolos estandar
(Sambrook et al. 1989). Los PCR se ejecutaron con SuperTag (HT Biotechnology
Ltd) o Pfu (Stratagene), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
enzimas de restriccion, ligasa T4 y las células de Escherichia coli DH5 eran de
Life Technologies (Breda, Paises Bajos). Los cebadores fueron sintetizados por
Sigma-Aldrich. Las plantas de tomate y Nicotiana benthamiana crecieron bajo las
condiciones estdndar de invernadero. Para las inoculaciones PVX se usaron lineas
de tomate MM-CF (sin genes de resistencia Cf conocidos) y MM-Cf4 (portadoras
del gen de resistencia Cf-4) con cuatro semanas de edad, mientras que para las
agroinfiltraciones se utilizaron plantas de N. benthamiana de entre seis y ocho
semanas de edad. La autenticidad de todas las construcciones generadas fue

confirmada por secuenciacién en Macrogen Inc.

Produccion heterologa de la His-FLAG-tagged MfAvr4 en Pichia pastoris

Los pldsmidos para la expresién de la regién N-terminal de la proteina His6-
FLAG-tagged MfAvr4 en la levadura metilotréfica P. pastoris se generaron como
se ha descrito anteriormente (Rooney et al. 2005). En resumen, el vector pPIC-9
(Invitrogen) fue modificado mediante la insercién de un casete que contenia un
fragmento de ADN que codificaba la etiqueta His,, mientras que los sitios de
restriccién Smal, Apal, y Sacll fueron introducidos para propésitos de clonacién,
dando como resultado el vector pPIC-9His. Para crear la proteina His,-FLAG-
tagged MfAvr4, el ORF de MfAur4 que codifica la proteina madura de MfAvr4 sin
la secuencia péptida de sefial, y después la eliminacién intrén, fue amplificado
desde el ADNc del hongo, utilizando polimerasa Pfu (Stratagene) y cebadores de
Avr4F_pichia_FLAGtagged (gactacaaggacgacgatgacaagGCAACGATGCAG
GTGCGAAC; el cebador es fosforilatado en su extremo 5) y sitio
Avr4R_pchia+EcoRI (TCAGAATTCTTACAGTTGTCGCATCC). En consecuencia,
el producto amplificado fue clonado en pPIC-9His con los sitios de restriccién
Smal y EcoRI. A continuacién, se introdujo el plasmido en la cepa GS115 de P.
pastoris (Invitrogen) mediante electroporacién y se crecieron transformantes en
placas YPD. Todos los medios utilizados para el crecimientos de P. pastoris, es

decir, MD, YPD, y BMMY, fueron hechos siguiendo las instrucciones del
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fabricante (Invitrogen). Para verificar que el MfAvr4 fue clonado con éxito en el
locus de AOX1 y que no hubo errores en el PCR introducido en la secuencia
codificante, se realiz6 una secuenciacién automatica de ADN (Macrogen Inc.) en
los plasmidos nuevamente aislados de cultivos de los transformantes de P.
pastoris, que se obtuvieron utilizando los sitios del cebador AOXR
(GCAAATGGCATTCTGACATCC) y AOXF (GACTGGTTCCAATTGACAAGC)
presentes en pPIC-9.

Se llevé a cabo una fermentacién de alta densidad celular de los transformantes
de P. pastoris para la produccién en escala de MfAvr4, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Stratton et al. (1998). En resumen, se crearon cultivos
iniciadores de 50 mL durante dos dias a 30°C (OD600 > 10) y se utilizaron para
inocular un vaso de 2 L que contenia 900 mL FM22 medio. Los cultivos
iniciadores se crearon a partir de una colonia fresca creada en una placa de
siembra MD o YPD. Después del autoclave, el pH se ajusté a 4,9 con 5,0 M KOH 6
25% (peso/volumen) NH4OH. La agitaciéon se mantuvo a 1200 rpm y el caudal de
aire se mantuvo a 1-2 vvin para mantener los niveles de oxigeno disuelto (D‘O) al
menos por encima del 30%. De ser necesario, se previno la formacién excesiva de
espuma afiadiendo unas gotas de desespumante 289 (Sigma). Aproximadamente
20 horas después de la inoculacién, se observé una disminucién del glicerol debido
a un stbito incremento del DO. En esta fase, el suministro de glicerol se inicié a
razén de 10 mL L-1 h-1 (fase discontinua de suministro de glicerol), y se ajusto
adecuadamente para mantener una lectura estable de DO (cerca del 35%). Tras 4
horas, el suministro de metanol se inicié a razén de 3,4mL L-1 h-1. La tasa de
suministro de metanol fue sabiamente incrementada por fases hasta 6 mL L-1
h-1, tan pronto como el cultivo se adapté por completo a crecer en metanol (4—6
h). Para prevenir la acumulacién de metanol se realizé un espiga de DO (se debe
producir un incremento stbito de las niveles de DO tras interrumpir el suministro

de metanol; Stratton et al., 1998).

Analisis de fijaciéon de la quitina

Examinamos si el MfAvr4 tiene una afinidad especifica con la quitina y los
polisacaridos indisolubles diferentes a la quitina, utilizando un analisis de
precipitacién (Van den Burg et al. 2006). En paralelo, incluimos Avr4 de C.
fulvum en estos experimentos a modo de control positivo (datos no ensefiados). Se

obtuvo la proteina His-FLAG-tagged MfAvr4 a partir de filtrado crudo de cultivo
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de transformantes de P. pastoris tras la fermentacién, y se examiné la fijacién
segin se ha descrito anteriormente (Van den Burg et al. 2006). En resumen, se
incubé MfAvr4 (100 pL de filtrado de cultivo de P. pastoris) con ~10 mg/mL de
polisacdridos indisolubles (quitina de cdscara de cangrejo, resina agarosa de
quitina, quitosana, celulosa y xylan; todos Sigma, excepto la resina: Biolabs
Nueva Inglaterra) en tampén de enlace de 1.8 mL consistente en 50 mM Tris.HC1
pHS8, 150 mM NaCl, y 1 inhibidor de proteasa. Las fracciones de polisacaridos
habian sido preequilibradas en el tampén de enlace. Tras dos horas de mecido
suave (15 rpm) a temperatura ambiente, la fraccién indisoluble fue granulada por
centrifugacién (3 min, 13,000xg) y se recogié el sobrenadante. La fraccién de
proteina del sobrenadante recuperado fue precipatada afiadiendo el 10%
(peso/volumen) de Acido Tri Cloro Acético (TCA) a la concentracién final e
incubdndola en hielo durante una hora. Después de la centrifugacién (16,000xg
durante 30 min), se lav6 la proteina en granulos en 80% (v/v) de acetona a -20°C y
se redisolvi6 en un tampén de muestreo SDS-PAGE (1% de sulfato dodecil de
sodio, 100 mM DTT, 100mM Tris.HCl pH6.8) por ebullicién. Los polisac4ridos
indisolubles se lavaron tres veces en el tampén de enlace. La fraccién de proteina
ligada fue eluida de los polisacdridos indisolubles mediante ebullicién durante
diez minutos en el tamp6én de muestreo SDS-PAGE. Se cargaron y separaron
cantidades iguales de la fraccién de proteinas del sobrenadante en 20% SDS-
PAGE estdandar y se detecté MfAvr4 mediante inmunotransferencia utilizando un

anticuerpo anti-Flag monoclonal (M2, Sigma).

Analisis de agroinfiltracién.

La coexpresién transitoria de MfAvr4 con Cf-4 u otros genes de interés se realizé
mediante la infiltracién de cultivos de Agrobacterium en los tejidos de hoja de la
planta modelo N. benthamiana de la siguiente manera: para la expresién en la
planta del ADNc de MfAuvr4 se sustituyé la secuencia que codifica el péptido de
seflal para la diana extracelular de MfAvr4 codificado, por la secuencia de una
proteina PR-1a extracelular de tabaco (Hammond-Kosack et al. 1994; Hammond-
Kosack et al. 1995; Honée et al. 1998; Joosten et al. 1997). En primer lugar, se
amplific6 PR-1a utilizando polimerasa Pfu (Stratagene) con cebadores PR1la-F
(GGCCATGGGATTTGTTCTCTTTTCAC) y PR1la-R
(ATTTTGGGCACGGCAAGAG). El ORF de MfAvr4 que codifica la proteina

MfAvr4 madura sin su secuencia de péptido de sefial original, y después de la
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eliminacién intrén (MfAvrdmature), fue amplificado desde el ADNc del hongo
utilizando polimerasa Pfu (Stratagene). Los cebadores usados para la
amplificacién de MfAvrdmature fueron PR1la_MfAvr4-F
(CTTGCCGTGCCCAAAATGCTGGAACGATGCAGGTGCG), introduciéndose en
el extremo 5 del producto amplificado de 17bps que eran complementarios con el
extremo 3’ de la secuencia PR-la (en Cursiva y subrayado) y MfAvr4-R
(GGCTCGAGTTACACGTTGTCGCATCCTG), introduciéndose en el extremo 3
del producto amplificado en el sitio Xhol (en Cursiva y subrayado). El producto de
fusién maduro PR-la:MfAvr4 se generé mediante una PCR (Reaccién de
Polimerasa en Cadena) de extensién solapada utilizando polimerasa SuperTaq
(HT Biotechnology Ltd) y fue posteriormente clonado en un vector pGEM®-T
Easy Vector (Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante (construct
pHB1) La autenticidad del producto de fusién se examiné mediante secuenciacién
personalizada de ADN (Macrogen Inc.), utilizando los sitios de enlace del cebador
de secuenciacién directo e inverso estdndar pUC/M13 presentes en el vector
pGEM®-T Easy Vector. A continuacién, el producto maduro fusionado PR-
la:MfAvr4 fue escindido del pHB1 con un patrén de digestién Ncol and Xhol e
insertado entre el promotor 35S y el terminador PI-II en un vector pRHS80
digerido de igual modo (An et al. 1989, Van der Hoorn et al. 2000) (construccién
pHB2). Finalmente, el casete 35S::PR-la:MfAvrdmature::PI-II fue extirpado de
pHB2 y posteriormente transferido al pldsmido binario pMOGS800 (Honée et al.
1998, Van der Hoorn et al. 2000), con el uso de los sitios de restricciéon Xbal y
EcoRI (construccién pMfAvr4). Esta construccién final pMfAvr4 se transformé en
una cepa de Agrobacterium tumefaciens GV301 mediante electroporacién,
utilizando los procedimientos estdndar (Hood et al. 1993). La agroinfiltracién de
las plantas N. benthamiana se llevé a cabo segtn lo descrito anteriormente (Van
der Hoorn et al. 2000). Las construcciones de los genes de resistencia del tomate
Cf-4 (pCf4) y Cf-9 (pCf9) y los efectores de C. fulvum Avrd (pAvrd) y Avr9 (pAvr9)
en el vector de expresi6n binario pMOG800, se construyeron seguin lo descrito

para pMfAvrd y ya estaban disponibles en el laboratorio (Van der Hoorn et al.

2000).

Expresion de MfAvr4 en la planta mediada con PVX
pSfinx (Takken et al. 2000) utilizé un vector binario que facilita la expresién del

patégeno de ADNc bajo control del promotor de la cubierta proteinica del virus X
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(PVX), como esqueleto para todas las construcciones de expresién PVX utilizadas
en el presente estudio. Desde el extremo izquierdo hasta el derecho, el ADN-T de
este vector consiste en una secuencia PVX dirigida por el promotor 35S de CaMV
que contiene el gen replicasa, el bloque de tres genes, el promotor de la cubierta
proteinica duplicado y los genes de la cubierta protefnica. El sitio de clonacién
miltiple de pSfinx para la insercién dirigida del patégeno del ADNc (como genes
Avr) estd ubicado directamente secuencia abajo del promotor de la cubierta
proteinica duplicada. pSfinx facilita la transferencia de la construccién de
expresién a las células de la planta por A. tumefaciens, mientras que la posterior
replicacién del virus da como resultado la expresién del patégeno del ADN¢, que
puede provocar una respuesta de hipersensibilidad, si el ADNc¢ codifica una
proteina de avirulencia que sea reconocida por un gen cognado R de la planta.

El plasmido pMfAvr4 descrito anteriormente, se utilizé para amplificar el
producto de fusién PR-la:MfAvr4dmature con cebadores MfAvr4-F
(GGCCCGGGGCTGGACGATGCAGGTGCG) y MfAvr4-R
(GGCTCGAGTTACACGTTGTCGCATCCTG) que introducen un sitio Xmal en el
extremo 5 y un sitio Xhol en el extremo 3’ del producto amplificado PR-
la:MfAvr4mature, respectivamente. Se llevaron a cabo PCR utilizando
polimerasa SuperTaq (HT Biotechnology Ltd) y el producto fue posteriormente
clonado en un vector pGEM®-T Easy Vector (Promega), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (construct pHB4). A continuacién el casete PR-
la:MfAvr4mature fue escindido de pHB4 con Xmal y Xhol y ligados en un vector
pSfinx digerido del mismo modo, lo que dio como resultado la construccién final
PVX::PR1laMfAvr4. La autenticidad de la construccién final fue examinada
mediante secuenciacién de ADN solicitada a Macrogen Inc., utilizando cebadores
(primers o indicadores) OX10 (5'-CAATCACAGTGTTGGCTTGC-3") y N31 (5'-
GACCCTATGGGCTGTGTTG-3") que flanquean el inserto de ADNc en la
estructura de PVX. A continuacién, la construccién final PVX::PR1aMfAvr4 se
transformé en una cepa de A. tumefaciens GV301 mediante electroporacién,
utilizando los procedimientos estdndar (Hood et al. 1993). Finalmente, los
transformantes se cultivaron en placas que contenian LB medio modificado (10 g
1_1 del bacto-peptone; 5 g 1_1 de extracto de levadura; 2.5 g1_1 NaCl; 10 g 1_1 de
manitol) durante 48 horas a 28°C y, posteriormente, se seleccionaron colonias y se
inocularon en plantas de tomate MM-Cf0 de cuatro semanas de edad y en plantas

de tomate MM-Cf4, mediante la técnica de inoculacién con palillo (Hammond-
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Kosack et al. 1995). Los sintomas sistémicos de HR se grabaron entre 10 y 14 dias
después de la inoculacién (Fig. 6). Como controles, se utilizaron el PVX que
contenia el vector pSfinx vacio (PVX::pSfinx) y el Avr4 de C. fulvum en un vector
binario (PVX::PRlaAvr4). Esta ultima construccién ya estaba disponible en

nuestro laboratorio (Joosten et al. 1997).
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<151> 2009-07-08

<160> 18
<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 135

<212> PRT

<213> Cladosporium fulvum

<400> 1

Met His Tyr Thr Thr Leu Leu Leu Ser Thr Leu Leu Val Gly Thr Ala
1 5 10 15

Leu Ala GIn Pro Thr Asn Pro.Pro Ala Lys Thr Pro Lys Lys Ala Pro
20 25 30

Lys Thr GIn Pro Tyr Asn Pro Cys Lys Pro Gln Glu Val Ile Asp Thr
35 40 45

Lys Cys Met Gly Pro Lys Asp Cys Leu Tyr Pro Asn Pro Asp Ser Cys
50 55 60

Thr Thr Tyr Ile Gln Cys Val Pro Leu Asp Glu Val Gly Asn Ala Lys
65 70 75 80

Pro Val Val Lys Pro Cys Pro Lys Gly Leu Gln Trp Asn Asp Asn Val
85 90 95

Gly Lys Lys Trp Cys Asp Tyr Pro Asn Leu Ser Thr Cys Pro Val Lys
100 105 110

Thr Pro Gln Pro Lys Pro Lys Lys Gly Gly Val Gly Gly Lys Lys Ala
115 120 125

Ser Val Gly His Pro Gly Tyr
130 135

<210> 2

<211> 121

<212> PRT

<213> Mycosphaerella fijiensis

<400> 2

Met Leu Ser Thr Thr Arg Ile Thr Leu Leu Ala Thr Phe Ala Leu Ala
1 5 10 15

Thr Thr Ser Tyr Ala Gly Thr Met GIn Val Arg Asp Thr Ala Pro Ala
20 25 30

Phe Val Cys Pro Ser Ala Asp Ile Thr Ala Thr Lys Cys Leu Gly Pro
35 40 45
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Lys Asp Cys Leu Tyr Pro Asn Pro Lys Thr Cys Asn Gly Tyr Ile GIn
50 55 60

Cys Ser Pro Ala Asp Ala Ser Tyr Thr Thr Gly Ile Val His Glu Met
65 70 75 80

Pro Cys Pro Ser Gly Leu Gln Trp Asn Asp Asn Gln Lys Trp Cys Asp
85 90 95

Trp Pro Glu Asn Ser Thr Cys Gly Asn Thr Gly Gly Thr Ile Tyr Arg
100 105 110

Cys Asp Glu Thr Gly Cys Asp Asn Val
115 120

<210> 3

<211> 134

<212> PRT

<213> Cercospora nicotianae

<400> 3

Met Tyr Gly Leu Phe His Leu Ala Val Leu Ser Ala Thr Ala Leu Ser
1 5 10 15

Ala Ser Ala Leu Pro Gln Gln Gln Glu Lys Pro Gly Val Asn Ala Asp
20 25 30

Phe Ile Cys Pro Pro Glu Asp Met Lys Arg Thr His Cys Met Gly Pro
35 40 45 ‘

Phe Asp Cys Leu Tyr Ala Leu Pro Gly Asn Cys Leu Gly Tyr Ile Gln
50 55 60 ‘

Cys GIn Pro Lys Asp Glu Thr Tyr Glu Thr Gly'Ile Ala Tyr Glu Arg
65 70 75 .80

Pro Cys Arg Ala Gly Gln Trp Trp Asn Asp Glu Lys Lys Tyr Cys Asp
85 90 95

Thr Val Glu Pro Pro Thr Cys Lys Ala Pro Val Val Pro Ala Ser Ala
100 105 110

Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Ala Pro
115 120 125

Ala Ser Thr Ser Pro Cys
130

<210> 4

<211> 135

<212> PRT

<213> Cercospora beticola

<400> 4

Met Tyr Gly Leu Phe His Leu Ala Val Leu Ser Ala Thr Ala Pro Ser

1 5 10 15

Ala Ser Ala Leu Pro Gln Gln Gln Glu Lys Pro Gly Val Asn Lys Asp
20 25 30

Phe Ile Cys Pro Pro Glu Asp Met Lys Arg Thr His Cys Met Gly Pro
35 40 45
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Phe Asp Cys Leu Tyr Ala Leu Pro Gly Asn Cys Leu Gly Tyr Ile Gln
50 55 60
Cys Gln Pro Lys Asp Thr Thr Tyr Glu Thr Gly Ile Ala Tyr Glu Arg
65 70 75 80
Pro Cys Arg Ala Gly Gln Trp Trp Asn Asp Glu Lys Lys Tyr Cys Asp
85 90 95
Thr Val Val Pro Pro Thr Cys Lys Ala Pro Val Val Pro Ala Ser Ala
100 105 110
Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Ala
115 120 - 125
Pro Ala Ser Thr Ser Pro Cys
130 135
<210> 5
<211> 134
<212> PRT
<213> Cercospora zeina
<400> 5
Met Tyr Gly Leu Phe His Leu Ala Val Leu Ser Ala Thr Ala Leu Ser
1 5 10 15
Ala Ser Ala Leu Pro Gln Gln Gln Glu Lys Pro Gly Val Asn Ala Asn
20 25 30
Phe Ile Cys Pro Pro Glu Asp Met Lys Arg Thr His Cys Met Gly Pro
35 40 45
Phe Asp Cys Leu Tyr Ala Leu Pro Gly Asn Cys Leu Gly Tyr Ile Gln
50 55 60
Cys Gln Pro Lys Asp Glu Thr Tyr Glu Thr Gly Ile Ala Tyr Glu Arg
65 70 75 80
Pro Cys Arg Ala Gly Gln Trp Trp Asn Asp Glu Lys Lys Tyr Cys Asp
85 90 95
Thr Val Glu Pro Pro Thr Cys Lys Ala Pro Val Val Pro Ala Ser Ala
100 105 110
Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Ala Pro
115 120 125
Ala Ser Thr Ser Pro Cys
130
<210> 6
<211> 135
<212> PRT

<213> Cercospora apii
<400> 6

Met Tyr Gly Leu Phe His Leu Ala Val Leu Ser Ala Thr Ala Pro Ser
1 5 10 15

Ala Ser Ala Leu Pro Gln Gln Gln Glu Lys Pro Gly Val Asn Lys Asp
20 25 30

Phe Ile Cys Pro Pro Glu Asp Met Lys Arg Thr His Cys Met Gly Pro
35 40 45
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Phe Asp Cys Leu Tyr Ala Leu Pro Gly Asn Cys Leu Gly Tyr Ile Gln
50 55 60

Cys Gln Pro Lys Asp Thr Thr Tyr Glu Thr Gly Ile Ala Tyr Glu Arg
65 70 75 80

Pro Cys Arg Ala Gly Gln Trp Trp Asn Asp Glu Lys Lys Tyr Cys Asp
85 90 95

Thr Val Val Pro Pro Thr Cys Lys Ala Pro Val Val Pro Ala Ser Ala
100 105 110

Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Ala
115 120 125

Pro Ala Ser Thr Ser Pro Cys
130 135

<210> 7

<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 7
gactacaagg acgacgatga caaggcaacg atgeaggtge gaac 44

<210> 8

<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 8
tecagaattet tacagttgte geatee 26

<210> 9

<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 9
gcaaatggca ttctgacate ¢ 21

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 10
gactggttec aattgacaag ¢ 21

<210> 11
<211> 26
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 11
ggecatggga tttgttetet ttteae

<210> 12
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 12
attttgggea cggcaagag

<210> 13
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 13

cttgeegtge ccaaaatget ggaacgatge aggtgeg

<210> 14
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 14
ggctegagtt acacgttgte geatectg

<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 15
ggeeegggge tggacgatge aggtgeg

<210> 16
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 16
ggctegagtt acacgttgte geatectg

<210> 17
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<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 17
caatcacagt gttggcttge

<210> 18
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 18
gaccctatgg getgtgttyg
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Reivindicaciones
1. Método para incrementar la resistencia de una planta o parte de ella

susceptible a infeccién por un patégeno constituido de una regién ortéloga de la
proteina Avr4 de Cladosporium fulvum; dicho método comprende la
transformacién de dicha planta o parte de ella con un 4cido nucleico que codifica
el Cf4 o con un homélogo funcional del mismo, la planta en mencién no es de

tomate o de tabaco.

2. Método mencionado en la reivindicacién 1, es caracterizado por una planta
o parte de ella seleccionada a partir de un grupo de plantas: planta de banano,

planta de trigo, planta de remolacha azucarera, planta de maiz y de apio

3. Método mencionado en la reivindicacién 1 o 2, es caracterizado por el

siguiente homdélogo funcional: el péptido Her9-Avr4.

4. Método mencionado para cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado por la transformacién consiste en introducir un vehiculo de 4cidos

nucleicos de entrega, de preferencia un vector de expresién.

5. Método mencionado en la reivindicacién 4, caracterizado por el vector de
expresiéon se refiere a un vector viral, de preferencia un adenovirus o un

retrovirus.

6. Método utilizado para detectar la resistencia de una planta o parte de ella
a, por lo menos, un patégeno consiste en:

a) detectar por lo menos un patégeno con la proteina Avrd de Cladosporium
fulvum o una region ortéloga de la proteina,

b) seleccionar por lo menos un patégeno que contenga la proteina Avr4 de
Cladosporium fulvum o una regién ortéloga de la proteina,

¢) introducir por lo menos un patégeno dentro de la planta o parte de ella y,

d) detectar en dicha planta o parte de ella la ausencia o presencia de una
respuesta de defensa a por lo menos un patégeno,

la planta en mencién no es de tomate o de tabaco.
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7. Método mencionado en la reivindicacién 6, caracterizado por una planta o
parte de ella es seleccionada a partir de un grupo de plantas tales como de:

banano, trigo, remolacha azucarera, maiz y apio.

8. Método mencionado en la reivindicacién 6 o 7, caracterizado por la regién
ortéloga contiene un componente vinculante: la quitina, muy similar a la que hace

parte de la gran familia de las proteinas de quitina CBM14.

9. Método mencionado en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde la
regién ortéloga contiene una secuencia de aminoécidos es seleccionado a partir de
un grupo compuesto de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, de preferencia seleccionados del grupo
compuesto de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6.

10. Método mencionado en cualquier de las reivindicaciones 1 a 9,
caracterizado por un  patégeno es un hongo, de preferencia un hongo
Dothideomycete, el cual es preferentemente seleccionado a partir de un grupo
compuesto de Mycosphaerella fijiensis, Cercospora nicotianae, Cercospora beticola,
Cercospora zeina, y Cercospora apii, con la salvedad de que el patégeno no sea un

Cladosporium fulvum.

11.  Aplicacién de un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 para incrementar la resistencia de una planta o parte de ella a por lo menos

un patégeno, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco.

12.  Aplicacién de un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
6 a 8 para detectar la resistencia de una planta o parte de ella, a por lo menos un

patdgeno, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco.
13.  Aplicacién mencionada en la reivindicacién 11 o 12, caracterizado por una

planta o parte de ella es seleccionada a partir de un grupo de plantas tales como

de: banano, trigo, remolacha azucarera, maiz y apio.
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14.  Aplicacién mencionada en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13,
caracterizado por un patégeno es un hongo, de preferencia un hongo
Dothideomycete, el cual es preferentemente seleccionado a partir de un grupo
compuesto de Mycosphaerella fijiensis, Cercospora nicotianae, Cercospora beticola,
Cercospora zeina, y Cercospora apii, con la salvedad de que el patégeno no sea un

Cladosporium fulvum.

15. Método para incrementar la resistencia de una planta o parte de ella
susceptible a infeccién por un patégeno, dicho patégeno es un Dothideomycete,
con la salvedad de que el patégeno no sea un Cladosporium fulvum, de
preferencia seleccionado a partir de un grupo compuesto de Mycosphaerella
fyiensis, Cercospora nicotianae, Cercospora beticola, Cercospora zeina, y
Cercospora apii, dicho método comprende la transformacién de una planta o parte
de ella con un acido nucleico que codifica el Cf4 o con un homélogo funcional del
mismo, la planta en mencién no es de tomate o de tabaco, la planta es de
preferencia caracterizada por una planta seleccionada a partir de un grupo de

plantas tales como de: banano, trigo, remolacha azucarera, maiz y apio.
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Titulo: Método para incrementar la resistencia de una planta o parte de ella a un
agente patogeno, método para detectar la resistencia de una planta o parte de ella

a un agente patogeno y aplicaciones de los mismos.

Resumen

La presente invencién se relaciona al 4rea de la biotecnologia vegetal. En
particular, la presente invencién describe los métodos para incrementar la
resistencia de una planta, o parte de ella, susceptible a infeccién por un patégeno
constituido de una regién ortéloga de la proteina Avr4 de Cladosporium fulvum,
la planta en mencién no es de tomate o de tabaco. La invencién también se
relaciona con los métodos para detectar la resistencia de una planta, o parte de
ella, a por lo menos un patégeno que no sea de Cladosporium fulvum, la planta en
mencién no es de tomate. Ademds, la invencién describe la aplicacién de los

métodos desarrollados.
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