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Métodos para la modulacion de las vias de metilacion del SIRNA y ADN dirigido por ARN
Descripcion

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Composiciones y métodos para conferir resistencia frente a un amplio espectro de patégenos en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] En los ultimos afios ha habido una apreciacién creciente de los efectos complejos y pleiotropicos del
silenciamiento génico y los componentes de la maquinaria del silenciamiento génico. A partir de los efectos
observados inicialmente por la supresion transgénica de la expresion de genes enddgenos en plantas del género
petunia, ha surgido una interpretacién de los efectos en plantas y animales que abarcan el mantenimiento de control
en los transposones de control en el estado de metilacion y, en efecto, en la actividad transcripcional de la
cromatina.

ARN pequeno. Dicers y Argonautas: nucleo bioguimico del silenciamiento de ARN

[0003] “Silenciamiento de ARN” se refiere, en conjunto, a diferentes procesos basados en ARN que tienen como
resultado la inhibicién especifica de secuencia de la expresién génica, ya sea a niveles de transcripcion, de
estabilidad de ARNm o de traduccién. Estos procesos comparten tres caracteristicas quimicas: (i) la formacion de
ARN(s) bicatenario, (ii) el proceso de ARN en ARNs bicatenarios pequenos de 20 a 60 nucleétidos (nt) con extremos
en bisel, y (iii) accién inhibitoria de una hebra de ARN pequefo seleccionado en complejos efectores que actuan en
el ARN / ADN parcial o totalmente complementario. Puesto que son numerosos los mecanismos que pueden generar
ARN bicatenario, las etapas efectoras y de proceso de ARN pequefio tienen un ndcleo bioquimico comun. Los ARNs
pequefios se producen por enzimas de tipo RNasa IIl llamadas Dicers' con uniones de ARN bicatenario, ARN
helicasa, RNasa Ill y dominios PAZ (Piwi / Argonauta / Zwille). Una de las dos hebras del ARN pequefio se une a
complejos efectores llamados RISCs (complejo de silenciamiento inducido por ARN) que contiene invariablemente
un miembro de la familia de la proteina Argonauta (Ago). Los Agos tienen un dominio de uniéon PAZ al ARN pequefo
y también contienen un dominio PIWI que proporciona actividad endonucleolitica (conocida como “slicer’) a los
RISCs programados para segmentar los ARNs® ° diana. De hecho, el Ago2 humano cargado de ARN pequefio por si
solo constituye un RISC capaz de segmentarse in vitro, pero muchas proteinas adicionales también pueden ser
componentes funcionales de los RISCs in vivo®.

[0004] En la presente, se analizan pruebas recientes de diferentes vias construidas sobre el nicleo Dicer — Ago
que realizan un conjunto de funciones biolégicas dirigidas por el ARN pequefio en plantas superiores. Estas incluyen
la regulacion de la expresién de genes enddgenos, el control de transposones, la defensa viral y la formacion de
heterocromatina. El objetivo principal de la presente se centra en plantas ya que muestran un espectro casi completo
de efectos conocidos de silenciamiento de ARN, pero también se incluyen otras similitudes y diferencias con otros
organismos.

Vias de silenciamiento de ARN exdgenamente desencadenado que dan como resultado el clivaje del transcrito

Transgenes productores de ARN bicatenario y IR - SGPT: practico, pero misterioso

[0005] El silenciamiento génico post - transcripcional (SGPT) se descubri6 en Petunia transgénica como una
pérdida de los loci transgénicos (ya sea en configuracion sentido o antisentido) y del gen de expresién homologo
enddgeno’. Los loci transgénicos a menudo producian ARN bicatenario ya que formaban conjuntos con patrones de
integracion complejos® ’. En consecuencia, la eficacia del SGPT aumenté enormemente por la expresion simultanea
de sentido y antisentido o por la produccion directa de ARNs bicatenarios largos a partir de transgenes® colocados
como invertidos repetidos (IR). El ultimo proceso, IR — SGPT, es actualmente la base de ARN de interferencia
(ARNi) en plantas, e incluye, al menos, dos clases de ARNs diferentes denominadas ARNs pequefios de
interferencia (siRNA). Se cree que los siRNAs de 21 nt guian el cIive%je del ARNm, mientras que los siRNAs de 24 nt
pueden mediar exclusivamente las modificaciones de cromatina 0 " Estas dos clases de siRNA acumulan
poblaciones en la secuencia completa de los transcritos de IR'. Aunque se utiliza generalmente como una
herramienta de busqueda, el IR — SGPT sigue siendo uno de los procesos menos conocidos de silenciamiento de
ARN de plantas. Un constructo transgén colocado como invertido repetido (IR), empleado normalmente en el ARNi
de plantas, produce transcritos bicatenarios con brazos perfectamente complementarios. Dos enzimas de tipo Dicer
(DCL) procesan los transcritos bicatenarios. El DCL3 produce siRNAS de 24 nt, que pueden dirigir la modificacion de
ADN / histona en los loci homélogos y parece dispensable para el clivaje de ARN. La Figura 3 muestra dos de los
numerosos escenarios no excluyentes mutuamente que, posiblemente, explican las modificaciones de cromatina
dirigidas al siRNA en los loci enddgenos. Cabe destacar que ambos escenarios se basan en esquemas circulares y
amplificados en los que la produccion de siRNA y la modificacién de cromatina se refuerzan entre si. DCL4 es,
probablemente, la enzima preferida para la produccion de siRNAs de 21 nt a partir del ARN bicatenario. Una hebra
de siRNA se incorpora al RISC cargado con AGO1 para dirigir el clivaje endonucleolitico del ARN homélogo,
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conduciéndolo a su degradacién. Ambas especies de siRNA se protegen de la degradacién afadiendo grupos metilo
a los extremos 3' — Terminal de cada hebra de ARN, mediante metiltransferasa HEN1. Por consiguiente, hasta hace
poco tiempo, no se habia descubierto ningln mutante defectivo en esta via, a pesar de los esfuerzos considerables
de diversos laboratorios. Una de las explicaciones mas probables es que los altos niveles de ARN bicatenario
producido en IR — SGPT promueve las actividades de los diferentes Dicers y RISCs, que actuarian normalmente en
distintas vias, para mediar redundantemente el silenciamiento. Analisis recientes de los knockouts de Dicer
combinatorio en Arabidopsis apoya esta idea' '. No obstante, el Dicer de tipo 4 (DCL4) parece ser la enzima
preferida para el IR — SGPT, ya que se requiere especificamente para la acumulaciéon de siRNA de 21 nt y el
silenciamiento a partir de un transgén'® IR moderadamente expresado especifico del floema. DCL2 también puede
estar involucrado en eI ARNi, ya que convierte algunos sustratos de DCL4 enddgeno en siRNAs de 22 nt en
ausencia de DCL4' , aunque no esta claro si estas moléculas pueden sustituir funcionalmente los productos de
siRNA de 21 nt de DCL4.

S — SGPT y silenciamiento transitivo: introducir RDR

[0006] Existen numerosos ejemplos en los que las inserciones de transgenes de copia Unica producen transcritos
de sentido que desencadenan el SGPT. Esta via, la de (S) — SGPT sentido, se ha analizado minuciosamente
utilizando pantallas de genética clasica que presentan como se produce el ARN bicatenario. La via se muestra en la
presente siendo mejorada por ARNs con caracteristicas anormales, aunque puede haber desencadenantes
alternativos. Las anormalidades de ARN pueden incluir la falta de una cola poli — A o del capuchén 5'. Este ultimo,
normalmente, permitiria la degradacién de ARN a través de la actividad de la 5' — 3' exonucleasa XRN4. La falta de
XRN4 favoreceria la acumulacion de ARNm sin capuchoén, desencadenando por tanto su conversién en ARN
bicatenario por la accion combinada de RDR6, SGS3, SDE3 y, posiblemente, WEX. EI ARN bicatenario resultante se
procesa a continuacion por un DCL, normalmente DCL4 (véase el texto), produciendo siRNAs Unicamente de 21 nty
metilados por HEN1. Estas moléculas pueden tomar parte en dos conjuntos de reacciones. En primer lugar, pueden
utilizarse como cebadores por RDR6 para reforzar la produccion de ARN bicatenario a partir de plantillas de hebra
Unica en un fendbmeno conocido como “transitividad”. En el silenciamiento de ARN transitivo, una fuente de ARN
bicatenario de siRNAs primarios favorece la produccién de siRNAs 5' y 3' secundarios del intervalo inicialmente
dirigido de un transcrito. La produccion de siRNAs 5' secundarios (caso 1) puede explicarse por la sintesis de hebra
complementaria dependiente de RDR6 / SGS3 / SDE — 3, que se ceba por uno de los siRNAs primarios. La
produccion de siRNAs 3' secundarios (caso 2) no puede explicarse por una reaccion cebadora, y es posible que los
fragmentos de ARN resultantes del clivaje de un transcrito dirigido a siRNA primario se reconozcan como anormales,
iniciando por tanto la sintesis de ARN bicatenario con un S — SGPT. Las reacciones 5'y 3' no deberian considerarse
mutuamente excluyentes, al igual que los siRNAs producidos en (2) podrian cebar la posterior sintesis de ARN
bicatenario segun el esquema representado en (1). DCL4 se muestra como aparentemente involucrado en la
biogénesis de siRNA 5' y 3' secundarios. A diferencia de los siRNAs primarios (que pueden ser de 21 nty 24 nt), los
siRNAs secundarios son Unicamente de 21 nt. No queda del todo claro si los siRNAs primarios de 24 nt pueden
desencadenar el silenciamiento de ARN transitivo. También pueden incorporarse al RISC cargado con AGO1 para
dirigir el clivaje especifico de secuencia del ARN homologo. Los productos de clivaje resultantes podrian percibirse
como ARNs anormales y, por tanto, podrian favorecer la posterior produccién de ARNs bicatenarios, dando como
resultado una reaccién amplificada. Estas pantallas convergleron en la identificacién de la ARN polimerasa RDR6
dependiente de ARN, una de las seis RDRs posibles Arab/dopSIs 7. Se cree que RDR®6 reconoce y emplea como
plantillas ciertos transcritos transgénicos con caracteristicas anormales que incluyen la falta de capuchéon 5'. Por
ejemplo, la mutacion de XRN4 Arabidopsis, una exonucleasa 5' — 3' que degrada los ARN mensajeros sin capuchdn,
aumenté la acumulacién del transgén sin capuchon de los ARN mensajeros. Esto favorecié su conversion en ARN
blcatenarlo por RDR6 y la subsecuente degradacion de todos los transcritos transgénicos a través de la via S —
SGPT'. Lo mas probable es que RDR6 sintetice hebras complementarias de su plantilla de ARN, dando como
resultado la produccion de ARN bicatenario, ya que una mutaciéon con cambio de sentido en el motlvo GDD, esencial
para la actividad catalitica de todos los RDRs caracterizados, es suficiente para mitigar S — SGPT"’

[0007] Aunque el Dicer que produce siRNAS a partir de productos RDR6 suele ser identificado, la acumulacion de
siRNA de S — SGPT en Arabidopsis reqwere la proteina como una hellce superenrrollada de funcién desconocida
SGS3', la exonucleasa de RNAsa D WEX'®, la metiltransferasa HEN1%° especifica de ARNs y la posible helicasa
SDE3*' de ARN. A diferencia del RDRS, la presencna de SDES3 no es estrictamente necesaria para el S|Ien0|am|ento
transgénico, y, por tanto, podria resolver las estructuras secundarias encontradas en las plantlllas RDR?'. En
consecuencia, un SDE3 homologo es parte del complejo RDR de Schizosaccharomyces pombe®®. SDE3 podrl’a
también actuar en otras etapas del silenciamiento de ARN ya que la protelna homéloga Armitage es necesaria para
la unién de RISC en Drosophilia, un organismo desprovisto de genes RDR?*. WEX esta relacionado con el dominio
exonucleasa de mut— 7 necesario para el silenciamiento del transposén y ARNi en C. elegans, pero su papel en el S
— SGPT sigue siendo impreciso. La metilacion catalizada por HEN1 de extremos terminales libres de hidroxi protege
los ARNs de Arabidopsis, incluyendo los siRNAs de S — SGPT, a partir de la adicion de uridinas al extremo 3" —
Terminal del ARN, una modificacion que favorece su inestabilidad (véase la seccién miRNA del presente
documento)

[0008] En una pantalla de S — SGPT mutante, se recuper6 una serie alélila extensiva de ago1, sosteniendo que,
entre los 10 paralogos de Arabidopsis AGO, AGO1 esta involucrado especificamente en esta via %.27 |ncluso los
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alelos de ago1 débiles perdian completamente los S|RNAs de S — SGPT, sugiriendo inicialmente que AGO1 tenia un
papel en la produccion de siRNA en lugar de una accién®’. Sin embargo, desde que se reconocié AGO1 como una
actividad slicer de los RISCs cargados con miRNA y siRNA de la planta®® %, la pérdida de siRNAs en ago! puede
también ser resultado de su pobre incorporacién en RISC, mejorando su perdlda No obstante, no puede excluirse
que AGO1 tenga un papel en la produccién de siRNA — posiblemente unido a la sintesis de ARN bicatenario
dependiente de RDR6 — ya que algunos mutantes defectuosos de ago1 en la acumulacion de siRNA en S — SGPT
no muestran efecto alguno en IR — SGPT*

[0009] RDRS6 vy, quizas otros com onentes de S — SGPT, también estan involucrados en el fenédmeno relacionado
al silenciamiento, la transitividad®"” *. La transitividad es la “transicion” de siRNAs primarios (correspondientes a un
intervalo de secuencia de un ARN dlrlgldo) a siRNAs secundarios que dirigen regiones fuera del intervalo inicial. En
las plantas, esta transicion puede tener lugar tanto en 5' como en 3' de intervalo primario, posiblemente reflejando
actividades dependientes del cebador e independientes del cebador RDR6. La transitividad sirve como un
mecanismos de amplificacion de siRNA que también cuenta para otros movimientos de silenciamiento en plantas
transgénicas®. Los siRNAs secundarios son exclusivamente de 21 nt. Por tanto, dados estos siRNAs de S — SGPT
para acumular especies de 21 nt*, el DCL4 produce siRNAS de 21 nt a partir de transcritos de IR', y las actividades
de DCL4 y RDR6 estan vinculadas a la biogénesis de siRNA de 21 nt trans - actuante (véase a continuacion),
desencadenando la especulacion de que DCL4 también es el Dicer preferido para la produccion de siRNA tanto en S
— SGPT como en transitividad.

[0010] Cual seria la funcion biolégica de una via amplificada y auténoma no celular basada en siRNAs de 21 nt?
Una respuesta, como minimo, es la defensa antiviral. Los siRNAs de 21 nt derivados de virus se acumulan en
celulas infectadas *, y las plantas comprometidas por la funcion de RDR6 son hipersusceptibles a diferentes virus"’

Una respuesta amplificada por RDR cebada por siRNAs virales (transitividad) y / o aumentada por ARNs
anormales derivados de virus (via S — SGPT) aseguraria que la maquinaria de silenciamiento sigue las altas
velocidades de replicacion del patégeno. La naturaleza sistémica de la respuesta inmunizaria las células que estan a
punto de ser infectadas, dando como resultado, en algunos casos, la exclusion viral. Segun esta idea, los
meristemos de Nicotiana benthamiana con RDR6 de actividad comprometida se verian invadidos por varios virus,
aunque estos tejidos son, normalmente, inmunes a infecciones™.

Vias de silenciamiento de ARN enddgeno involucrado en regulaciones post — transcripcionales

MicroARNs

[0011] En las plantas, los miRNAs se producen como hebras Unicas, especies de ARNs de 20 a 24 nt, escindidos
de transcritos enddgenos no codificadores con estructura plegada. Los siRNAs actdan en frans en los transcritos
celulares diana para inducir su degradacién por clivaje, o para atenuar la produccién de proteinas. Los transcritos de
miRNA primarios (pri) con estructuras plegadas son producto de la ARN polimerasa Il (Pol ). La posicién del miRNA
maduro esté en box. La accién nuclear combinada de DCL1, HYL1 y HEN1 produce un miRNA maduro y metilado.
En cuanto a la exportacion nuclear, posiblemente mediada por la exportina 5 homéloga HASTY de Arabidopsis, €l
miRNA maduro se incorpora al RISC cargado con AGO1 para favorecer dos posibles conjuntos de reacciones que
no son mutuamente excluyentes. Una primera reaccion permitiria el clivaje endonucleolitico de ARN homdlogo,
como el dirigido por los siRNAs de 21 nt. Esto daria como resultado un fragmento de clivaje de 5' con uridinas
adicionales — una modificacion que puede favorecer su rapida sustitucion — y un fragmento 3' méas estable que
podria degradarse por la exonucleasa XRN4. El esquema también parece albergar la posibilidad de que los miRNAs
maduros podrian tener efectos especificos en la secuencia en el nlcleo (véase el texto). Estas actividades nucleares
incluyen el clivaje de ARN (hasta la incorporaciéon en un posible RISC nuclear) asi como la metilacion de ADN.
Actualmente se han identificado aproxmadamente 100 genes MIRNA de Arabidopsis incluidos en 25 familias
distintas®® , pero parece que existen muchos mas (Box 1). Los miRNAs tienen papeles bioldgicos importantes en el
desarrollo de plantas y animales, como se ha probado por los fuertes defectos de desarrollo de varios mutantes con
sobreexpresion de miRNA y pérdida de las funciones®’de los mutantes. Por ejemplo, los elementos reguladores
clave de la respuesta de plantas a Ia hormona auxina, que especifica la forma de érganos y ejes del cuerpo de la
planta, se controlan por miRNAs®** *°. Los miRNAs también regulan la acumulacion de Ios factores de transcripcién
(Fts) involucrados en la identidad / nimero de organos florales *'* *2, forma de la hOja , asimetria abaxial / adaxial
de la hoja ***° y formacion de raices laterales*®. Ademas, DLC1 y AGO1 involucrados en la via miRNA, se regulan
ellos mismos por miRNAs*” “®. Sin embargo, se han [dentificado miRNAs de plantas con dianas validadas
involucradas en el metabollsmo primario y secundario ** *°, lo que indica que sus papeles no se limitan a
regulaciones del desarrollo. Los miRNAs pueden, de hecho, tener otras muchas implicaciones en la fisiologia de las
plantas y en su adaptacién al medio (Box 1).

Transcripcién y biogénesis de miRNA

[0012] La mayoria de los genes miRNA de plantas y animales residen entre genes codificadores de proteinas o en
intrones™. La mayoria son, probablemente, para ser unidades independientes de transcripcion y sus patrones de
expresion a menudo muestran tejidos exquisitos — o incluso especnflmdad de tipo celular, segun un papel en el
disefio y mantenimiento de estados celulares diferenciados °" ®2. No obstante, los factores de transcripcion o
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mecanismos post — transcripcionales que especifican la expresién génica de miRNA siguen siendo desconocidos.
Muchos transcritos humanos de miRNA primario (pri — miRNAs) se sintetizan por la ARN polimerasa Il (Pol Il), ya
que los pri — miRNAs tienen capuchones 5'y colas poli — A tlplcos de Pol Il, sus sintesis se inhiben con farmacos
que inhiben Pol II, y esta se encuentra en sus promotores in vivo™. Del mismo modo, aunque de manera menos
extensa, las pruebas también apuntan a Pol Il como la principal pollmerasa que produce pri — miRNAs de plantas

[0013] Hasta la transcripcion, los pri — miRNAs de mamiferos se procesan mediante una via biosintética bien
definida. La ARNasa Il Drosha y su cofactor esencial DGCR8 / Pasha — ambos constituyentes del complejo nuclear
del Microprocesador — catalizan los cortes iniciales en la base tallo — lazo de un pri — miRNA para producir pre —
miRNAs. Los pre — miRNAs se procesan con Dicer en miRNAs maduros hasta la exportacion nuclear dependiente
de exportina 5 **. Las plantas no tienen eqsuwalente directo del Microprocesador. En Arabidopsis, la biosintesis de
miRNA depende especn‘lcamente de DCL1 necesario para el proceso gradual del ndcleo de los pri — miRNAs,
pero aunque DCL1 en si mismo cataliza todas las reacciones S|gue sin estar claro®’. La exportina — 5 homéloga
HASTY de plantas esta involucrada en la biogénesis de miRNA%® , pero su papel exacto no esta tan claro como en
los mamiferos en los que el producto del Microprocesador pre - m|RNA es una carga experimentalmente verificada®
Los mutantes hasty muestran la acumulamon disminuida de algunos, aunque no todos, los miRNAs tanto en
fracciones nucleares como citoplasmaticas®®. Estas observaciones apoyan la existencia del sistema de exportacion
de HASTY independiente de miRNA y la cuesti()n de si los complejos de miRNAs o que contienen miRNAs son,
siquiera, cargas de AHSTY.

[0014] En plantas y animales, el proceso de Dicer tiene lugar junto a proteinas de union especifica a ARN
bicatenario. El rlmero descubierto con el complejo Dcr2 — R2D2 necesario para la carga de RISC en la via de ARNi
en Drosoph///a , se ha descubierto ahora en el complejo Dcr1 — Logs mvolucrado en la via de miRNA en
Drosophilia®, y el Dicer — TRBP, asi como el Dicer — PACT en células humanas % %. DCL1 — HYL1 constituye un
complejo smgular que actia en el proceso de pri — miRNA en la via de miRNA en Arab/dop31364" ¢’ En todos los
casos, Dicer produce un duplicado entre el miRNA maduro (miR) y su hebra complementaria (miR*)®®. La hebra miR
es, por lo general, menos estable en cuanto a pares de bases en su extremo 5' — Terminal y es, consecuentemente,
cargada como la hebra guia en RISC, en la que se degrada la hebra miR*®°. En la via de ARNi de Drosophilia, R2D2
actla como un sensor de asimetria termodindmica de los duplicados de siRNA, y Logs, TRBP, PACT y HYL1
podrian actuar de manera similar.

[0015] HEN1 es una metiliransferasa de unién a S — adenosil metionina (SAM) que metila el extremo 2' — Terminal
hidroxi de los duplicados miR / miR*, una reaccién aparentemente especifica del reino de las plantas’ "". La
metilacién protege los mlRNAs de las actividades que ariaden uridinas y degradan los ARNs pequerios de las
plantas en el extremo 3%, pero no es necesario para el clivaje dirigido por miRNA dependiente de RISC en extractos
de Arabidopsis®. Todos los casos conocidos de ARNs pequefios de plantas se desnaturalizan con HEN1%°, pero
esta modificacion parece impactar de manera diferente en la estabilidad del ARN pequefio, quizas porque refleja
interacciones variables entre HEN1 y diferentes complejos proteicos o diferentes poblaciones de ARN pequefio. Por
ejemplo, el represor de silenciamento viral Hc — Pro previene la metilacién de virus derivados de siRNAs, pero no de
mlRNAs72, y existen numerosos alelos mutantes de hent, en los que la acumulacion de miRNA, pero no de S —
SGPT de siRNAs, esta dismuida®

Actividades de miRNA de plantas

[0016] La mayoria de los miRNA de plantas identificados tienen complementariedad casi perfecta a sus dianas 3/
favorecen su clivaje. Esto se sigue por la adicion de uridinas y la degradacién rapida del fragmento de clivaje de 57,
y la degradacion mas lenta del fragmento de clivaje de 3' mediado, al menos en algunos casos, por XRN4™ Los
miRNAs animales muestran, generalmente, una complementariedad imperfecta y reprimen la producmon de
proteinas de ARNs mensajeros diana intactos. Sin embargo, es posible que la accién de ambos miRNAs animales y
de plantas resulten de una combinacion de ambos procesos, cuyas contribuciones respectivas probablemente varian
dependiendo de la extension del miRNA: complementariedad diana (Box 4). Aunque el RISC que actda en la via de
miRNA de la planta apenas se ha definido, AGO1 se asocia con los miRNAs y los miRNAs diana se segmentan in
vitro por inmunoafinidad purificado por AGO1?® %. Por tanto, en plantas, el mismo Argonauta parece funcionar como
un slicer para los RISCs cargados con miRNA y siRNA, contrastando con la situacion dada en Drosophilia'y C.
elegans. Los componentes RISC de plantas diferentes a AGO1 esperan ser identificados y puede ser que existan
numerosas alternativas a RISC, dado el nimero de genes de tipo AGO en Arabidopsis.

[0017] Los miRNAs maduros de plantas se detectan tanto en fracciones celulares nucleares como en las
citosélicas®. Asimismo, el RISC programado con el miRNA /et — 7 puede ser inmunopurificado a partir de fracciones
celulares nucleares humanas”®, indicando que los miRNAs de plantas y animales pueden tener funciones nucleares
Estas pueden incluir el clivaje de ARN, como sugiere la actwndad que dirige al intron del miR173 de plantas pero
también podria comprender modificaciones de ADN homdlogo’’. Por tanto, en Arabidopsis, el reconommnento por
miR165 del transcrito spliced de PHB dirige, aparentemente, la cis — metilacion en la plantilla PHB del ADN. Esta
metilacién es enigmatica, sin embargo, ya que ocurre varias Kb corriente abajo del sitio de unién de miRNA”’. Es
concebible que el clivaje inducido por miRNA en el transcrito emergente de PHB desencadene la formacién de ARN
bicatenario iniciada en el extremo 3' — Terminal del transcrito durante una actividad de RDR independiente de
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cebador con procesividad moderada. La produccion resultante de siRNA seria, por tanto, confinada al extremo 3' —
Terminal y podria mediar la metilacion de ADN segun los esquemas presentados en una seccion posterior de la
presente divulgacion. Curiosamente se han detectado algunos, aunque pocos, siRNAs correspondientes a partes
corriente abajo de dlversos miRNA diana en Arabidopsis, aunque ninguno era directamente complementario a la
secuencia metilada PHB'®. La metilacion de ADN dirigida por miRNA directa en cis y / o trans también se ha
sugerido desde la observacnon de algunos mlRNAs de 21 nt de Arabidopsis acumulados como una segunda especie
de 24 nt en etapas de desarrollo especificas®®.

SiRNAs trans - actuantes: combinando acciones de miRNA y siRNA

[0018] Los siRNAs trans — actuantes (ta) son una clase de ARNs pequefios recientemente descubiertos. Se
derivan de transcritos no codificadores de hebra Unica, los pri —tasiRNAs, que se convierten en ARN bicatenarios por
RDR6 — SGS3, dan lugar a siRNAs producidos como especies discretas en fase especifica de 21 nt’® . Los
transcritos de siRNA trans — actuante primarios (pri) son ARNs no codificadores desprovistos de estructuras
plegadas. Un miRNA incorporado en RISC cargado con AGO1 dirige el clivaje endonucleolitico del pri —tasiRNAs.
Este corte genera dos fragmentos de clivaje, uno de los cuales actia como una plantilla RDR6, permitiendo la
produccion de ARN bicatenario. DCL4 inicia el proceso exclusivamente a partir de extremos de ARN bicatenario
correspondientes al sitio de corte inicial de miRNA, para producir tasiRNAs en fases metiladas por HEN1. tasiRNAs
dirigen, subsecuentemente, el clivaje de ARNs mensajeros homélogos, una vez incorporados en el RISC cargado
con AGO1. Las reacciones coloreadas representadas en la incrustacion muestra la importancia del corte inicial
dirigido a miRNA para determinar la fase apropiada para los tasiRNAs (1). La fase (2) incorrecta daria como
resultado la produccién de ARNs pequefios no deseados. La implicacion de RDR6 — SGS3 es reminiscente de la
biogénesis de siRNA en S — SGPT, pero las necesidades genéticas de estas vias no son idénticas, ya que la
acumulamon de tasiRNAs es normal en el mutante hipomérfico ago? — 27y en los mutantes defectuosos en SDE3 y
WEX"®. En la mayoria de miRNAs de plantas, los tasiRNAs maduros dirigen el clivaje y la degradacion de transcritos
ceIuIares homologos Hasta la fecha, solo se han identificado tasiRNAs que generan loci (TAST — 3) en
Arabidopsis®, 76 pero parece que existen en otras especies de plantas y, posiblemente, en otros organismos que
contienen RDRs como, por ejemplo, C. elegans o N. crassa.

[0019] La produccién de tasiRNAs involucra una interesante combinacion de acciones de miRNA y la maquinaria
de biogénesis de siRNA (Box 3). Los pri —tasiRNAs contienen un sitio de unién para un miRNA que dirige el clivaje
hasta un punto definido. El corte inicial dirigido por miRNA tiene dos consecuencias importantes. En primer lugar,
desencadena la transitividad mediada por RDR6 en los productos de clivaje de pri —tasiRNAs, permitiendo la
produccion de ARNs bicatenarios 5' 0 3' del sitio de clivaje. En segundo lugar, proporciona un extremo terminal de
ARN bicatenario crucial para la exactitud de una reaccién de corte por fases llevada a cabo por DCL4, que produce
tasiRNAs maduros.

[0020] ,Cual es el papel bI0|OsgICO de tasiRNAs? Tanto rdr6, sgs3 como dc/4 muestran una fase de transicion de
joven a adulto acelerada'® , lo que indica que los tasiRNAs podrian regular este hecho. La diana de tasiRNAs
incluye dos factores de respuesta a auxina (ARF) Tfs y una familia de proteinas con repeticién de pentatricopéptido,
aunque no hay pruebas de Ia participacion de la unica diana funcionalmente caracterizada (ARF3 / ETTIN) en la
transicion de joven a adulto ni se observaron defectos heterocrénicos en la insercién de mutantes que afectaran a
los loci TAS7 0 TAS2®®'. Los mutantes en AGO7 / ZIPPY muestran un defecto en la fase de transicion similar®, lo
que sugiere que AGO7 podria formar parte de un RISC programado contra siRNAs especificos, aunque los
tasiRNAs se co — inmunoprecipitan con AGO1 para formar un RISC clivaje compentente®.

Transcrito de siRNA natural antisentido

[0021] Se ha descrito recientemente un ejemplo en el que un par de genes vecinos en hebras de ADN opuestas
(genes antlsentldo cis) aumenta en una especie Unica de siRNA a partir de la regi6on de solapamiento de sus
transcritos®®. Esta especie de siRNA de 24 nt — denominada transcrito de siRNA natural antisentido (nat — siRNA) —
dirige el cllvaje de uno de los dos transcritos progenitores, y se produce en una unica via que involucra DCL2, RDRS,
SGS3 y la subunidad NRPD1a de tipo ARN polimerasa dependiente de ADN atipico (véase el parrafo
correspondiente a las vias de silenciamiento de ARN dirigido por cromatina). El clivaje dirigido por nat — siRNA
desencadena la produccion de una serie de siRNAs de 21 nt secundarios, una reaccién similar a la biogénesis de
tasiRNA excepto porque el Dicer implicado es DCL1. El papel del nat — siRNA secundario es incierto, pero el clivaje
dirigido por nat — siRNA primario contribuye a la adaptacion al estrés, y, dado el gran nimero de pares de genes
antisentido cis en plantas y otros genomasss’ 8 este ejemplo aislado puede reflejar un mecanismo de regulacién
génica generalizado.

Vias de silenciamiento de ARN dirigido por cromatina

[0022] Ademéas de actuar sobre el ARN, los siRNAS pueden dirigir la formacion de heterocromatina
transcripcionalmente silenciada en hongos, animales y plantas. La heterocromatina de las plantas se caracteriza por
dos conjuntos de modificaciones: metilacién de citosinas X de residuos de lisina especificos de histona (histona 3
Lys9 (H3K9) e histona 3 Lys27 (H3K27) en Arabidopsis)”'. En algunos organismos, estas modificaciones actian
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como un conjunto de plataformas para proteinas que favorecen la condensaciéon de cromatina. Las metiliransferasas
citosinas de Arabidopsis incluyen el homdlogo cercano DRM 1 / 2 necesario para la metilacién de todo el nuevo
ADN, el MET1 necesario para el mantenimiento replicativo de la metilacién en los smos CG y el CTM3 necesario
para el mantenimiento en los sitios CNG y en los sitios asimétricos CNN (revisado en %89 ). Las metiltransferasas de
histona involucradas en la metilacion de H3K9 y H3K27 pertenecen al grupo de homoélogos Su (Var) 3 — 9 e incluyen
KYP / SUVH4 y SUVH2 en Arabidopsis®™.

[0023] En numerosos organismos, se han hallado siRNAs correspondientes aI nuamero de loci enddgenos
silenciados, incluyendo retrotransposones, ADNr 5S y repeticiones centroméricas®. Se denominan siRNAs cis —
actuantes (casiRNAs) debido a que favorecen las modificaciones ADN / histona en Ios loci que los genera. En las
plantas, casiRNAs se metilan por HEN1 y son, predomlnantemente de 24 nt (Box 4)* ®'. Su acumulacién depende
especificamente de DCL3 y, en muchas ocasiones, de RDR2'. La acumulacién de caS|RNA también exige una
isoforma (que contenga subunidades NRPD1a y NRPD2) de una ARN polimerasa especifica de una planta y
dependiente de ADN, denominada Pol V92 =% pol IV puede actuar como una ARN polimerasa especifica de
silenciamiento que produce transcritos para convertirse en siRNAs por las acciones de RDR2 y DCL3. Sin embargo,
muchos aspectos de las actividades relativas al silenciamiento de Pol IV siguen siendo desconocidas. Por lo tanto,
es incierto incluso si Pol IV posee actividad de ARN polimerasa. Ademas, una isoforma diferente de Pol IV con
subunidades NRPD1b y NRPD2 es necesaria para la metilacion dirigida por siRNAs derivados de IR con homologia
de promotor transgén, sugiriendo que la acciéon de los complejos Pol IV puede no limitarse a la biogénesis de
siRNA®. Finalmente, la necesidad de NRPD1a para la acumulacién de nat — siRNA en presencia de ambos ARNs
mensajeros antisentido (producidos por Pol Il) surigere que Pol IV puede tener funciones reIaC|onadas con el
silenciamiento independientes de la actividad de la ARN polimerasa dependiente del ADN®. Otros factores
implicados en Ia met|Ia0|on de promotor dirigida por siRNA derlvado de IR incluyen el factor de remodelamon de
cromatina DRD1% y la posible desacetilasa de histona HDA6%’, cuya actividad puede necesitarse para proporcionar
lisinas libres de histona para la metilacién por las enzimas KYP / SUVH. Actualmente se desconoce si DRD1y HDA6
también estan implicadas en el silenciamiento de loci enddgenos. Los siRNAs de 24 nt pueden actuar en un
complejo de tipo RISC, quizas similar aI complejo de silenciamiento transcripcional inducido por ARN, RITS,
caracterizado por las levaduras de fision®. Este complejo podria contener AGO4 ya que los mutantes ago4 tienen
fenotipos que se superponen a los de rdr2 dcl3, nrpdia'y nrpd2"'. En los loci afectados por las mutaciones
anteriormente citadas, la metilacién de CNG vy, particularmente, de CNN se reduce fuertemente, mientras que la
pérdida de metilacion de CG es menos pronunciada, de acuerdo con la observacién de que la metilacion del
promotor CG dependiente de MET1 podria mantenerse incluso en ausencia de un desencadenante de ARN
codificado por un virus de TGS*

[0024] EI ADN en si mismo o los transcritos emergentes son posibles dianas de casiRNAs. A continuacion, el ARN
bicatenario se procesa por DCL3 en siRNAs de 24 nt que dirigen el clivaje de transcritos emergentes y pueden,
posiblemente, dirigir las actividades secuenciales de las desacetilasas de histona (por ejemplo, HDAG6), las
metiltransferasas de histona (por ejemplo, KYP, SUVH2) y / o las metiltransferasas de ADN (CTM3 / DRM). No esta
claro si la modificacion de histona precede a la metilacién de ADN o no. El proceso también puede implicar factores
de remodelacién de cromatina dirigidos por siRNA, como DRD1. Las posiciones de Pol IVa y Pol IVb en estas
reacciones estan escasamente definidas. En la via heterocromatica del ARNi de S. pombe que tiene como resultado
la metilacién de H3K9 (pero no citosina), la transcrlpmon diana por Pol Il es necesaria para la accion de siRNA, y
Ago | se asocia con los transcritos emergentes'®. La mehlacnon de histona dirigida por siRNA del promotor humano
EF1A también dependia de la transcripcion activa de Pol 11", Sin embargo, no puede excluirse el apareamiento de
bases de siRNA — ADN directo. Por ejemplo, en experimentos relacionados con virus derivados de promotores
dirigidos por siRNAs, el intervalo de ADN metilado en los promotores diana coincidié con la fuente primaria de siRNA
y no se extendié a otras regiones no transcritas™. Si los siRNAs interacttian directamente con ADN, ¢como se
vuelve la doble hélice disponible para el apareamlento de siRNA? Pol IV podria facilitar este acceso, por ejemplo
desplazandese por el ADN con helicasas asociadas. El mecanismo molecular preciso que subyace el reclutamiento
especifico de secuencia de citosina y metiltransferasas de histona para silenciar los loci también es impreciso, como
las asocnamones entre ARN pequerio y dichas enzimas que solo se han documentado en un Unico caso en células
humanas "'. De hecho, un lazo en el que la produccién de siRNA y la metilacion de ADN / histona son dependientes
mutuamente parece existir loci endégenos silenciados, aumentando la posibilidad de que la produccion de siRNAs
dirigidos a cromatina in vivo pueda incluso ser una consecuencia, en lugar de una causa, de la metilacion de ADN /
histona.

[0025] La via RDR2 / DCL3 / NRPD1 / AGO4 tiene un papel claro en la modulacion del transposon y en el
mantenimiento de la integridad del genoma en plantas, ya %ue la pérdida de casiRNA causada por mutaciones en los
factores anteriores reactiva la actividad del transposén'’ Esta via también puede contener heterocromatlna en
repeticiones centroméricas, que parecen obligatorias para la segregacion precisa del cromosoma en S. pombe % La
maquinaria generadora de siRNA de 24 nt también puede actuar para silenciar los genes codificadores de proteinas.
Por ejemplo, la expresién del regulador negativo principal del florecimiento FLC se mantiene a un nivel bajo en un
ecotipo cercano al florecimiento en Arabidopsis debido a la presenma de un transposon intrénico que causa
modificaciones represivas de cromatina durante la accion de una via dependiente de NRPD1a / AGO4'®. Sin
embargo, otros mecanismos, no necesariamente mediados por siRNAs, cuentan para la regulacion epigenética de la
expresion génica en plantas. Por ejemplo, en Arabidopsis, la mutacion del factor remodelador de cromatina DDMA1
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tiene mas consecuenciaf en el silenciamiento de cromatina que cualquier mutante conocido en la maquinaria de
silenciamiento de ARN'® '%°. Ademas, la regulacion génica por proteinas de tipo policomb en Arabidopsis no se ha
relacionado con el silenciamiento de ARN'%.
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Tabla 1: Resumen de las proteinas implicadas en las vias de ARN pequeiio de Arabidopsis

Proteina  Dominios y motivos Actividad bioguimica Via Ref.
DCL1 RNasa Il Sintesis de miRNA miRNA 55, 85
ARN bicatenario bd nat - siRNA
Helicasa DEAD Box
PAZ
DUF283 (funcién no conocida)
HYLA ARN bicatenario bd ARN bicatenario bd miRNA 64, 65
HST RanGTP bd Exportina putativa miRNA 58
AGO1 PAZ Slicer de siRNA miRNA 26— 29
Piwi Slicer de siRNA S - SGPT
tasiRNA
Cromatina (?)
HENq1 ARN bicatenario bd Metiltransferasa de ARN Todos las vias 20.25, 56, 70
pequefio de ARN
pequefio
ARN La en Lupus bd
S — adenosil bd
RDR6 GDD especifico de RdDP ARN polimerasa dependiente de S - SGPT 16, 17, 32, 33,
ARN 76,79, 85
Transitividad
tasiRNA
nat — siRNA
SGS3 Super hélice Desconocido S - SGPT 17,79, 85
Zn" - bd putativo Transitividad
tasiRNA
nat - siRNA
DCL4 RNasa Il Sintesis de siRNA de 21 nt tasiRNA 13-15
ARN bicatenario bd IR - SGPT
Helicasa S - SGPT?
PAZ
WEX 3’- 5" exonucleasa 3’- 5" exonucleasa putativa S - SGPT 19
SDE3 Helicasa DEAD Box Helicasa de ARN putativa S - SGPT 21,33
Transitividad
DCL2 RNasa Il Sintesis de siRNA de 22/24 nt nat - siRNA 85

ARN bicatenario bd
PAZ
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DCL3

RDR2

AGO4

NRPD1a

NRPD1b

NRPD2

HDA6
DRD1

CMT3

DRM1/2

META

KYP

SUVH2

RNasa Il

Helicasa DEAD box
PAZ

RdRP

PAZ
Piwi

ARN polimerasa

ARN polimerasa
ARN polimerasa

Histona desacetilasa

ADN y ATP bd relacionado
con SNF2

metiltransferasa de la citosina
del ADN

Cromodominio

Dominio adyacente en bromo
metiltransferasa de la citosina
del ADN

metiltransferasa de la citosina
del ADN

Dominio adyacente en bromo
Dominio SET

Dominio pre — SET en Zn !
bd

Dominio post - SET

Dominio YDG

Posicién EF

Dominio SET

Dominio pre — SET en Zn !
bd

Dominio YGD

ES 2447840 T3

Sintesis de siRNA de 24 nt

ARN polimerasa dependiente de
ARN putativo
Poco claro

ARN polimerasa dependiente de
ARN putativo

ARN polimerasa dependiente de
ARN putativo

ARN polimerasa dependiente de
ADN putativo

Histona desacetillasa putativa
Remodelacién putativa de la
cromatina

metiltransferasa de la citosina
del ADN

metiltransferasa de la citosina
del ADN
metiltransferasa de la citosina
del ADN

Metiltransferasa H3K9

Metiltransferasa H3K9

Cromatina

Cromatina

Cromatina

Cromatina

nat - siRNA
Cromatina

Cromatina

Cromatina
Cromatina

Cromatina

Cromatina

+Cromatina

Cromatina

Cromatina

28, 91

91

11

85,92 -95

93, 95

92 -95

97
96

88

88

88

90

128

Actividad de Dicer antiviral en plantas

[0026]

Existe una amplia evidencia de que la via de ARNi de la planta desempefa un papel fundamental en la

defensa antiviral {Voinnet, 2005 # 5046}. El ARN bicatenario derivado de los genomas virales se corté en siRNAs por
las actividades redundantes de DCL4 (principal Dicer antiviral) y DCL2 (sustituto de DCL4) {Deleris, 2006 # 5858}.
Estos siRNAs se incorporan a RISC para mediar el slicing de los transcritos virales y reducir asi la carga viral total en
las células de las plantas {Deleris, 2006 # 5858}. AGO1 es una proteina efectora de siRNA cargado con RISC,
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aunque pueden involucrarse otros paralogos AGO {Zhang, 2006 # 5861}. Una sefal de célula a célula y de larga
distancia para el silenciamiento de ARN provoca la propagacion sistémica de la respuesta inmune innata antiviral en
las plantas {Voinnet, 2005 # 5046}. Como estrategia defensiva, los virus codifican proteinas represoras que se
dirigen contra el procesador y efector clave del silenciamiento antiviral. Por ejemplo, la proteina P19 del tombusvirus
aisla a los siRNAs e impide su utilizacion por RISC {Vargason, 2003 # 4872}, la proteina 2b de Cucumber mosaic
virus interactda fisicamente con AGO1 e inhibe su actividad de clivaje. {Zhang, 2006 # 5861}, la proteina P38 de
Turnip crinckle virus inhibe fuertemente la actividad de DCL4 {Deleris, 2006 # 5858}. DCL3 (produce siRNAs
heterocroméaticos) y DCL1 (produce miRNAs), no parecen tener un impacto significativo en la acumulacién de virus
en la planta.

Resistencia de la enfermedad en plantas

[0027] Ademas de la defensa antiviral, es poca la informacion disponible del papel de las vias de ARN pequefo en
la defensa contra otros tipos de patdgenos, incluyendo bacterias y hongos que representan importantes pérdidas de
rendimiento en el mundo. En plantas, se ha estudiado mas a fondo la resistencia flingica y bacteriana en el contexto
de las interacciones especificas de la raza, en la que una proteina de resistencia especifica (R) protege la planta
contra la raza de patégeno particular {Dang1, 2001 # 4961}. Este reconocimiento altamente especifico conduce la
activacion de las respuestas de defensa y la muerte celular local se denomina como “respuesta hipersensitiva” (HR).
Un ejemplo ya caracterizado de la obtencién de la HR de la interaccion especifica de la raza se presenta en el gen
RPS2 de Arabidopsis que confiere resistencia a la cepa DC3000 Pseudomonas syrinage pv. tomaro (Pst DC3000
produce la correspondiente proteina inductora AvrRpt2 (REF1). La presencia de los componentes de RPS2 y
AvrRpt2 conduce la resistencia, mientras que la ausencia de cualquiera de los componentes conduce a enfermedad
{Dang1, 2001 # 4961}.

[0028] Aparte de la interaccion especifica de la raza, es un mecanismo de defensa basal denominado como
resistencia no hospedante” que justifica el hecho de que la mayoria de las plantas son resistentes a la mayoria de
patégenos. La defensa basal se fundamenta en las respuestas constutitutivas e inducibles. La defensa basal
inducible se produce en la percepcion de los indicadores generales conocidos como “patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs)”. Uno de estos PAMPs es un motivo de 22 aminoacidos conservados (flg — 22) de
la flagelina bacteriana reconocida en diversas especies de plantas, incluyendo A. thaliana (REF2). La percepcion de
flg — 22 en Arabidopsis desencadena una respuesta inmune que eleva la resistencia a la Pto DC3000 virulenta
(REF3). Esta resistencia basal esta pensada para depender de la induccion del conjunto de “genes relacionados con
la defensa”; alguno de los cuales aumentan a los pocos minutos de la induccién, y por lo tanto, podrian desempefar
un papel importante en la inmunidad desencadenante por PAMP (REF4). Sin embargo, la base molecular que
dispone la activacién transcripcional de dichos genes relacionados con la defensa sigue siendo en gran medida
desconocida.

CasiARNSs, control del transposén y regulacién epigenética de la expresién génica

[0029] La clonacién y secuenciacion de gran escala de ARN pequefno se realiza en Arabidopsis, en arroz y en
maiz, indica que la gran mayoria de esas moléculas poseen 24 nt y por lo tanto, se deriva de la actividad de DCLS3.
El mapeo gendmico de estas abundantes especies de ARN pequefio muestran que muchos se originan en las
repeticiones centroméricas, asi como en los loci de transposoén y retrotransposén que se encuentran dispersos en
los cromosomas. Basandose en pruebas circunstanciales, estos siRNAs derivados de transposones aparecen para
actuar en cis para reprimir su transcripcion promoviendo la metilacion de ADN de la secuencia especifica y la
condensacion de la cromatina. En consecuencia, se ha denominado a estas moléculas cis actuantes (ca)siRNAs.
Una creencia comun es que los casiRNAs son importantes para el control de la expresion y movilizacién de los
elementos transponibles TEs, evitando asi la inestabilidad del genoma debido a las inserciones aleatorias. Sin
embargo, las plantas del mutante dc/3 no muestran signos evidentes de defectos en el desarrollo obvio y las semillas
maduran con normalidad. Otra idea parte de la propuesta de Barbara McClintock, el estado epigenético de los TEs
puede influir en la expresion de los genes localizados en sus proximidades. Segun lo dicho, los TEs reprimidos en
casiRNAs pueden disminuir la expresién de los genes préximos y, en cambio, los TEs desreprimidos de forma
transcripcional (por ejemplo, en el antecedente de mutacion dc/3) pueden favorecer la expresion génica.

[0030] Teniendo en cuenta la densidad y diversidad de los TEs en las plantas y la flexibilidad potencial de las
regulaciones epigenéticas dirigiendo la adaptacién de organismos a su entorno directo, se comprobé si la via de
casiRNAs se involucraria en las respuestas de defensa de la planta en el estrés bidtico, en particular en las
infecciones bacterianas y fungicas.

[0031] Los enfoques de knock — out o knock — down de los genes DCL2 y DCL3 en diversas especies de plantas,
incluyendo los cultivos, se utilizan para mejorar la resistencia contra patégenos sin alterar el desarrollo de la planta ni
el rendimiento de la semilla. Estos enfoques incluyen, pero no se limitan, al foco en lesiones locales inducidas en
genes (TILLING) de los genes DCL2 y DCL3 de las especies de plantas no transgénicas (DCL2 y DCL3 se
conservan en la mayoria de especies de plantas, incluyendo los cultivos), el ARNi de los ARNms de DCL2 y DCL3
utiliza un constructo de horquilla que transporta un parte de 150 bp del gen DCL2 y una parte de 150 bp del gen
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DCL3 permitiendo el silenciamiento combinatorio de los ARNms de DCL2 y DCL3, genera un microARN artificial que
se dirige a los transcritos de DCL2 y DCLS3. Estos enfoques descritos en el presente documento son conocidos por
los expertos en la disciplina y se utilizan especificamente para knock — out o knock — down la expresién de DCL2y
DCL3 en diversas plantas, incluyendo los cultivos y para obtener cultivos que son significativamente mas resistentes
a patégenos fungicos y bacterianos. Dichas plantas pueden transformarse con constructos que transportan al
promotor fuerte 35S o al promotor inducible por patégenos (por ejemplo, WRKY6, PR1) fusionado a la secuencia de
codificacion DCL4 que permite ademas la mejora de la resistencia contra patdgenos virales (véase la introduccion).

[0032] La Solicitud de Patente Europea EP 0480236 y la Solicitud Internacional WO 02/20791 revelan un
procedimiento para conferir resistencia al ataque de patégenos en una planta que comprende la modificacion de
dicha planta para contener un transgén, un gen que aumenta cuando se induce resistencia a un patdgeno.

[0033] Se revela en Zhu et al. (Curr. Biol., 17: 54 — 59, 2007; Curr. Biol., 17: 51 — 58, 2007) que los genes
relacionados con la defensa de la planta como la “extensina”, el gen de la defensina en la planta PDF1a, 2a,
“glucosidasa beta”, tienen una expresion reducida en el mutante de la planta para ROS1.

[0034] Se revela en Agius et al. (PNAS USA., 103: 11796 — 11801, 2006) la producciéon de ROS1 en un promotor
constitutivo y su sobreexpresion conduce a un nivel reducido de metilacién de citosina y a una expresion aumentada
del gen diana.

[0035] Se revela en Chan et al. (Nature, 6: 351 — 360, 2006) y en Stokes et al. (Genes Dev., 16: 171 — 182, 2002)
el silenciamiento por metilacion de ADN de un grupo de genes involucrados en la resistencia de la planta (BAL).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0036] La invencion se refiere en general a genes, vias y mecanismos de silenciamiento que modulan la respuesta
de las plantas, incluyendo las plantas de cultivo, contra la infeccion por patdégenos. Los procedimientos para
identificar compuestos o factores endégenos que reprimen o mejoran una via o actividad deseada o no deseada
comprenden respectivamente facilitar un sistema de expresion en el que las secuencias de control asociadas al gen
que genera una respuesta deseada o no deseada se une operativamente al indicador cuya produccién es
detectable. La influencia de los compuestos en la expresion mediada por estas secuencias de control como se
determina por el nivel del indicador producido puede utilizarse para la identificacion de componentes que modulan
dichas actividades o vias. Ademas, los represores o potenciadores endégenos pueden analizarse mediante la
mutagénesis de organismos que contienen los sistemas de expresién anteriores y el andlisis del genoma para las
diferencias en esos organismos en el que se consigue el efecto deseado.

[0037] Ademas, la expresidon génica que se desea debido a la mejora de la resistencia puede proporcionarse en
constructos que contienen secuencias de control receptivas constitutivas o patdégenas y se introducen en las plantas
para otorgar una mejor resistencia. Alternativamente, las secuencias designadas para interferir con la expresion de
los genes que disminuyen la resistencia a la infeccién por patégenos puede situarse de manera similar en el control
de dichos promotores e introducirse en las plantas para inhibir las actividades que interfieren con la resistencia a
patégenos.

[0038] Como se muestra en el presente documento, las plantas que carecen de enzimas de tipo Dicer (DCL),
DCL2 y DCLS3 son mas resistentes a patégenos fungicos y bacterianos, y los ARNs de DCL2 y DCL3 disminuyen en
la respuesta a Pto DC3000 y flg — 22, una proteina flagelina que obtiene una resistencia basada en patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMP). Las plantas que carecen de elementos involucrados en la citosina de
metilacién de ADN, es decir; la metilacién de ADN dirigida por ARN (via rdDM) son mas resistentes a los patégenos,
mientras que las plantas que carecen del represor de silenciamiento génico transcripcional 1 (ROS1) que codifica
una ADN glicosilasa involucrada en la desmetilacién activa del ADN son mas susceptibles a los mismos patégenos.
Los genes relacionados con la defensa clave se regulan negativamente por casiARNs que desencadenan la
metilacién de ADN dirigida por ARN. Los resultados proporcionaron una nueva visién en la regulacion epigenética de
los activadores de la respuesta inmune desencadenada por PAMP.

[0039] Se revela un procedimiento para inhibir la expresiéon de DCL2 y DCL3 en diversas especies de plantas,
incluyendo los cultivos, mediante la introduccion de un constructo de acido nucleico en una planta que comprende un
promotor sensible constitutivo o patégeno operativamente unido a una horquilla dirigida contra DCL2 y DCL3 o0 en un
precursor de miRNA artificial que transporta un miRNA maduro dirigido contra DCL2 y DCL3. Igualmente,
comprende también el foco en lesiones locales inducidas en genes (TILLING) de los genes DCL2 y DCL3 que se
conservan en las especies de plantas.

[0040] Se revelan procedimientos para identificar represores de la transcripcion de DCL2 y DCL3 introduciendo un
constructo de acido nucleico en una planta que comprende secuencias promotoras DCL2 o DCL3 fusionadas al gen
indicador (por ejemplo, una proteina fluorescente, por ejemplo, la proteina verde fluorescente: GFP o cualquier otro
indicador que incluya ARNm). También se revela que las plantas que expresan GFP se someten a mutagénesis y en
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aquellas con una expresion del indicador disminuido se examinan las diferencias genéticas para identificar los genes
aumentados.

[0041] Alternativamente, las plantas o células que producen constitutivamente un indicador como GFP en el que la
expresion disminuye por DCL2 o DCLS3, habran mejorado los niveles de GFP cuando se somete a mutagénesis la
planta o célula ara producir represores de DCL2 o DCL3.

[0042] Como se utiliza en el presente documento, “indicador” se refiere a cualquier secuencia cuya expresion
puede controlarse. Los monitores convenientes de la expresion son proteinas fluorescentes de colores, siendo la
proteina verde fluorescente la mas utilizada. Otros indicadores incluyen diversas actividades enzimaticas o incluso
ARNmM caracteristico.

[0043] En otro aspecto, la resistencia se confiere cuando los genes identificados se fusionan a promotores
constitutivos o promotores inducibles a patégenos para reprimir la expresion de DCL2 y DCL3 en diversas especies
de plantas, incluyendo los cultivos. Los compuestos quimicos involucrados en la supresion de la transcripcion de
DCL2 y DCL3 pueden identificarse por cribado de componentes quimicos que inhiben la expresion del indicador de
las plantas transgénicas anteriores que indican la actividad transcripcional de DCL2 y DCLS3, y estos compuestos
pueden utilizarse para conferir resistencia a una infeccion bacteriana o fungica.

[0044] Se revelan procedimientos para identificar reguladores positivos de la transcripcion de DCL4 que tienen
enfoques similares. Estos reguladores mejoran la resistencia a los virus virulentos.

[0045] Se revelan composiciones y procedimientos para aislar genes involucrados en la inmunidad innata de
plantas y animales y que son regulados por casiARNs contenidos en sus regiones promotoras, codificadoras o 3°
UTR. Este procedimiento emplea el andlisis de microarrays junto con analisis bioinformaticos para recuperar
transposones remanentes situados cerca de, o en, los reguladores positivos de la respuesta de defensa vegetal o
animal.

[0046] La resistencia mejorada a patégenos puede lograrse introduciendo un constructo de acido nucleico en una
planta que comprende un promotor constitutivo operativamente unido a la secuencia de codificacion de los genes
que estan hiperinducidos en el mutante doble dc/2 — dcl3 obtenido en PAMP, y en el presente documento se
proporciona una lista de dichos candidatos.

[0047] Los precursores de miRNA o siRNA que se involucran en la inmunidad innata de la planta o animal que se
regula en la metilacion de ADN dirigido por casiARN, se determinan utilizando un procedimiento de anélisis de
microarrays junto con andlisis bioinformaticos para recuperar transposones remanentes ubicados en las regiones
aguas arriba de los precursores de miRNA o siRNA sensibles a PAMP involucrados en la resistencia a patégenos.
Se proporcionan plantas con resistencia mejorada a patdégenos introduciendo un constructo de acido nucleico en una
planta que comprende un promotor constitutivo o un promotor sensible a patégenos operativamente unido a las
secuencias identificadas de pre — miRNA o pre — siRNA sensible a PAMP. Se revelan las secuencias de dichos pre —
miRNA / siRNA sensible a PAMP.

[0048] La invencién se refiere a un procedimiento para modular la expresion de la ADN desmetilasa ROS1 en
diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos, comprenden la introduccion de un constructo de acido nucleico
en una planta que comprende un promotor sensible constitutivo o patégeno operativamente unido a la secuencia de
codificacion de la ADN desmetilasa ROS1 de Arabidopsis.

[0049] Se revelan procedimientos para identificar represores de la transcripcion de ADN metiltransferasa
introduciendo un constructo de acido nucleico en una planta que comprende secuencias promotoras DRM1, DRM2,
CMT3 o MET1 fusionadas a un gen indicador (por ejemplo, la proteina verde fluorescente: GFP). Las plantas
resultantes se sometieron a mutagénesis para recuperar las plantas que disminuyeron la expresion del indicador y
se analiza el genoma para identificar los genes modificados. Los genes modificados se fusionan a un promotor
constitutivo o un promotor inducible en patégenos para reprimir constitutiva o condicionalmente la expresion de la
ADN metiltransferasa en diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos. De manera similar, los compuestos
quimicos involucrados en reprimir la transcripcion de los genes de la ADN metiltransferasa pueden indentificarse
cribando los compuestos quimicos que inhiben la expresion indicadora de las plantas transgénicas descritas
anteriormente. Se utiliza un enfoque similar para identificar los reguladores positivos de la transcripcion en ROS1
que ademas se sobreexpresa condicional o constitutivamente in planta para conferir una resistencia mejorada contra
patégenos fungicos o bacterianos en diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos, y para identificar
compuestos quimicos que mejoran la transcripcion en ROSH1, utilizados también para conferir resistencia a
patégenos no relacionados.

[0050] Los mecanismos de regulacion de genes similares a aquellos descritos para las plantas se llevan a cabo en
animales, incluyendo los seres humanos. Utilizando los procedimientos descritos en el presente documento, los
genes que se inducen por liposacaridos (LPS), flagelina u otros PAMPs, se analizan para la presencia de
transposones remanentes en sus regiones promotoras, codificadoras o 3" UTR. Se realizan analisis similares en
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promotores de miRNAs inducidos en PAMP (por ejemplo, miR146). Estos genes codificadores y no codificadores de
proteinas contribuyen a la respuesta inmune innata de mamiferos y pueden expresarse constitutivamente en células
de mamiferos para conferir un amplio espectro de resistencia a patégenos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0051]

Las Figuras 4A — 4E presentan resultados que demuestran que tanto DCL2 como DCL3 actian como
reguladores negativos de la respuesta de defensa fungica y antibacteriana.

Las Figuras 5A — 5B muestran resultados que indican que los transcritos DCL2 y DCL3 y no DCL4
disminuyen en la respuesta de flg — 22 o0 en Pto DC3000.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

[0052] Como se describe en los ejemplos siguientes, se ha descubierto que la resistencia a patégenos fungicos y
bacterianos en plantas mejora en ausencia de la expresion de DCL2 y DCL3, aunque la mejora de la expresion de
DCL4 aumenta la resistencia a los patdgenos virales. A continuacion, se describen genes adicionales cuya expresion
es util para proporcionar resistencia a patégenos. Dichos genes incrementan en respuesta a los productores de
PAMP como flg — 22. Se han localizado secuencias siRNA cis — actuantes (casiARNs) debido a su proximidad, y se
han descubierto para reprimir las respuestas PAMP realizando metilacion en algunas secuencias promotoras de
ADN de pre — miRNA / p — siRNA que podrian producir miRNA o siRNA para atacar al patégeno. Por lo tanto, la
expresion de las secuencias de pmi — ARN / SiRNA descritas pueden proporcionarse en los sistemas de expresion
de las plantas para conferir resistencia. Ademas, es deseable para disminuir las ADN metiliransferasas que regulan
la respuesta e incluyen MET1, DRM1, DMR2, CMT3 y DDM1.

[0053] Por ultimo, utilizando el procedimiento de la invencion, se ha demostrado que la expresion mejorada de la
ADN dimetilasa ROS1 mejora la resistencia de la planta contra patégenos o contra cualquier otro estimulo.

[0054] Las diferentes realizaciones descritas en el presente documento incluyen:

1. Un procedimiento para reprimir la via casiARN en plantas que comprende la introducciéon de un
constructo de acido nucleico en una planta que comprende un promotor sensible constitutivo o
patégeno operativamente unido a una horquilla dirigida contra los ARNms de DCL2 y DCL3 o contra un
precursor de miRNA artificial que transporta un miRNA maduro dirigido contra los ARNms de DCL2 y
DCLS3. Esto también comprende aunque no se limita al TILLING de los genes DCL2 y DCLS3. El
procedimiento anterior se completa con un enfoque que permite la sobreexpresion constitutiva o
condicional de la via de siRNA derivada de virus en dichas plantas que casi no expresan, o expresan,
genes DCL2 y DCL3. Esto comprende la introduccién de un constructo de acido nucleico en una planta
que comprende un promotor sensible patégeno o constitutivo operativamente unido a la secuencia de
codificacion de DCL4 de Arabidopsis para conferir resistencia a los virus. Se aplica en diversas
especies de plantas, incluyendo los cultivos, en los que la proteina de DCL4 de Arabidopsis debe ser
funcional. En estos procedimientos, se evitan los efectos adversos en el desarrollo y fisiologia de la
planta. Estos procedimientos pueden aplicarse a diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos,
en los que estan presentes ortdlogos de DCL2, DCL3 y DCL4.

2. Un procedimiento para identificar represores de la transcripcion de DCL2 y DCL3, asi como los
reguladores positivos de la transcripcion de DCL4. Un enfoque genético asociado a las lineas
transgénicas que presenta las actividades transcripcionales de DCL2, DCL3 o DCL4 se somete a
mutagénesis para identificar los mutantes que (i) expresan constitutivamente una transcripcion menor
de DCL2 o DCL3 y (ii) mejoran la transcripcion de DCL4. Esto permite la identificacion de los
represores de las transcripciones de DCL2 y DCL3, asi como los activadores de la transcripcién de
DCL4. El procedimiento permite la identificacion de los represores de DCL2 y DCLS, asi como los
activadores de la transcripcion de DCL4 conservados en las especies de plantas y, por lo tanto, pueden
sobreexpresarse constitutiva o condicionalmente en diversas especies de plantas, incluyendo los
cultivos, para conferir una mejora en la resistencia a los patégenos no relacionados. Esto permite
introducir un constructo de acido nucleico en una planta que comprende un promotor sensible
constitutivo o patdbgeno operativamente unido a la secuencia de ADN de Arabidopsis que codifica los
represores transcripcionales de DCL2 y DCL3 o los activadores transcripcionales de DCL4 en diversas
especies de plantas, incluyendo los cultivos. El procedimiento permite ademas la expresion constitutiva
o condicional de la via de SiRNA viral para conferir resistencia a los virus mediante la introduccion de
un constructo de acido nucleico en una planta que comprende un promotor sensible constitutivo o
patégeno operativamente unido a la secuencia de codificacion de DCL4 de Arabidopsis para conferir
resistencia a los virus. Se aplica en diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos, en los que la
proteina DCL4 de Arabidopsis debe ser funcional.

3. Un procedimiento para identificar compuestos quimicos que someten de manera eficaz la transcripciéon
de DCL2 y DCL3 para permitir las resistencia fungica y antibacteriana a patégenos en diversas
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especies de plantas. Se consigue utilizando dichas lineas transgénicas descritas anteriormente y el
cribado de una biblioteca de compuestos. Se utiliza un enfoque similar para identificar agentes
quimicos que mejoran la transcripcién de DCL4 y confieren, ademas, resistencia antiviral.

4. Un procedimiento para identificar genes (incluidos los genes codificadores de proteinas y los genes
miRNA / siRNA) que participan en la inmunidad innata de plantas y animales utilizando un par de
técnicas de microarrays junto al andlisis bioinformatico para recuperar los transposones remanentes en
los genomas de las plantas y animales que se encuentran en sus regiones promotoras, codificadorasy
3" UTR de dichos genes de defensa (incluidos los genes codificadores de proteinas y los genes miRNA
/ siRNA). Este procedimiento permite la sobreexpresién constitutiva o condicional de los genes de
defensa clave (genes codificadores de proteinas) que estan regulados por silenciamiento génico
transcripcional mediante la introduccion de un constructo de acido nucleico que comprende un
promotor sensible constitutivo o patégeno operativamente unido a las secuencias de codificacién de
Arabidopsis correspondientes a los genes que estan hiperinducidos en el mutante inductor dcl2 — dcl3.
Este procedimiento permite la sobreexpresion constitutiva o condicional de los precursores clave de
miRNA o siRNA sensibles a PAMP regulados por silenciamiento génico transcripcional introduciendo
un constructo de acido nucleico en una planta que comprende un promotor sensible constitutivo o
patégeno operativamente unido a secuencias precursoras de miRNA o siRNA inducido en PAMP
(incremento y disminucién de horquillas de miRNA o siRNA de 40 nt).

5. Un procedimiento para reprimir la via de RdDM en plantas que comprenden introducir un constructo de
acido nucleico que comprende un promotor sensible constitutivo o patégeno operativamente unido a
una horquilla dirigida contra todos los DRM1, DMR2, CMT3 y MET1 o el precursor artificial de miRNA
artificial que transporta un miRNA maduro dirigido contra todos estos transcritos. Esto, también
comprende pero no se limita al TILLING de los genes MET1y DDM1 en diversas especies de plantas,
incluyendo los cultivos. Se proporcionan procedimientos para reprimir la transcripcion de la ADN
metiltransferasa introduciendo en una planta un constructo que transporta las secuencias de control de
los genes de la ADN metiliransferasa operativamente unidos a las secuencias indicadoras y a la
mutagénesis de dichas lineas transgénicas para identificar los represores transcripcionales de dichas
ADN metiltransferasas. Estos represores estan ademdas sobreexpresados, condicional o
constitutivamente, en diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos, para conferir una mayor
resistencia contra patégenos. De este modo, se identifican agentes quimicos que someten la
transcripcion de las ADN metiltransferasas para conferir una mayor resistencia contra patégenos. Se
consigue utilizando las mismas lineas transgénicas que presentan las actividades transcripcionales de
las ADN metiltransferasas.

[0055] El procedimiento puede también complementarse por la sobreexpresion constitutiva o condicional de la via
de siRNA viral en las plantas citadas que casi no expresan, o expresan, genes de la ADN metiltransferasa.

[0056] Por ultimo, el procedimiento de la invencion se dirige a un procedimiento que sobreexpresa condicional o
constitutivamente la ADN glicosilasa ROS1 en Arabidopsis en diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos.
Esto comprende la introducciéon de un constructo de acido nucleico en una planta que comprende un promotor
sensible constitutivo o patégeno operativamente unido a la secuencia de codificacion ROS1 de la Arabidospsis para
conferir un amplio espectro de resistencia a patégenos.

[0057] Como se ha indicado anteriormente, este procedimiento se completa con la sobreexpresion constitutiva o
condicional de la via de siRNA viral en las plantas citadas que sobreexpresan constitutiva o condicionalmente el gen
ROS1 de Arabidopsis utilizando DCL4.

[0058] Los procedimientos descritos para la identificacion de los activadores transcripcionales establecidos
anteriormente pueden también aplicarse a ROS1.

[0059] Los siguientes ejemplos ilustran pero no limitan la invencion.
EJEMPLOS

[0060] Todos los resultados descritos se dieron en la especie Arabidopsis thaliana, como ejemplo de plantas en
general, incluyendo los cultivos. Siempre que se proporcionen los detalles especificos de los ejemplos que permitan
a los expertos en la disciplina comprender y poner en practica esta invencién, proporcionar la mejor manera para
poner en practica esta invencién y proporcionar una minuciosa descripcion de la invencién, la invenciéon no deberia
limitarse a las especificaciones que se describen en estos ejemplos.

Ejemplo 1

El mutante dcl2 — dcl3 mostré una mayor resistencia de la enfermedad contra patdgenos biotroficos bacterianos y
fungicos mediante la potenciacién de la via de defensa dependiente de SA.
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[0061] Se provoco a los mutantes Unicos deficientes de casiARN rdr2 — 1, dcl2 y dcl3 con oidio de Erysiphe
cichoracearum (aislado de UEA). El mutante dc/ 3 — 1y no los mutantes rdr 2 — 1 ni dcl 2 —, 1 fue parcialmente mas
resistente a este hongo si se compara al control infectado Col - 0 (Figura 4A, imagen superior). La Figura 4A muestra
los ensayos realizados con los mutantes de Arabidopsis deficientes en la biogénesis de casiARN. Las hojas de las
plantas de 5 dias (Col — 0: dc12 — 1, dcI3 -1, rdr2 — 1, No — 0) se inocularon en Arysiphe cichoracearum con oidio
(aislado de UEA) y el crecimiento fungico se analizé visualmente durante 10 dias tras la post — inculcacion (imagen
superior). La tincion con azul de tripano de las hojas anteriores infectadas (4 dias tras la post — infeccion) revelé la
presencia de micro — HR en No - 0 (transporta el gen de resistencia funcional RPW8), dcl3 -1y dcl2 — 1.

[0062] Este tipo de resistencia mejorada de la enfermedad se correlaciond con la aparicion de microlesiones
(denominadas microHRs) tal y como se observa mediante la tincion de azul de tripano (enfoque clasico utilizado para
visualizar la muerte celular asi como las estructuras fungicas) de las hojas infectadas de dc/3 (Figura 4A, imagen
inferior). Se observaron microHRs similares en la adhesion de Arabidopsis a Nossen que transporta un gen de
resistencia funcional RPW8 involucrado en el reconocimiento de este hongo (Figura 4A, imagen inferior). También se
observo microHRs en las hojas infectadas de dc/2, sin embargo, no se obtuvo resistencia significativa mejorada de la
enfermedad en este antecedente de mutacién si se compara al control infectado en Col — 0 (Figura 4A, imagen
inferior).

[0063] Estos resultados indican que (i) DCL3 regula negativamente la resistencia de Arabidopsis en E.
cichoracearum y que (ii) tanto DCL2 como DCL3 someten la respuesta hipersensitiva desencadenada por este
hongo.

[0064] Para comprobar si en lugar de los factores de compatibilidad especificos de patégenos eran las vias de
resistencia a enfermedades las afectadas por las mutaciones dc/2 y dci3, se analiz6 ademas, la resistencia de estos
mutantes en la bacteria virulenta Pto DC3000. Se descubrié que las plantas mutantes dobles dcl2 — dcl3 tuvieron ~
15 veces menos titulo bacteriano y menos sintomas de enfermedad bacteriana atenuadas en comparacién a las
plantas infectadas de tipo salvaje. (Figura 4B, C). La Figura 4B muestra crecimiento bacteriano en los mutantes
deficientes de Arabidopsis en la biogénesis de casiARN. Las hojas de las plantas viejas de cinco semanas (Col — 0:
dc12 -1, dcl3 -1, rdr2 — 1, No — 0) se inocularon con 10° cfu / ml y los titulos bacterianos se analizaron a los cuatro
dias tras la post — inoculacion. La Figura 4C muestra las imagenes de los sintomas atenuados de la enfermedad de
los mutantes dobles dcl2 — dcl3 (imagen izquierda), asi como la presencia de microHRs (imagen derecha).

[0065] Por otra parte, la tincién de azul de tripano de las hojas infectadas de dcl2 — dcl3 revelaron la presencia de
microHRs a las 30 horas de la post — inoculacién (hpi) en el que las hojas infectadas en Col — 0 estaban ausentes.
(Figura 4C / D). La Figura D muestra la tincion de azul de tripano de las hojas de los mutantes dobles dc/2 — dcl3 que
muestran la presencia de microHRs.

[0066] Estos nucroHRs estaban también presentes en las hojas de tipo salvaje tratadas durante 30 horas con un
inoculo bacteriano en la cepa avirulenta Pto DC3000 (AvrRpt2) (Figura 4D) conocida por desencadenar una
resistencia de raza especifica dependiente de RPS2 en la adhesién a Col — 0 de Arabidopsis.

[0067] Estos resultados indican que tanto DCL2 como DCL3 actdan como reguladores negativos de la resistencia
de las plantas contra los patégenos biotréficos, fungicos y bacterianos.

[0068] El acido salicilico (AS) es la principal molécula de sefalizacién implicada en la resistencia de las plantas
contra los patégenos biotroficos. Basandose en los resultados anteriores, se investig6 si las proteinas DCL2 y DCL3
interferirian con la via de sefalizacién de AS durante la infeccién de Pto DC3000. Se controld la expresion del gen
marcador dependiente de AS de PR1 en dcl3y en las plantas dcl2 — dcl3 provocadas con un indculo alto de la Pto
DC3000 virulenta en un experimento de secuencia temporal, se descubrié6 que el transcrito PR1 demostrd una
induccion temprana en las plantas infectadas en dcl3 y dc/2 — dci3 contra las plantas infectadas en Col — 0. (Figura
4E). La Figura 4E muestra que la expresion de PR1 se induce antes en dc/3 y en las plantas infectadas
bacterianamente de dcl2 — dci3. Las hojas de las plantas de cuatro semanas (Col — 0: dc13 — 1, dcl2 — dcl3) se
inocularon con 2 x 107 cfu / ml y la acumulacion se analizé por PCR en tiempo real semicuantitativa durante 9 horas.

[0069] Sin embargo, los niveles singulares del ARNm de PR1 se observaron en plantas no tratadas de dcl3, dc/2 —
dcl3y Col — 0 (Figura 4E, tiempo 0), consistentes en un fenotipo de desarrollo normal de los mutantes dc/2 — dcl3 en
ausencia del estimulo del patégeno (en oposicion a los mutantes mpk4 o cpr que muestran un enanismo severo
como resultado de una activacion constitutiva de la via de defensa dependiente de AS).

[0070] Por lo tanto, la resistencia mejorada de la enfermedad observada en los mutantes dc/3 y dcl2 — dci3 se
debe posiblemente a la potenciacion pero no a la activacion constitutiva de la via de defensa dependiente de AS
durante la infeccion de patdgenos.

[0071] La codificacion, asi como las secuencias de las proteinas DCL2, DCL3 y DCL4, permiten generar
constructos de miRNA, constructos de miRNA artificial, constructos del sobreexpresor DCL4 y recuperar ort6logos
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es de plantas incluyendo los cultivos.

-Secuencia de codificacién de DCL2 de Arabidopsis (At3 g3300):

[0072]

ATGACCATGGATGCTGATGCGATGGAAACTEAGACCACTGATCAAGTCTCTGCTTCTCCTCTACATTTTGE
CAGAAGTTATCAGGTAGAGGCAC T TGAGAAAGC TATCAAGCAGAACACTATTGTCTTCTTGGAGACTGGTT
T GECARCACCCTTAT TGO TAT TATGC T TC T TCCTAGC TATGCCTACC TTTTCCGCARAGCCTTCACCATGE
ITCTGTGICTTCT TEGETTCCTCAAGTGETTCTTGTCACTCAGCARGCAGAAGCCCTGAAGATGCATACTGA
ICTAAAAGTTGETATGTAT TGGGGAGACATGEGEETEEACTTTTGCECGATTCTTCARCATGEARACAAGARG
TTGEATAAATATGAGGTTCTGGTGATGACCCCTGCCATTTTGCTCGACGC GTTGAGGCATAGTTITCTGAGC
TTGAGCATGAT CARGETTCTAATAGTTGATCACTGTCATCATGCAGGGGEAAAGCACCCTTATGCTTGTAT
CATGAGGEACTTCTATCATAAGGAGTTARATTC TGGAACTTCCAATGTTCCACGGATATT TGGGATGACTG
CTTCACT TG T GAAAACARA GGG T GAAAATC TECATAGCTACTCGCAAAAARATTCATGAACTCGAARCTCTA
ATGAATTCARMGGTCTATACC TG TGAGAATGAGTCTETGCTGGCTEGETTTGTCCCCTTTTCTACACCARG
CTTCAAGTATTACCAGCACATARAAATACCAAGTCCCARACGAGCAAGC TTGE TAGAGALAGCTAGARARGAC
TAACGATAAAGCATCGCTTATCCC T TGGARC CTTEGATCTCAACTCCTCTACTGTTGATTCTGTAGAGAAG
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AGAC TG T T A GCATAAGTTCAAC T TARCATATTETTTGEATGATCTCGEART TTTGC T GGCCCAGARGGC
T T AGT AT TG T CAGCCAGTCAGAATGACTCTTICT TG TGGGGCGARCTARATATGTTITAGCGTGECCT
TGETARRRRRATTC TG TCTGATGC TTCACAGGAGT TTTTGGCTGAGATACCT CAAGETCTTAATTGEAGT
GG A A AT AR TEGARA T CCGGAGECAGETCTCCTAACTTTARARAACTGTCTGCCTCATTEAGACTCT
ToT TG GTTATAGC T T T GCACGARCATACGETECATCATTTT TG TGGATAGGE TGATARCAGCCATCGTTC
TEGEAATCCCTTTT GG TGAGRTTCTTCCAARC TG TAATARC TGGAR AR CCAACTACGTTGCAGGARATAAC
TCTGETCTGCARRAT CARACTCGGAAGRAGC AARATGAAATTGTGGAAGAC TTCCCGAGAGGCTTGETTAR
AT AT TG TAGC AR AT TAT TC TAGAGEAGEETC TAGATETTCARAGT TECAACCTGE T TATCAGATTTE
A TG AT CC AR AT TTGCAGTTTCATACAGTCTCETGEECG TGO TAGAATEGCARAATTCAGATTATTTG
ATGAT GET ARG GGAGATC TG T TARC AC A TC TCGAT TARTGARATATCTITCTGETGGGARARAGAAT
A AGACTCTTTGGATCATTCTC T TG T T CC TG T CACCTC TTCCAGATCAT TCAGATCGARCCACTCT
TG TCGAAR G TAC TEGAGCARCTGTAAC TC T TAGC TCARGCGTCAGC TTAATATATCATTACTGECTCA
AT T T T AGA T CACGTAC T TCARAR CCAGCCCCTAGAT TTCGATGTAAACARGEATCAGGECEACTTGCAC
T TAC T T TAAGAC T T CCAGTARAAGAAGTTARAGC TGAAGCARLTAATAARGTCTTARRACAARG
CTeTC TG T TTAAR G TTGC AT TCARC TG CACARAGTTGRAGC TCTARGTGATCATCTTGTGCCTGACATG
CITGTGECGEAAACTGTCTCACAAMAAC TCGAGAAALTCCAATATARCACAGAGCAGCCATGTTACTTCCE
O AGAGC TAGCTCTC O CAG T T TTCACGC ACAGCCEGAGACAACATACCACTTCTACTTAATAACAATCARGT
AR A T T ARG AR TT T TCAT T TARAC AT T TTTAC TAGGCACCAGAGTTGTCGC TTGAAGATGACATT
G AACACARGCTT OO GG I TGGARGATCATACGG GG TACAATAGC TETGACATTGAGTTATGTGEGAGCTTT
ToA T TAC A AAGAR GGG TCCT T TTC T G TAGARGAT TTCAGATARC TCTATTCCGAGTTCTTTTAGATC
A AT T AR T T T AT GEAGCGCATTGAAT AT TCCAT CTCAGAGATGEEETGECACTTGATTATCTA
AT T AT A T AT T A AT AR A CATCTC TTAT TCAT TG GGAAGTCGATCAGATCCGTGAATCTAAC
TTCTCATGAGGTT T TGGARAR A ACGARAATTGTTCTACCARCGGTGC TTCTCGCATTC TACACACARRAC
ACGGCTTGTTTTGTACTIGTGTCGTACARAATGCATTGGTTTACACACCACATAATGGATACETCTACTGE
AR CCETGT T T AR CAATCTARRACGEARAT TCATTAT TGACCARGAGARATTCTGECGATCAGRACTTA
AT TGAGTAC TA A CAA R A TEEGAT TCAA T TAR A TT T TG TGEATGAACCTCTTC TARATCGGARGAC
ACATTTTCAC T TG AT A TTAT C T TCAC AT CECCAAGAACAAGCARGEAGARACACGCATGACACGCGGAATTT
I T EAAC TAC T TGAGC T T TG T CATGTCATT T TG TCCCCAATATCAGTTGATATGAT CTATTCATATAC
TTT AT AT T T TAT AR CCCATTCAATC T TTGC T TATAGCATACAACC TGAAGRAARAGCATCCCAN
ARG T AN TA T T A A AT TAR GG T T T T CAAGC TATTACCACAAAGAACTGCGAAGATCAGTTCCACTTG
AR T A TAGAARCTCT TG TGAC T TTITCTGRAAATATGC TG T TTGTCAGCARCTATTCCAACACTETCA
A CTCACCATGAGGETC TTCT TAGCACGRAAGAAACGATGGAATGATTTCAAATGTCATGC TCTECCARTTTS
GAT T A AGA A C T T A GGAT T TATC G CGAT GAG TG TTTTGAAC CCARACCETTEGATGETTCCAGGT
AR T AT TGO AGC TTAT T A T T G T AR CCATAC TCTACCCGACTCTAGAAACATATACGTTGCTAGTAG
GACGCEAATCTGAAAC GO AAGAGTGTGECCGATETTETAGAATCAT TAAT TGGAGCATATC TCAGCCAGEGAG
GTEAACTTGCAGC TTTGATGTTCATGAATTGGET TGGAATAAAGGTCGACTTTACAACTACGARGATCCAG
A AT T A TAC A A G CAGACARAGCC T TETCAA TG TAGET TATATGEAGTCGC TG TTGAATTACASTTT
TG AT ARG T T T T e A T T ARG AT TEAC TCATGE TTCATACATGATGCCTGARAATTCCARGATGCT
ATCAGCCEET T GEAG T T T GG TGAC TC T TAT TGGAT TATC TCATAACCAAGCATC TATACGACAARTAT
T T I T eI TEGAC TAT TAACCGACATGCGATCAGC TTC TG TTAACAATGAA TG TTATCCCCTAGT
GECEETGARRGCARR CCTOCACARAC A A TCC TG TACGCC TCTCATCATCTCCATAAGCACATCTCTAGAR
CTGTCAGTGAGT T TGAACAGTCTTC T T TG A TCCAC T TTCGGATGGGAAT CCCATATATCTTTTCCARAG
G T TG CAGATETEATAGARTCTC TAGC AGCGCGCCATATTTGTTEACTCAGETTACARACAAGGAAGTAGT
GTT TG ARG TAT TARAC A TTTTGEETT G TATGATARCTCCAGACACTGTCAAGTTGCATCCTGTGAGAG
ACTTGACAGAATTATGTCAGRAG T GECAGTTCGAGT TGAGTARARGC TARAGATTTCGATTCTTTCACGETT
AT ARG T AR CGAGATGAGT T T TGO TCACACAGCAAAGGC CTCTGATAAGAAAATGGC CAAGARATT
GECTTACAARGALGCTCTTGAACTTACTTAAGAACAGCCTGEACTACTAR

- Secuencia de la proteina DCL2 de Arabidopsis:
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MITMDADAMETET TV EASPLHF ARSYOVEALERAT KON T IVF LETGEGKTLIAIMLLESYAYLFREFSPC
FCVEFLVPOVVLVTQOAEALEMHTD LEVGMYWGDMGVDEFWD SSTWEQEVDKYEVLVMTIPAI LLOALRHSFLS
LEMIKVLIVDECHHAGGEHPYACIMREFYHEKELNSGTSHNVERIFGMTAS LVETEGENLD SYWKKIHELETL
MHEEVY TCENE SVLAGEVEF ST SFKY YQHIKIPSPKRASLVEK LERLT IKHRLELETLDLNSSTVDSVER
RLLEIZETLTYCLDDLGILLAQKARDELEASQNDEF LWGELNME SVALVEKFCIDASQEF LAEIPQGLNWS
VAN INGNAEAGLLTLETVCLIETLLGY SSLENIRCIIFVDRVITAIVLESLLAEILPNCHNWE TKY VAGHNN
SCLONQTREKQNE IVEDFRRGLVNI IVATSILEEGLDVQSCHLVIRFDPASNICSFIQSRGRARMONEDYL
MMVESGDLLTOERLMEY LEGEKRMREES LDHELVPCPFLFDDEDEPLFRVESTGATVTLSSSVELIYHYCS
RLPEDEYFREPAPRFDVHNEDQGESCT LY LPESCPVEEVEAEANNKY LEKQAVC LEACIQLHEVGALSDHLVEDM
VVAETVEORLEKIQYNTEQP CYFPPELV S QF SAQPETTYHE Y LIRMKFNEPRNFHLNDVLLGTRVVLEDD I
GHNTEFRLEDHRGTIAVTILEYVGAFHLTQEEVLFCRRFQITLFRVLLDHSVENLMEALNGLHLRDGVALDYL
LVE STHEHETSLIDWEVIRSVNLT SHEVLEKHENC S THNGASRILHTEDGLF CTCVVONALVY TPHNGY VY C
TRGVLNNLNGN ZLLTKRN SGDQTY IEY Y EERHGEQLNEVDEP LLNGRHIF TLHSY LHMAKKKKEKEHDREF

VELPPELCHVILEPISVDMIYEY TFIPSVMORIESLLIAYNLER SIFRVHNIETIEVLEATTTRECEDQFHL
EZLETLGDEF LEY AVCOOLFOHCHTHHEGLLETRRDGM I SNVMLOCQFGCQORLOGE IRDECEF EPRGWMVE
QESAARY ZLVNDTLPESRN IYVASRENLERE EVADVVESZ LIGAYLEEGGELAALMFMNWVGIEVDETTITREIQ
RDEPIQAERLVHNVGYMESZLLNY SFEDKSLLVEALTHGEYMMPEIPRCYQRLEFLGDEVLDYLITEHLYDEY
PCLEPGLLTDMREASVNNECY ALVAVEANLHEHILY ASHHLHEH I ZSRTVEEFEQSSLOETEGWESDISFER
VLGDVIESLAGATIFVDEGYNEEVVEASIRFLLGCMITPETVELHPVRELTELCOEWOFELSEARDEDEFTV
EVEAREMZFAHTARASDEEMAKELAYKEVLNLLENZLDY
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- Secuencia de codificacién de DCL3 de Arabidopsis (At3g43920):

ATGCATTCGTCGT TGGAGLCEGAGARAATGEAGGARGETGEGEEAAGCAATTCGCTTARGAGAAMRTTCTC
TEARATCGAT GEAGATC AR T CTTEAT T CTETCTC T T CTCCTATGATGACTGAC TCTAATGETAGTTATG
AT T CARAGT ETACGAGET T TAA AR CAGCAACATAATTGCTETTTTECGEACAGGEATTCGATAACGTCA
GAGATCACTARGAGGC T TATCARAGCTATGEGTTCTTCTGATACAGACARMAGAT TGATAATTTTCTIGEC
CCCARCTGTGAATCTTCAATGC TG TGAGATCAGAGCACTTGTGAATTTGAAAGTTGRAGAGTACTTTGGAG
CTARAGGAGTTGATARAT GEACAT CTCAGC G TG AT GAGGAATTTAGCAAGCACGATGTTTTAGTTATG
ACTCCTCARATAT TAT TGEATGTC T TAGANGTGCATTCC TEARAAC TAGAGATGETATGTCTTCTAATAAT
AGATGAATGCCACCATACCACTGGCAATCATCCCTATGCGAAGTTAATGAAGATTTTTARTCCTGAAGAGT
GTEAAGEAGTGEAMMAGTTTGCTACARCGET TARAGAAGETCCAATATTGTATARCCCATCACCATCCTGT
AGTTTGGART TGARAGARAA T TAGARACTTCACACCTCARGTTTGATGCTTC TCTTAGAAGECTTCAAGA
GTTCEEAARAGACAGTTTTCTGARTATGGATAATAAGT TTCAGACATATCARAAGAGATTEGTCTATCGACT
A A CAGACATTTIGCAT TG CTIGATAA T CTTEECC TGATTTECEGCACACT TGO GGCTGAAGTCTGETT:
GAGAAAATCTCAGATACGAAAGAGGAAAGTGAACTTATAAAGAATGCTCAATGOTGTGCAAGGAATTITCT
TeAGGATATTTTATCCAC AT TGGEETGTAT TTGCCGCAAGATGATAAGAGTCTGGTAGATTTGCAGCARARA
ACCATCTGTCAGCAGTAA T T T T GGG AT G TATC TC CAARGC TAAAMGCARC TCTTCCATCTATTGEATTCC
TTTAGAGGTGACARGE ARG AGTGCCTTATTTTAGT TGAGAGAATTATAAC TGCGARRAGTGATCGARAG
ATTCGTTARGAARAGAAGCCTCTTTGGCTTACCTTAATGTCTTGTATTTARCCGARAACARCCCCTCCACCA
ATGCTATCGECACACAAA N TG AR A TTCARATCCC TEATTTATTTCAACATCEECAAGGTGAATCTTTTATTC
AT A ACATETGE T T AN G ACGEAT TTCAGE T TCCAGAT TG TCATGCATGETTTCTITTGACCTGCCCAR
ARCAATGTGTAGTTACTCGCAGTCTCAARRACATGCCAAACAGAGTAATTCTAAGTCTATCATGTITTICTTG
AAAGAGGGAACCCGAAGC ARAGAGACCATCTGCATGACCTTATGCGAAGAGAAGTCCTAATTCAAGATCCA
GAARGCTCCAARCTTGAAATCGTGTCCACCTCCAGT GARARATGGACACCGETGTGAAGGAGATTGGATCCAT
CEETTATCCCAGATTC TAARC ATAACTCTAT C TEAGGAAGCAGCTTCCACACARARCTATGAGTEGATCCTCCTA
GrAGAAATGAGCACT TACCACCG TG TAARRARGT TACGC TTGGATAACAATCTCTTACAATCCARCGGUARR
GAGAAGGTTGCCTCTTCTARARGT ARATCATCTTCATCGGUTGCAGGTTCARRARAACGTAAGGAGTTGCR
CECARCARCCTGTGCAAAC G AT T TCAGGARCCTEEEGAGAAAATATTCGATGGCGCCACCTTTCAGECTT
ATAAGTITGACT T C TG T TG TAATAT T T CTGGECEAAGTATACTCGAGTTTCTCTCTTTTGC TTGAGTCAACT
CT G CEAGEATG T TG TARAGT TGAGATGGACCTTTACTTGGT CAGGARGCTTGTCAAGGCTTCTGTCTC
AT TG TG CAGATACGT T TGAGTCAAGAGGAGC TGETCAAAGCAAAATATTITTCAGCAGTTTTTCTITA
ATCECATGT I TGEAAAGT TG I T T T TGGATC TARGTCACAGGCAAC AR ACAGAGAATTTTTGCTTCAARCT
GACACTAGTTCICTTT GG CACCC TG TTTATGTTTCTACTGCTACCAGTTGAAMACAAATGATCTAGCTTC
GAGTGCGACARTTGAT TG T CAGE TATCAACTCC TG TGCCTCAATAGTTGAGT TCTTGAAGAARAATICTC
TTC T TGATCTTCGECATRAGTGATCEEAATCAGCTGCARATACCTCATCCGETCAGEAAGTCTTACTAGACGAT
A T AN GCAR A AN T TEATTCAT T T T CCAA TG TT CGTC TEATAARAATAGCGTCTCGAAGARCTTET
GETCATTGC AR T TCATAC TGGACGGATATACTCTATAGTTGAAGCCGTAAGCGATTCTTCTGCTATGAGCC
CCTTTGAGETGGATGCCTCATCAGGCTATGCTACTTATGCAGAATATTTTAACAARRARCTATGGEATTGTT
TTAGCGCACCCGARCCAGCC G T TGATGAAG T TEAAGCAGAGTCACCATGCGCACARCCTTTTAGTCGACTT
CAATGAAGAGATGETTGTGAAGACAGAACCARANGC TGGCAATGTTAGGARAAGAMMMCCGAATATCCATG
CECATTTGCCTCCAGAGC T T T TG TAGAAT TGAT G TACCGCGTGC TG TG TAAMATCAATCTACTTGCTG
CCTTCAGTGATGCACC G CTAGAGTC TC TAARTCETTGECCAGC CAGC TTAGEGCARGAGATTGATTGTAGCAT
ACATAAC TTCAGTATATC ARG TACATCGATTCTTGAAGCAGTTACAACACTTACATCGCCCCCGARTCATTIT
CAATGEAGC GG T TGGAAC TG TCGGGGEAT TCAGTC TTGARAGTATGTTGCGAGC TG TCATCTATTCCTTAAG
TATCCTGACAAAGATGAGGGGCAACTATCACGECAGAGACAATCGATTATATCTARCTCARARTCTTCACCG
CTTGAC AR CCAGTCGCAARACTACAGGGATACATAAGAAATGECGCTTTIGRACCGCGTCGOTGGACTGCAC
CTGETCAATTTTCTC T T T I TCC TG T TCC T TG ARG TG TGEGAT TGATAC TAGAGAAGTACCATTGGACCCA
AN TTCT TCACAGARAMCATGACTATCARAA TAGECAAGTCTTGCGACATGEETCATAGATGGGTAGTTTC
AR AT T CTATCAGAT TG TGAGGCCCTeAT TEC TECCTATTAT G TAAGCGETGEGATTGTCTGCTTCTC
TeCATATGAT GAAAT GG TCGGTATTGACGTCGAT T T TGACCCAAACCTAGTCGTTGAAGCCATCAATAGA
T TCTCTACGE TG T TACAT T TAAAGAACGAT CAGC TCATAGAGT TGGAGAGARACATCCALACATGAATT
CTC T ARG TTTCTTTTARAAGAGGC TATCACACACTCCTCTC TTCGTGAATCC TATTCATACGRAGAGAT
TAGAGTTICT T GG GATTCTGTACTGGAT TT TCTAATARCCCGTCATCTTITTTAACACCTACGAACARACT
e TGGAGAGATGACCGATCTTCGT TC TGCATG TG TARACAATGAAARATTTTGCGCAAGT TGCAGTGAA
AT AACCTECATAC CCACCTTCARCGC T TECTACGE T TCTCGAGACTCAAATARACCGACTATCTGATGT
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CCTTTCARAR G CAGATCACGAC TG TAGATCAATCCCTTCAATACAGGECCCTARGGUTCTTGGAGATGTT
GTGEAGAGTATC GO TGGAGCATTEC TGATCCATACCGAGETTAGATCTCGATCAAGTGTEGACGAGTCTTTGA
GLCGTTGCTTTCTCCAC T TG TARAC TCCAGATARRCTICAGC TTCCTCCATACCGEGAGC TCAATGAGCTAT
GLGACTCTC I T GGG TAT T IC T T T GAGTGARATC T TCARATGAT GG TG TCAAAGCACARGCCACGATCCAG
TTECAGC TEEATCATGTIC T TT TAACTGGAGATGGATC TGAACAGACARATAAACTGGCCTTGEGAARAGT
AGCTTCACATCTGCTTACACAACT TGAGAAGAGAAACATTTCACGTAARACCTCEGCTCGEGEATAATCALA
GTTCCATGGATGTCAATC T TGO TTGCAAT CATACGCGACAGAGAAACTC TGACTTCAGAGACTACTGARATC
CAGAGTATAGTGATTCCATT TATTGGACC TATAARCAT CAACGAAAGGCGEECCTCETGEAACTCTACATGA
GITT TG ARGARGCATC T TEECCAATGCCTACTTTCGATACCTCGGARAGAGARATCCAGRACTCCGTTTG
AATTCATAGATGECGETGAGRAGCGEACTAGCTTCAGCAGTTTCACATCGACCATAACCCTAAGGATACCC
AATCGTGAGGCTCTGATGTATGC TGGAGAAGCAAGGCCTGACAAGAACGAGTTCCTTCGACTCTGCAGTCGT
GGAARTTGCTTTATGAGC TCGAGCGCCGCARGATCGTCATAATACARAAGTAG

- Secuencia de la proteina de DCL3 de Arabidopsis:

MHEZESLEPEEMEECGGEN S LERKF SEIDGDONLDEVS SPMMT D ENGESYELEVYEVARKNRNI IAVLGTGIDRS
EITERLIKAMGSZDTDERLIIFLAFTVNLOCCEIRALVNLEVEEYFGAKGVDEWT ZORWDEEF SKHDVLVM
TPOILLDVLREAF LELEMVCLLI IDECHHT TENAR Y AR LMK IFNPEEREGVERFATTVEEGP ILYNPESPSC
CLELKEKLETCHLKFDASLARRLOELGKD ZFLNMDHEFETY OKRLEIDYREILHCLDNLGLICAHLAREVCL
ERISDTIREECSETYRECEMVCREFLEDILETIGYYLEQDDEELVDLOONHLEAVISGHVEPRLEELFHLLDS
FRGDEQEQCLILVERIITAKVIERFVEEEASLAYLNVLYLTENNEFS TNV ZAQEMOIEIFDLE QHGEVNLLE
ITDVVEEGEFOVEPDC SCMVCFDLEPK TMC SY S0 S0RHARQ SN SESIMF LERGNPRORDHLHDLMEREVLIQDF
EAPHNLE SCPPRVENGHGVHE IGEMVIPDEN I TVEEEARS TOTMEDPFSRNEQLPPCEELRLDNNLLOSNGE
EHVAS K SH S S o AAGSHKRKELHGTTCANALSGTWEENIDGATFQAY KEDFCCNISGEVYSSFSLLLEST
LAEDVGEVEMD LY LVRELVEASY S PCGIRLEQEELVERRYFOOFFFNGME CELEVGIRK SQGTRREFLLOT
DTS ELWHPAFMFLLLEVETHNDLAS ZATIDWSAINCZCAS IVEFLEENELLDLRD SDGNQCNTZ SGQEVLLDD
EMEETHLIHFANAS SDENSLEELVVIATHTGRIY Z IVEAVED SSAMEPFEVRASSGYATYAEYFNEREYGIV
LAHPNOP LMK LEQSHHAHNLLVDFHNEEMUVH TEPKAGHVRKRKPNIHAHLFPELLARIDVFRAVLESIYLL
PEVMHRLESLMLASQLREEZ IDCSIDNE SIS TS ILEAVTTLTCFESFSMERLELLGDEVLEYVASCHLELY
YEDRDEGOLERORO S ISHNENLHR LT T SRELOGY IRNGAF EPREWTAP GQF SLFEVECECGIDTREVPLDE
KEFTENMT IKIGKSCDMGHRWV YV SK SV EDCAEALI GAY YV EGGLEASLHMMEW LG IDVDEDPNLVVEATNR
VILRCYIPREDELIELEREIQHEF SARKFLLEEAITHEZSLRESY SYERLEFLGDSVLDFLITRELENTYEQT
GPGEMTDLRCACVNNENE AQVAVENNLHTHLORCATVLETQINDYLMSFQRPFDETGREIFSIQGPRALGDV
VEESIACGALLIDTRLDLDOVWRVEEPLLEP LV TP DELOLPPY RELNE LCDELGY FFRVECSNDEVHAQATIO
LOLDDVLLTGDGSEQTHNELALGKARSHLLTQLEKRNI SRK TS LEGDNQS SMDVNLACHHEDRETLTSETTEL
OSIVIPFIGPINMEEGGPRGTLHEFCKEHLWPMEPTE DT SEEKSRTPFEFIDGGEXRTSFZSFTETITLRIP
NEEAVMY AGEARRPFDERSESFDCAVVELLYELERREIVIIQR

- Secuencia de codificacion de DCL24 de Arabidopsis (At5920320):

ATGCCETGACGARGT TGAC T TGAGC TTGACCATTCCCTCGARAGC T TT TGGGGARGCGAGACAGAGARCAARR
ARATTGTGAAGARGARARANRRCANRARCARARANRGC TAARRAGCAGCAARAGCGACCCAATTCTTCTTCACA
CTAGT G TG CACTCACARA G T T T T TCCTCC TCC T T TGACCATGCCETACAGTGAAATCCGECGACGATCTT
CECTCAC TCGAC T T TGAC CACGCCGATGT TTCTICCGACC T TCACCTCACTTCTITCTTCCTCTGTTICTTC
GITTTCC T T I I TG T I T T T I G T I T O e TG TACGGAT GATCC TTCACCGAARATEGAGAAAL
ACCCTAGAAR R, TGO CAGCAGETATCAGGE TCGAGC TETETAAGARACGCAACGGAGGAGAACCTTATTGTIA
TATTTGGGETACAGG T TG T GeEAA A TCACATTCCACTEGATGC TTATATATGAGC TTEGETCATTTGGETICT
TAGTCC ARG A G TGTTTGTAT T T T TC T T G T CCACCE TGO T TTGETCCARCAGCARGCCARAGGTCA
TR GEACTCTGTCARACTTCARACTTGCAATACATTGTGGAGGCARGAGGATTGTGAAGAGCCACTCGGAL
TG ACAGACAGAT TG AGCCAATCAGGTTC T TETTATGAC TCCACAAATACTTC TGCATAACTTACAGCA
CTGTTT AT ARG AT GGAGTGTAT CTCCC T T TAATAT TTGATGAGTETCACCATGCTCAACARCARAGTA
ACCATCCTTAT GCAGAR A TCATGARGGTTTTCTATAAATCGEARAGTTTACARCGECCTCCAATATTTGEA
ATGACTGCATCTCCAGT TG T TG AARGGGTCTITTCAATCAGAGRATTTATCGARMMGCATTAATAGCCT
TEAARAT T TGO TCARTGCCARGG T TTAT TCAGTGEARAGCAR TG TCCAGCTGGATGGTTTTGTTTCATCTC
CTTTAGTC AR A TATAT TAT TAT GG TCAGC T T TAAGTGATGCATC TCAATCCGACCATCAGATATGARRAC
AT GAGEACAT CAA A A TEC T TG CATCAC T TAAGC TG TEATTEGATACTCATCARACACARAC
T TAAG TATGAARAGCC TTC T CARAAGATC TCATGATARTCTCATATATACTCTGCTGARTCTTGGEC
ICTGEEGAGCARTACAGECTGC TARAATCCAATTGAATAGTGACCATARTGTACAAGACGAGCC TG TGGGEA
AR GARTCCTARGTCARAGATATGTGATACATATCTTTICTATGGC TGCTGAGGCCCTCTCTTCTGGTGT TG
TARN A T CAGARTGCATCTGACC TCC TCAGC TTAGC GEC T TCAAGEAACCATTATTCTC TAGAAAGC TAG
TR T T AT TAAGATCC T T T CEE TAT TCAGGC TAGAGCCACACATCAAATCETATAATATTTCTCAATCGSE
ATTGTGAC TG ARAGARCAT TG TCATGCATACTAAATARCTTGGARACTGCTACGGTCTTGGRAGTCTGATTT
T T T T GGAC T TAGT TC TGGAC TGARAGAGC ATCTCAMRGAAGGAGCTATGEAAACAATACTTAARCGGTTCC
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AT TAR A GA G TCAAT T TAC TGE T TG CAC TARAC T TG TCAAGAAGCECCTITGATATTCAGACATGCTGT
CTTGTGATCCGTTATGAT T TACCAGAGAC TG TTACCAGCTTCATACAGTCCAGAGETCGTEGCTCEAATGECC
TCAGTCTGARATATGCGTTTCTAGTGGACAGLGEARRCGAGAARAGAGATGGATCTTATTGAAAATTTTAAAG
TAAAT ARG ATCCAAT AR TCTACAAR T TAC T TAC AGRAAGC TCAGAGGAAACTTGTCCTAGACTTGATGAG
CAGTTATACARACTTCATGAGACAGCEAGCTTGTATCACTGETEGEAAGCAGCATCTCCCTTCTCTATAAATA
TTGTTCTAGGCTTCCACATGATGAR T TT TTTCAGCCCARGCCAGAGTTTCAATTCAAGCCTGTTGACGAAT
TTGETEEAACTATCTETCGCATARC TTTACCTGC TAATGC TCCTATAAGTCARATCCARAGTTCACTACTA
CCT T GACAGAAGC TECTARARRCCEATCCTTETCTAARGGCTETGCATGAGTTGCACARCTTGGETGTACT
TAACGATTTIC TG T TG CAGA T T AR GGATCAAA TTCAGGACGARTTGTCAGATGATGAATTTGATITIG
ATAACATCARRGGTGAAGGC TG T TCACGAGGTGACC TG TATGAGATGCETGTACCAGTCTTGTTTAAACARA
AACTEEGEATCCATCTACAAGT TETETCAARTCTTCATTCTTACTATATAATGTTITGTGCCTCATCCCGCTGA
TAGGAT CTACA A A AR CTTTGGETTTC TTCATGARGTCACCTCTTCCCG T TGAGGCTGAGACTATGCATATCG
ATCTTCACCTTGCTCATCAAAGATC TG TAAGTETAAAGAT T T TTCCATCAGGGETCACAGARTTCGACARC
GATGAGATARGACTAGCTGAGCTTTTCCAGGAGAT TGCCCTGAAGGTTCTTTTTGAACGGGGGGAGCTGAT
CCCGEACTTTGTTCCCTTGEGARCTGCAAGACTCTICTAGARACAAGCAAATCCACCTTCTACCTICTTCTTC
CACTCTETC T GCAT AT G AGARACTET TATATCTETAGAT TEGGTGACTATCAGAAACTCCTTGTCATCA
AT TTTAAGAC TCCATC TG T T T TAG T GGARCATATATTTCCTCCTTCGEGCTCTCATTTAARGC TAGC
AAA TG TGCTGGAATAT TGATGATGTGAAGAACAGCTTGGT TTITACAACCTACAGTARRACAATTTTACT
TTGTTGCTGATATC TGCCATGGAAGARATCGETTTCAGTCC TG TTARGGAATCTAGCACCARARGCCATGTG
GAGAGCATATATAAGT TCGTATGECETGEAACTCARAGCATCCTEGCACAGCCACTOTTEGCGTETGAARCCACT
TTGETCATGTTCGGAACTTGCT TCAC AR COAR TOCAGACGAATTTGGAACCACRAGARC TTGACGRAATACT
TCATAGAGATTCCTCCCGARC TT T T AC T T AR AGATAARAGGATTATCTARAGACATCGGAAGCTCGTTA
TCCTT T TACCATCARTCATGCATCETATGGAGAATTTACTCGTGECTATTCGAACTGARACATGTGCTGTC
TG TTCGATCCC TGAGATAGC TGAAGT T TCTGETCACAGECTACTCGAGGCGCTCACAACAGAGARATGETC
AT GAGCGCCTT T T T TR A G T TEAGE T T TG T GATGCATTCCTCAACTTTECTETTAGCCEACAC
CTTTTTCTACACCATGATAGTCTTGATGAAGEAGAGT TGACTCGGAGACGCTCTAACGTTGTTARCARTTC
CARCTTGTGCAGGC T TGCAAT ARRRAAARARTCTGCAGGTCTACATCCGTGATCAAGC AT TGGATCCTACTC
AT TC T T TG AT T TG CCAT AT CAGAGT AACC TG TEGACCAGETAGC CACTRAAAGAGGTTCATTCCTTG
AATAGGGATCTTGGGATC TTGGAGTCARAA TACT GG TGAARTCAGATGTAGCARAGGC CATCATTGETTGTA
CAAGARRAAC AR T TGO TGATG TG T TGAGGC T C T TG TGGGAGC TTTC TTAGT TGACAGTGGCTTCARAGGETG
T T AR T T T T ARG T CAT T TG TAAA T T TCATT TTGAATCCTTECARAGTACAAGATGCTTGTATT
GAAGCAGGCGC TAC TT e e T AT TAC TCCCAATAATTTEGAGACCCTTCGAARAC CAGCTTGACTATAA
GTTCC T CACARAGGETCTAC T TG TACARAGCC TTTATCCATCCATCT TACARCAGGCATEGGAGGAGGCTGCT
ACCACACGATTGGAGTTTC T TGGEGATGCTGT TCTGGAC TACTTGATGACATCCTATTTTTTCACAGTCTTC
CCGARRC TEAR R TG T AR TEAC AT TAAGATC TC TCTCAGTAAATARTCAGGCGCTAGCARAATGT
T TGTCAGT T T T TG TARA GG AT TTC TAT T T TG CCAGTCCATTTATCTTCATGAAGTTATAGAGGATT
ATARCCAATTTCCTGECATC T TCCCCAT TGECAAGTGGACAAT CTGAAGGTCCARGAT GCCCAARAGETTCTT
CETCEACT TG TACGARATCC TE T T TG T TTTTC L TCGATTETGEETTCAACTTGAATCATGTC TGGAC
TATGATGCTATCATTTCTAGATCCGGTCARA A T TGTCTARCC TTCACGATTAGTCC TATAARAGRACTGA
TTGARACT T TGO CAGTCTTACAAGTGEGAT CGGGARRTATCAGCGACGARRA MCCATGETGCTTITACTETT
GAACTAAA A T GACC AAGAR TG TTETTGCC TTACAGTITC TECAACTCGTCGGAAC RARAGAGAGGGCAC
ARARARGECTGCACAGC TEATGAT TAC AAACCTGAAGECTCATCAGAACATAACAACCTCCCATCCGTTGG
AGGATGTTCTGAAGARA TGO AT CCGAAATGAAGCTARATTAATTGGCTACAATGARGATCCTATAGATETT
GIEGEA T T T T TG G TG A T TCAA R A e TAR A TATCC TAGARARCTTTTGGCGGGAATAGTGARAGARG
CAGCTCATACGTCATCAGACGAGETCTCCCCCAAGCACCATC TAARACACAAGACAGGC TTCCTCARARLGG
CCATCATAAARAGCAGGT GEAC CAAGC AGCAAAACCGCARAANTCCCTCTTGCACGARACATCTGTTGCTAAC
TETTGGARGCCACCACACTTCGAATGT TG TGAAGAGGAAGGACCAGGCCACCTGARATCATTICGTIC TACARA
GETAATCCTGCAAGTTGAAGAT GG CCARTATGACAT TECAATGT TATGETCGAGGC TAGAGCARCGAAGA
AAGETGCAGCAGAGCAC G TGO CC ARG T TATAT GG TGO C TCARGCATTCTGGATTCCTTTGCTGA

- Secuencia de la proteina de DCL4 de Arabidopsis:
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MEDEVDLZLTIFSKLLGKRDREQHENCEEEKNENEEARKKQOKDP ILLHT SAATHEF LEPPLTMEY SEIGDDL
RELDFDHADVESDLHLTEZ222VICF 325585 LF SAAGTDDP SFEMERDEPREIARRYQVELCEKKATEENVIV
TLGETGCGRTHIAVMLIYELGHLVL PR ESVC IFLAP TVALVEQOAKVIADSVNEFEVATHCGGERIVESHEE
WERETAANEVLVMIFQILLHNLOHCEF IXMECI SLLIFDECHHAQQOSNHPYAE IMKVEFYK SESLORPRIFG
MTAZPVVGRGEFQZENLEKS INZLENLLNARVY SVESNVOLDGEVEEFLVEVYYYREALSZDAZQSTIRYEN
MLEDIKQRCLASLELLIDTHOTOTLLEMERLLEREHDNLIY TLLNLGLWGA T QAAKI QLN SDHNVQDERPVE
KNFRERICDTYLEMAREAL ZSGVARDENASDLLELAALKEPLF SRELVOLIKILEVEFRLEPHMECI IFVHR
IVTARTLECILNNLELLRSWEEDE LVGLESGLESMERREMET ILKRFQSKELNLLVATEVGEEGLD IQTCC
LVIRYDLFETVISFIQERGRARMPQZEYAFLVD SGNEKEMDLIENFEVNEDEMNLELI TYRSSEETCFRLDE
ELYEVHETGAC I SGGE I SLLYKY CERLPHDEFFOFKPEFQFEPVDEFGGTICRITLPANAFISEIESSLL
PETEAARKDACLEAVEELENLGVLNDELLPDZEDEIEDELSDDEFDEFDNIKGEGC SREDLYEMRVEVLERD

EWDP ST SCVHNLHSY Y IMFVPHPADRIYXKFGEEMEZPLEVEAETMD IDLHLAHQREVEVKIFPSGVTEFDH
DEIRLAELFQEIALKVLFERGELIPDFVPLELQDS SRTSKETEFYLLLE LCLHDGESVISVDWVTIRNCLEE
BIFMTECVLVEDIFPESGEHLKELANGCWN IDDVENSLVETTY SKQF YEVAD ICHGRNGE SEVEESSTHIHY
ESIYELYGVELKHPAQPLLRVKPLCHVENLLHNEMO THLEPQELDEYF IEIPPELSHLEIKGLEKD IGEEL
SLLEPEIMHREMEMLLVAIELKHVLSASIPEIAEVIGHRVLEALTTEKCHERLELERLEVLGDAFLEFAVERH
LFLHHD ELDEGELTRRRSNVVNNSHLCRLAIRKNLOVY IRDQALDF TOFFAFGHPCRVICDEVASKEVHEL
NRDLGILE SHNTGE IRCEKGHHW LY KET TADVVEALVGAF LVD SGFECAVEF LEWI GVNVDFEZLOVODACT
ACZRRYLPLTTRMNLETLENQLDYKE LHKGLLVOAF IHP SYNRHGGECYQRLEFLGDAVLDY LMTZYFETVE
BRLEEGOLTDLRELEVNNEALANVAY S F SLERFLECES IY LHEVIEDY THE LASSPLASGOQSEGFRCPEVL
GLLVE SCLGALF LDCGFHLHNHVWIMMLSELDPVENLENLOIZFIRELIELCQSYKWDREL ZATREDGAE TV
ELEVIENGCCLTV ZATGRNKREGTHRAAOLMITNLEAHENITTZHF LEDVLENGI RNEAK LI GYNEDE 1DV
VDLVGLDVENLN I LETE GENSERS S SYVIRRGLPOAFSKTEDRLFQKALI IKAGSFSZKTAKSLLHETCVAN
CWEPFHEFECCEEEGPCEHLREEFVYRVILEVEDAPNMTLECY GEARATRHGAARHARARTWCLEHESGELC

Ejemplo 2

Los transcritos de DCL2 y DCL3 y no de DCL4 se reprimen durante la respuesta inmune innata

[0073] Debido a que tanto DCL2 como DCLS3 regulan negativamente la respuesta inmune innata de Arabidopsis,
se comprobo si sus niveles de transcritos disminuyeron durante la estimulacion de PAMP o la infeccion patdgena. El
analisis de PCR cuantitativa revelé que se reprimieron los ARNms de DCL2 y DCL y no de DCL4 ~ 2 — 3 veces en
cualquiera de los flg — 22 o en los tratamientos de la Pto DC3000 virulenta (Figura 5A, B). La Figura 5A muestra
plantas de semillero de Col — 0 WT que se provocaron con 1 uM de flg — 22 durante 60 min y se analizé una
acumulacion de ARNm de DCL2, DCL3 y DCL4 en PCR en tiempo real. En la Figura 5B se muestra lo mismo que en
la Figura 5A excepto que las plantas de cuatro semanas se provocaron con DC3000 en 2 x 10" cfu / ml durante 6
horas.

[0074] Los resultados sugieren que DCL2 y DCL3 se reprimen transcripcionalmente durante la respuesta inmune
innata de la planta.

Ejemplo 3

Identificacién de los represores enddégenos de la expresion DCL2 / DCL3

[0075] Las lineas transgénicas de Arabidopsis que transportan 1,5 Kb regiones aguas arriba de DCL2 o DCL3 se
unen a un gen indicador GFP y ademas se someten a mutagénesis (utilizando enfoques conocidos por expertos en
la disciplina como etilmetanosulfonato (EMS)). Se realiz6 ademas un cribado de la pérdida de GFP para identificar
los reguladores negativos de la transcripciéon de DCL2 o DCL3. Los genes represores candidatos se aislan por la
clonacion basada en mapas y se criban para una susceptibilidad aumentada a los patdgenos fungicos y bacterianos
virulentos. Los represores se expresan en un promotor fuerte 35S o en promotores inducibles por patégenos (por
ejemplo, WRKY®6, PR1), y en lineas transgénicas estables generadas para conferir una resistencia de la enfermedad
aumentada a los patégenos. Al mejorar constitutivamente la expresién de los reguladores negativos de la expresion
DCL2y DCL3, se incrementa la resistencia a los patdgenos flungicos y bacterianos que se obtienen en varios tipos
de plantas, incluyendo los cultivos.

[0076] De manera similar, se identifican los reguladores positivos de la trascripcién de DCL4 que desempefian un
papel en la actividad antiviral. Esto comprende la mutagénesis de las lineas transgénicas de Arabidopsis que
desencadena la transcripcion de DCL4 mediante la evaluacion del efecto de DCL4 en un constructo constitutivo GFP
y aislan ademas a los mutantes que anulan la expresién de GFP. Se identifican los correspondientes genes
utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la disciplina como la clonacién basada en mapas y su
sobreexpresion constitutiva o condicional en diversas especies de plantas que se implementa para conferir
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resistencia antiviral. Las plantas transgénicas que sobreexpresan de forma constitutiva o condicional represores de
la transcripcion de DCL2 y DCLS3, asi como los activadores de la transcripcién de DCL4, se producen para conferir
un amplio espectro de resistencia a patdgenos no relacionados.

[0077] Por otra parte, las mismas lineas transgénicas que analizan las actividades transcripcionales de DCL2 y
DCL3 se utilizan para cribar los compuestos quimicos que desencadenan la disminucién del ARNm de GFP. Esto se
logra por el control de los niveles del ARNm de GFP (utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la
disciplina como el andlisis de Northern, el andlisis de PCR en tiempo real semicuantitativo o el andlisis de PCR en
tiempo real cuantitativo), tras la exposicion de estas lineas transgénicas a una biblioteca de agentes quimicos. Las
moléculas que someten los niveles del ARNm de GFP se utilizan ademas para conferir resistencia antifingica y
antibacterial en varias especies de plantas, incluyendo los cultivos.

[0078] Ademas, se utilizara la misma biblioteca de agentes quimicos en las lineas transgénicas que analizan la
actividad transcripcional de DCL4 para identificar las moléculas que mejoran la expresion de GFP. Estos
compuestos quimicos conferirdn una mayor resistencia contra los patégenos virales promoviendo la transcripcion de
DCLA4. Los cocteles de los agentes quimicos que promueven la transcripcion de DCL4 e inhiben la transcripcion de
DCL2 y DCLS3 se utilizan ademas para conferir un amplio espectro de resistencia a patégenos no relacionados.

[0079] Las secuencias de los promotores DCL2, DCL3 y DCL4 permiten a los expertos en la disciplina generar
constructos que analizan la trascripcion de DCL2, DCL3 o DCLA4.

- Secuencia promotora DCL2 de Arabidopsis:

ATTCTT T GG TG TCTATATAGT T TG T TTCTCG T TTTTC T TATCCCCAARTECATCATCATCETTTTCAR
GRAGCAGTACACTCTCAAGARAGT TCAT TGUCAAGAAAGGACCTATCACACT TG TACTGTGGATTCTCCAAG
AT TG A G T TETGE T I TG E T I C GG TTACA TG ECATACTTETTCTATCTCATATTCTTTCCTTGG
TG e T ARG T T T TG T AT TC T GG AGACACAGCATACATCACTATTATGGGATGGGTGETGACGAG
CTCAGEC GO AGATAGGAAACATGAATACAT TGGACAACCTGATGTAATGGT TG TGETGATCCCACATGTIGE
TCTTTGT TG T TAT CCCCAGTGTCTTGG I TG TG TG T TG TC TG TTEC TEAGAGAGARATC TACARAGATCAC
AT T AN TETC T TGE TAAGARAGAGGATGACCATGACCGEEEAAGEARGARGAGATCACAACGCCGITC
A TG TTAT T T AR A G AR A TG T T T GGARA T G T T TG TG TICATTAGC TC TATATTGGAAGT
ATTTCAAGETACCACTTGTATAT TAAC TAATGAT TCGTTTATTTCCATCTITGCATTGCGCAALAACCTGCGA
TCATGTTCATC T TG T TG T T T TCAT T TGCATTCAC TTC TEARGTATATTTTGTTTTTATTGACAGERT
T T e AT TAC G TAGAGC T TAT CAGA TGAA TG TG T TCAT T TTCCAGGTTACAGCCTTGTAGTTCCATT
GITGCTAC TATA TG T TATC TGO AR C CCATARAG T TCCATGAGATTTGAATCTATGGAAGTTTTGETGTT
ITTATGATTTTGAT TAT GRAGARANCACAT TTATAGGEGEGTTTTICTTATGTIGTIGT ITCGATAGACGTTCGATAT
ACTRTATAGATC AAGAARGT TAGACCARATTATTCTGTATCCTTTTGCTTTTATTTTTTTITTACAGCTAGA
CCARMARACTACAAGTGETTTIGCTCAAT TTGGARAARAARARCATTARAAATATTARARRRCAALDAATGE
ATAATGACGTAAGCGAAAGCTTCTGTCATAGTCTCACAGTCACARACAARMACAGTCARTCCCCCAAAGARATT
ATGETAGCACTCAR T AR TCCCATAA AT AR TC T T T TCAACACTTTTTTTCTCTTAAATTTTTGTTTCGARA
A TCAC TAC T T T TAAT CGARATGAC TGACTGAGAGC TTTAGC TTTTGATCGTTCGTCTICGTGATTC
CTTTCT T T T T T T T G A TG T TG TAC CTGAAAC TAC TG TCCTCGATCGCTGCTTTGTCTTTCGA
T T T TAATTTET T I T I T T TAT TAT TATCTC TG GE G T I TG T T TTGCETTAATCCTCTTTC TGO TCGA
CTTACGGCGATTTTTGATAT T TGCAGAT TARRRAGTTAGGTTTTTTITTCGTARATCTACTGTATATGTTT
TAGATGACC

- Secuencia promotora DCL3 de Arabidopsis:

TTATCCGAATTTGAC TGGATATAGATCCGACCCATATATCCAGAATCCG TG TG TCAGARTCTGTTARATTG
AT T T TACCCC T T GAC AR TCTC T TAGT TTGCC TTAG T T TGAGAACATTTTATGTAATATTTTACCCT
TTATATACGTTATTTATT I T TGAGTAAT T ICCAATTARTATTATAGATCARACTGTTITCTARC TATTAAGTT
A TG GT T I T T TAT CTAT T e TAAC C T TAA G T TAA A TAACACATGCT TTETACACTCGTTTTCTTGGTGAR
TACAGAGEAARATTCAC T T TAGCAT TT TCATATATATGGATT TAGTTTTGTGTGTTARATCTATGAAGETA
TATGATAC T T T GGAGE T T GG AR T T TG TTATC T T T T CTCTCGATTCTAT TC TARATTTCGGATAAT
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CTCTAGCTAR TG TACAT TAL T TGC AR C ARG T TCTAGTGTCTATAATARACTCTTTCATCACTCCCTCTCTA
AGTAARAATTRGATTATGAAT CTTAGETTTGGT TARAACGCCARCCAATTCTTGTATATAGGGACTCTAAC
CATGTGTCTGATCTATGTGATTCATTTTTCTCCAC TARARATCATTTITCTAATCARACATATGATTCATES
TEETAGTAGAT T T T A TAGC TAGCETAGC TTC T IC I TATG TG TTGAATTTTGTCTCCCAACTGAGT TG
TCATTCTCCGT T I T I T TATAT T TATC TAAT TAT T T T TRAAGTTGGATTGTTAATGAAATTTTATTTITATGTT
GATAATGTCGTTCAGC TEAGTCAT G T T GARAGE TARAACGTAATATCTCTCTGGGATGTACAATTATGTA
CTTGTTTAGTTARAT AL AT AT TTAARC TTTTITGGAT I TATTTTTGCATTARACARALCARAADDANDDDD
CCTAAA A G TAR TAGACGAC TAAT T TGARCAT TAAATAGTGACTCGTTTCGTTGCTTCAGATAATATTTGE
TAGAT CACACCAGAT TG AGAGCATATTC TC TCATATCCCARATTTTCTTACTTCCAATAGTCGATTTCGT
CETATCTARAACCATT TAGCTECGCAAATTTATGTTGAATARACARAAGCACTCCARGAGCGARRARGALGTT
AGTTCTAATTAA T T T TG T T TAA G T AN A TATATAGATCTT TGGGAGACCTAAGTTTITTATTGTTTATCTC
TTATATAACC TAC A T T TTAGGC TC AR TGAATCTATGACTTAT TG TACAR AR ACTTATGEACATGGETT
GETTACATGAT TACATAATGETTTGT T TAGT TC TACGT ITGTGGTCCATTGTITACARACTTTGTATGAACG
TaCGTCACTAGETTAR T TAGTT T TG TAC TTACG T TCCTTAC T TCCCTGATTCTTETAGGETATAACTARGGE
CAARCGACTITCTCC TC TARAGC TCAAATCTTTCCGTTCTCGATAT TICTCCTTACATGAGARGGACARALGAT
ARGGECTTTA

- Secuencia promotora DCL4 de Arabidopsis:

ACGATCAARRATATCAACATATGTGETCGAACGACTGAARRCCARACTACGCCARRRACACACATCARCTTTT
TTCGETTIGEC T TAG T TACCC TAGAAGAT TACCCTCAARCARACAAMNCCCANAR A ATTARRATATTAAT
TTTARAA TACAA G A TATTTTAACAR AN A TCAT T TC T T I TAAT TETTACTTTAGTTTTGEACACTAC
ARGCTGACCGAGTAGTC CAACATTCGATATGAARAGAAAGTGGCTCACTGCCTATATAGC TCTCGCCACTGG
GAGARATACARGET TCGATCCTAGAT TTTGATGEAATGTCARCCAAGATTCATAATTTGTEGCACTTETITIT
T CCATAATTTC T TAGT TARAGETACAT CAATATAAATTTTAAGTAGTCARGTCTGTCCAATCARCRERRAR
GETARATCTATARAAR T TTGCRAA T TTAT CAARATCARTCAATCGTRATGTTGTATAATATGGAAARATATG
AT T TAGATGTT T TTAC T T TAT AR TAC T TATCAT TGCTECATCACCACTCATAT TALAAA R TCGACTARATA
ARTACTCAAGTATGTGTTARCCTCATARRAATGAAATGAGETTAARCTTCTGCAATTTCACATATGETAAR
TTGITTCTAGAGE TARAAGAC CTGCARCAAGGTGATTCAATC T TCTTCTTCGACATT TAACAAGTCEEAAG
TTCATGC TACAAATAT CAGTACAARRRAT CATACTCTATCCATTTCARATTARATTTACGTTCALAGTGTATA
CETANATTTAA AR TGANCGCAT TTTAGATTTTCARRATCTCGAGATCAAATACCTAATTTARCCTTATCA
AL T AACACTC AT TAGAT TG TAR GG T AT AR TAGAR A TTATAATCTTTTTRATAATTTTTTGTARARAAT
TTTARATGAC A T TAAAGTARAA CGEAGAGARAGATARCT TARCAGCCACGARATCGOCGACTTGAGATTTCA
ARGRGATAAMGTATTCATCTA TG TAC T T TG CACATCAR TACTC TTARAATTTACCAAAATATCGTAATATA
ACATCCCTAACCAT CRAC AR AR TCARACATAARTTTTAATATATATGTTTITTGTARTTTTCGTALALATGT
TARRAC A A T TATAGT AR AR CARAGAGAGGATARCTTAACAGCCARAGARTTGAGATTTGAGATTTCGA
AGAGATARAGATATTCATC TATATATC T TCACACATCAGCACTCTARARATTTACCARAAAGATGTATTTTAA
AATCTCTAAR T CAAT AR T A ARARAT TTTCAGAATCAATGCATTGTAGAAACACATGATTTCTGETTC
AGRARTTTCACACACTCCACCCARARARAATACCCTTAARRARGT TATAATTGTATTCGATTAGCTGATARAAATC
AATTTAT TGGARAGAR A T TAAT AR T AR CEC TGO TAAT ACARGAGARAGAGAMGAGAGAGGGAGACGTGAGA
TCGTGAATT

Ejemplo 4

Metilacién de ADN desencadenante de casiARNs de los genes relacionados con la defensa de la planta para
reprimir su activacién transcripcional por PAMP.

[0080] Los andlisis fenotipicos anteriores indicaron que los activadores de las respuesta de defensa de la planta
son reprimidos por RdADm. Para identificar dichos activadores, se aislan los genes que aumentan en el péptido flg —
22, se extraen 2 Kb en las regiones aguas arriba y se realiza un analisis de Blast de estas secuencias de ADN contra
las bases de datos disponibles publicamente de ARN pequefios que contienen los casiARNs conocidos. Este
andlisis en tres etapas permite la identificacion de los genes que estan potencialmente reprimidos por los casiARNSs.
Entre los genes candidatos, se identificé al At4g01250, un factor de transcripciéon de WRKY ya caraterizado que
regula positivamente la respuesta de defensa de Arabidopsis. Un grupo de casiARN cubri6 una region de 278 bp en
la region promotora At4g01250 y la metilacién del ADN se produjo en la parte superior del grupo de casiARN (véase
la pagina web epigenomics.mcdb.ucla.edu/DNAmeth/ de Jacobsen Lab, UCLA). Estas moléculas de ARN pequefio
tienen mayoritariamente de 24 nt a 22 nt y por lo tanto, son productos del procesamiento de DCL2 y
DCL3,consistente con la resistencia mejorada a patdgenos observada en el mutante dcl2 — dcl3 (Figura 4).

[0081] La regiéon del ADN metilado del promotor At4g01250 contiene 2 copias de elementos de box W que son
conocidos sitios de unién para los factores de transcripcion de WRKY relacionados con la defensa de las plantas
(véase, a continuacion, la secuencia promotora At4g01250). La presencia de casiARNs que coinciden con la region
promotora sugieren que el mecanismo RdDM reprime la activacion transcripcional de At4g01250 por la inhibicion de
la accesibilidad del aun desconocido activador de la transcripcion At4g01250.
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[0082] Para comprobar esta hipdtesis, se provoco a los mutantes dcl2 — dcl deficientes de casiARN con flg — 22 y
se analizé si el ARNm de At4g01250 estaria hiperinducido en estos mutantes. Se descubri6é que el flg — 22 tratado
con los mutantes dcl2 — dcl3 mostré una hiperinduccién del transcrito At4g01250 en comparacion a las plantas de
semillero inducidos en el tipo salvaje. Esta hiperinduccion se correlaciona con la pérdida de metilacién asimétrica en
la region promotora At4g01250 de los mutantes naive dcl2 — dcl3 (se examind mediante el andlisis de secuenciacion
por bisulfito, los datos no se muestran).

[0083] Se obtuvieron resultados similares con el gen At3g56710 (codificacion para SIB1, proteina 1 de unién al
factor sigma), en el que un grupo de casiARNs cubre una regién promotora de 273 bp que se encuentra metilada
frente al grupo de siRNA (véase la pagina web epigenomics.mcdb.ucla.edu/DNAmeth/ de Jacobsen Lab, UCLA).
Esta region de ADN contiene también elementos cis reguladores clave como el elemento box W que contribuye a la
activacion transcripcional de genes sensibles a patdgenos (véase, a continuacion, la secuencia promotora SIB1).

[0084] Los resultados indican que los casiARNs especificos regulan negativamente la activacion transcripcional de
un subconjunto de genes sensibles a PAMP.

> Reqién promotora At4g01250 que transporta un grupo de casiARN dirigido por RADM:

CEAGATAARCTTTGAATGE TTACAGCGATCCAAGCCCACARACCATCTACAARCCGAACCGCTTTTTATIT
ATCATTCACARTCTATAGCTTCGTARTCGARGCAGARACCARARALRCAALTARATTTGATGCCCGATTGACTTT
AARACTAAGTTTGCAGCGGTTTC I TCTC TG TCCTARAAARATAGTATAGAT TGCACCETTGACCGATTAGTTC
A TAACCAC AR ATATCC G T T CAARAR A TAGTATAGACTGTACTECTGACCGGATTATTCCGS

>Reqién promotora At3g56710 que transporta un grupo de casiARN dirigido por RADM:

GEACAT GG TTAGE T T TG T IO T ARGAGTAC TCGAC GAAGTTTATTATTGTTTCATGCGGAATTTGAT
T T TG TAT A A A A TG AR TAC AT GATC TATATTGACGATACTTCTGGCGCTTTTGC TTCCGAC TG TTC
AGATCTGATTTTTATCATTGACAATCARGAAGATTGGCCGACAT TCGCAGCGGAATTGGCATCCTATCECT
CCTTAGTTIGTTT T T T T T T T T TG TAT TAGAT TTCTTCT TCGTAGTTCTAATAC TCGAGCAGA

[0085] En negrita se encuentra el motivo central del elemento regulador de la defensa box W.
[0086] En contraste con los resultados observados, cuando se estimulan las condiciones de flg — 22 ningun nivel
de ARNm de At4g01250 o At3g56710 se vio afectado significativamente en el antecedente de mutacion naive dcl2 —

dcl3 en comparacion al control de tipo salvaje no provocado (los datos no se muestran). Esto sugiere que los
activadores transcripcionales ain no conocidos no estan activos o presentes en las condiciones naives.

Ejemplo 5

Asociacién con transposones

[0087] Se sabe que una gran proporcion de casiARNs de Arabidopsis se deriva de las secuencias relacionadas
con transposones. A continuacion, se analizé si el conjunto promotor candidato podria contener tales secuencias
repetidas. Se volvid a anotar la mayoria de los transposones de Arabidopsis y se volvieron a colocar los del genoma
de Arabidopsis, se descubri6 que el 23 % de los genes inducidos en flg — 22 contenian transposones remanentes en
sus regiones promotoras. En su mayoria son transposones no autonomos ya que carecen de elementos clave
necesarios para su transcripcion y / o transposicion. La distribucion de los grupos de casiARN coincide precisamente
con las secuencias de transposén remanente ejemplificado en la region promotora At3g56710 en el que un
retrotransposon LINE remanente da lugar a un grupo de casiARN.

[0088] Estas moléculas de ARN pequefio pueden producirse en cis por transposones remanentes 0 por unos
pocos transposones auténomos “madre” localizados en cualquier parte del genoma de Arabidopsis que podria dirigir
RdDM en trans hacia cualquier transposon remanente en el genoma que analizaria las secuencias de alta homologia
con las secuencias de transposon “madre”.

[0089] Se interfieren los transposones remanentes ubicados en algunas regiones promotoras que dirigen una
regulacion epigenética involucrada en la represion transcripcional de los genes proximos. La presencia de los
transposones remanentes proporciona también promotores cripticos para los genes préximos en condiciones de
estrés bidticas y abidticas. El mecanismo de regulacién de genes no parece restringirse a las regiones promotoras
como se observa en los grupos de casiARN en las regiones de ADN correspondientes a las regiones codificadoras.
Se descubrié que varios activadores clave de respuesta de defensa son ligera pero reproduciblemente, mas
elevados en el mutante doble dcl2 — dcI3 no provocado (los datos no se muestran). Los genes candidatos incluyen
algunos genes de resistencia del grupo RPP5 (por ejemplo RPP4) y la quinasa BAK1 receptora que podria
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desempenfiar un papel en la potenciacion de la respuesta de defensa observada en los antecedentes de mutacion
dcl2 — dcl3 (Figura 4E).

Ejemplo 6

Identificacién de genes hiperinducidos por PAMP

[0090] Para identificar el conjunto de genes hiperinducidos en antecedentes de mutacion dcl2 — dcl3 tratado en flg
— 22 y potencialmente regulados por casiARNs, primero se realizd un perfil de ARNm de gran escala utilizando un
microarray estandar de Arabidopsis. Para tal propédsito, se trataron las plantas de semillero dc/2 — dc/3 'y Col — 0
durante 30 minutos con el péptido flg — 22 y los genes seleccionados (i) hiperinducidos en el mutante obtenido dcl2 —
dcl3 se compararon al control obtenido Col — 0 (ii) o genes que solo aumentan en las plantas de semillero del
mutante dcl2 — dcl3 (estas ultimas se inducen anteriormente en el antecedente de mutacién dcl2 — dci3). Para este
andlisis en particular, solo se seleccion6 el subconjunto de genes hiperinducidos por flg - 22 en el mutante dcl2 —
dcl3. Se descubrié que 337 genes se hiperindujeron en el mutante obtenido dcl2 — dcl3 en comparacion al control
obtenido en Col - 0.

[0091] Entre ellos, se identificd el control interno de At3g56710 analizado anteriormente. Los analisis
bioinformaticos mostraron ademas la presencia de algunos grupos de casiARN de las diversas regiones promotoras,
codificadoras y 3" UTR que desempefian un papel en el silenciamiento génico transcripcional de los genes sensibles
a PAM como se muestra en las figuras que representan los grupos de casiARN disponibles en la web
nups.gsf.de/cgi-bin/proj/plant/gbrowse/gbrowse/siRNA.

[0092] No obstante, diversos genes que transportan grupos de casiARN en sus promotores no estan
hiperinducidos en el antecedente de mutacion dcl2 — dc/3 tratado en flg — 22, aunque se metilaron las
correspondientes regiones de ADN (los datos no se muestran). Esto indica que un solo RdDm no es suficiente para
desencadenar el silenciamiento transcripcional de estos genes enddgenos.

[0093] Al mejorar constitutivamente la expresion de cada uno de estos genes candidatos (utilizando los
procedimientos descritos anteriormente), se consigue una resistencia mejorada en un amplio espectro de patégenos
en diversas plantas, incluyendo especies de cultivo. El enfoque permite identificar los genes no caracterizados que
se involucran en la resistencia de amplio espectro a patégenos. El enfoque anterior puede también aplicarse a los
genes reprimidos a la regulacion negativa mediada en casiARN involucrados en la respuesta a los virus asi como al
estrés no bidtico, incluyendo de manera no limitante, la sequia, salinidad y frio.

Ejemplo 7

casiARNs que desencadenan la metilacion de ADN de algunas secuencias de ADN promotoras de pre — miRNA /
pre — siRNA y que reprimen la activacién transcripcional por PAMP.

[0094] Se demostrd recientemente que miR393, un miRNA candnico que regula receptores de auxinas, se induce
transcripcionalmente en el tratamiento de flg — 22 en el que miRNA contribuye a la resistencia bacteriana. La
sobreexpresion de miR393 eleva la resistencia a la Pto DC3000 virulenta, mientras que la sobreexpresion de AFB1,
un receptor de auxinas resistente parcialmente al clivaje dirigido en miR393, promueve la susceptibilidad a la misma
bacteria (Navarro, et al., supra). Mas adelante, se describe que algunos transcritos adicionales de miRNA primario
(pri — miRNA) inducido en flg — 22 contribuyen también a la resistencia de la enfermedad en la planta. Se ha tratado
identificar aquellos genes que expresan miRNA que fueron reprimidos por el silenciamiento génico transcripcional
como se observé en algunos genes codificadores de proteinas (por ejemplo, At3g56710). Las largas secuencias de
2 Kb se ubican aguas arriba en los precursores de miRNA sensibles a PAMP y estas se sometieron a un andlisis
BLAST contra varias bases de datos de ARN pequefio disponibles publicamente, descubriéndose que varios pre —
miRNA contenian grupos de siRNA en sus regiones promotoras putativas. Un ejemplo es la regién promotora
precursora de miR416 que transporta casiARNs y la secuencia de transposones remanentes. Estos casiARNSs tienen
de 24 a 22 nt, consistente con un proceso de DCL2 y DCL3, asi como la resistencia mejorada de la enfermedad
observada en el mutante dc/2 — dcl3 (Figura 4). La metilacion de la citosina de ADN (RdDM) se produce a menudo
en la parte superior de estos grupos de casiARN (véase la pagina web epigenomics.mcdb.ucla.edu/DNAmeth/ de
Jacobsen Lab, UCLA).

[0095] Se descubrid también que muchos miRNAs o pri — siRNAs (que representan estructuras de horquillas
enddgenas casi perfectas) se desarrollan de forma precoz dando lugar a una poblacion de siRNAs. Esto indica que
tanto los genes de miRNA como siRNA pueden también reprimirse por el silenciamiento génico transcripcional.

[0096] Se muestran en la Tabla 2 las secuencias de pre — miRNAs / siRNAs sensibles a PAMP potencialmente
reguladas por RADM.
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Tabla 2

Secuencia miRsrot506:

CGAAACTGAACCCGGTTTGTACETACEEAEEGCGTCGTTGGHHTEEAAAHEHHCCGggtthtacgtacgc
tgtteaTC

Secuencia miRspot418:

AGGETTTAGGGTTTAGGGT TT TGO T TTAAGGETTTAGGGETTAAAACTTtatggtttagggittacggttTT
GEGETTTGEEAT T TAGGETATAGGGGETTAGGETARAGAATTTATGATTTTATGTGTAGGATTCGARTATAARR
CTAGARCCTCAACARGATACCGAAGACGTGEACCGARACTGTCTCACGACGTTICTARACCCAGCTCA

Secuencia miRspot730:

TTAGATCATCATCCATGGCACTGACGCCGTTCACGGCARCTGCCGTAGACGTTGTTGTTGECGTGAACGET
GTGAGTGCCGTAGATTATTGGCTTAT

Secuencia miRspot29:

TCRRA R T TARCC AR T AR T A TCATAA T C AR A TCAGTTTAGCETTARRTGAGTTATGGGTTGA
COCRACCCAT T TAAC AARATCAGT TCGEETCAACCCATARCTCATTTAATTTGATG

Secuencia miRspot18:

TAARRTGGT TARCCCATTTAACAAT TCARCCCATCAARATGARATGAGTTATGGGTTAGACCCARCTCATTTA
ACAhARaTgagitgggtictaacccataactCATTTAATTATARRACTCATTTGATTATGAGTTGGETTGEGETT
GGGTTACCCATTTTGA

Secuencia miRspot43:

TCARAATGEETAACCCAAC T AR TC AR CTCATAAT CARATGAGTTTAGGGTTARATGAGTTATGGGTTGA
TCCARC CCATTTARCARARTGAGT TGGGTCAACCCATAACTCATTITAATTIG

Secuencia miRspot1204:

AGAATTGAAGATGCATGGARTGETGTGTCEGAARGGCAAAGCACCATGACTTCACAAGTTGCGTGAGGGCA
AAGTATCTATTT TG TGARRCCAT TTTGCCCTCTCAGCCGTTGEGATCTCTITCTTCCTTCALcat catt e
cgtcatcctctt TETTC

Secuencia miRspot107:

TG TAGAGC TCTTC T TCCC GG TG TCTCC TG TCC TGCCTARGC GATGGCCTGGAGAGTGCTCTAGT
GGTG

Secuencia miRspot199:

TCTCTTAACTTTGATGARACC TAGGCAATTGTCTCTTAGTTAAGAGATAAT tggt ct tggtttcaccaaat
Tt TAAGAGA

Secuencia miRspot1047:

TCGAARCGAACACARAACCTECGETIGCGACAGCGEC TECGECARCGT IGECGECEACGAARTGARCARCA
ACCTGCGGCAGtgttacogttgocgot googeAACCGIAGCCGCTGOCGE
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Secuencia miRspot711:

CTGTCACTGGACCGCAAGAACATTGATAGGGCACACTCCATCTCTAATGTCTCATGAGGGTCAATGACAC

Secuencia miRspot326:

CTGGACCGCAAGAGCATTGATAGGGGTCACTCCATCTCCAATGTCTCATGATGCTCCATGA

[0097] El conjunto de pre — miRNAs o pre — siRNAs puede utilizarse para elevar la resistencia a patégenos. Los
pre — miRNAs / siRNAs individuales o en grupo se expresan de forma transgénica en plantas utilizando
procedimientos conocidos por los expertos en la disciplina que utilizan promotores que no se someten por RdADM.
Por tanto, un promotor sensible a patdgenos o constitutivo (incluye pero no se limita a, por ejemplo, el promotor
WRKYS, el promotor PR1 y similares), se une operativamente a la secuencia de acido nucleico que codifica una o
mas secuencias de pre — miRNA o pre — siRNA de la Tabla 2. La expresién de las secuencias anteriores (+40 nt
aguas arriba y aguas debajo de horquillas de miRNA o siRNA) se constituye, o preferiblemente, se impulsa por los
promotores conocidos que son ampliamente sensibles a los patdgenos viricos, fungicos y bacterianos. Ejemplos de
dichos promotores incluyen, pero no se limitan al WRKY6 y PR1. Esto minimiza el detrimento al desarrollo de la
planta y de la fisiologia en condiciones de no infeccion.

Ejemplo 8

ADN metiltransferasas que regulan negativamente la respuesta de defensa de la planta.

[0098] Los resultados del Ejemplo 7 indican que la metilacion del ADN dirigida en casiARN regula negativamente
la respuesta de defensa de la planta. Por tanto, los mutantes de Arabidopsis que bloquean los componentes clave
de la via de RADM son mas resistentes a los patégenos virulentos. La Pto DC3000 virulenta se inoculé en los
mutantes de la ADN metiltransferasa deteriorados en la metilacion del ADN de novo (por ejemplo, DRM2) o se
mantuvo en la no metilacion de CG (CMT3). No se observé una resistencia mejorada de esta bacteria en los
mutantes Unicos drm1, drm2 o cmt3 (los datos no se muestran), aunque los mutantes triples drm1 - drm2 - cmt3
mostraron titulos bacterianos ~ 20 veces menores y sintomas de enfermedad bacteriana significativamente menores
en comparacién a las plantas infectadas de tipo salvaje. Por tanto, DRM1, DRM2 y CMT3 actian de forma
redundante como represores de la defensa de la planta y de la muerte celular programada.

[0099] Se comprobd si los genes reprimidos por TGS como At4g01250 y At3g56710 se hiperindujeron en el
antecedente de mutacion drm1 - drm2 - cmt3 tratado en PAMP. Se provocé al mutante drm? - drm2 - cmt3 durante
30 minutos con el péptido flg — 22 y se controld los niveles transcritos de At4g1250 y At3g56710 por el analisis de
PCR en tiempo real cuantitativa. Se descubri6 que los dos genes se hiperindujeron en el mutante observado drm1 -
drm2 - cmt3 en comparacion a las plantas de semilleros provocadas en La — er. Las plantas de semilleros de diez
dias se observaron con 100 nM de flg — 22 o flg — 22*"™ durante 30 minutos y se realizé una PCR en tiempo real en
los ARNms de At4g01250 y At3g56710. La represion transcripcional de los dos genes implica a DRM1, DRM2 y
CMTS3.

[0100] Debido a los resultados anteriores se realiz6 un analisis de la resistencia de los mutantes de Arabidopsis
disminuidos en la funcion de MET1, la ADN metiltransferasa restante de Arabidopsis se involucré en el
mantenimiento de la metilacion simétrica de CG asi como en RADM. Se comprobd también la resistencia de las
plantas alteradas en la dismuniciéon de la funcion de la metilacion 1 de ADN (DDM1). DDM1 codifica una proteina
relacionada con las enzimas de remodelacién de la cromatina SWI2 / SNF2 involucrada también en la metilacién de
CG. Los mutantes met1y ddm1 (12 - 52 generacion) fueron significativamentes mas resistentes a la Pto DC300 como
se indica por el titulo bacteriano inferior y los sintomas de la enfermedad atenuada que desencadenan bacterias. El
Col — 0 de cinco semanas y las plantas del mutante ddm7 ( 22 - 52 generacion) se inocularon con una concentracion
de Pto DC3000 de 10° cfu / ml y se fotografiaron en 4 dpi. Se inocularon Col — 0 de cinco semanas y las plantas del
mutante ddm7 (22 - 52 generacion) y el crecimiento bacteriano se midié en 4 dpi. Por lo tanto, DDM1 y MET1 actdan
como reguladores negativos de la defensa de la planta. Se llegé a la conclusion que tales experimentos de la
citosina de metilacién simétrica y no simétrica de ADN regulan negativamente la respuesta de defensa de la planta.

[0101] Por tanto, el knock — out o knock - down de los genes DDM1, MET1, DRM1, DRM2 y CMT3 en diversas
especies de plantas, incluyendo los cultivos, son capaces de mejorar la resistencia a patégenos. Se puede realizar,
por ejemplo, mediante el foco en lesiones locales inducidas en genomas (TILLING) de los genes MET1y DDMT1 de
las especies de plantas no transgénicas (MET1 y DDM1 se conservan en la mayoria de las especies de plantas,
incluyendo los cultivos), el ARNi de todos los ARNms de MET1, DRM1, DRM2 y CMTS3 utiliza un constructo de
horquilla que transporta una parte de 100 bp de cada gen que permite el silenciamiento génico combinatorio de
todos estos ARNms, la generacion de un microARN artificial que se dirija a los transcritos de MET1, DRM1, DRM2 y
CMTS. Las plantas resultantes pueden transformarse opcionalmente con constructos que transportan un promotor
fuerte 35S o un promotor que induce patdgenos (por ejemplo, WRKY6, PR1) fusionado a la secuencia de
codificacion de DCL4 para permitir ademas, una mayor resistencia contra patégenos virales (véase la introduccion).
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Se requeriran retrocruzamientos con las plantas de tipo salvaje de 32 y 42 generacion para evitar los errores
transgeneracionales de los genes implicados en el desarrollo / fisiologia que se regulan también por RADM.

[0102] La codificacion, asi como las secuencias de las proteinas de MET1, DRM1, DRM2, CMT3 y DDM1 de
Arabidopsis son las siguientes:

- Secuencia de codificacién de DRM1 de Arabidopsis (At1g28330):
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ATGGETTC TG TAGAGAAGC T T TECGATCATGT TETEGCTGGACCTCAGCCTEACCETGECCTTGGECCGCCT
CCGTAAGATCACCACCCARCCCAT TAATAT CCGAGATATAGGACAAGGCAGCAGCAGTAAGETGGTCATGE
ATAGGTCGTTGACCATGCCEECGECACTGAGCCCTEGARC TCCARCGACTCCAACCACTCCGACGACGCCA
CETAAGGATARCGT T GEACGGAGCETCTTTAAT COGGGAAGCARCC TCGCCACTAGAGCCATCGGCTCCAR
CATCTTIGATAAACCCACCCAT CCAAATTCTCCCTCCGTCTACGACTGCGTIGATAATGAAGCTCAAAGGA
AGGAACATGTGGCAC TG TG T T TAGTECECECGTEGEATTAAGTGA

- Secuencia de la proteina de DRM1 de Arabidopsis:

MV LLEXLWDDVVAGFOPDRGLGRLERKITIQPINIRD IGEGE SEKVVMHRELTMPAAVEPGTPTIFTTPTTP
BEDNVWREVFNPGENLATRAIGENIFDEETHPNEP SVYDCVDNERQRKEHVALCLVGAWIE

- Secuencia de codificacion de DRM2 de Arabidopsis (At5914620):

ATGGTGAT T TGGAA T AL C AT CATCATGATTT TTICCGAGATTGATAACTTTCAATCTTCTCCACGGTCATC
AR TACATECAATGCAGTGTAGGGTCGARM A TC TAGCTGE TG TAGCCETCACRAACTAGTTCTTTGAGCT
CTCCTACTGAGACARCTGATTTAGTICAGATGGEC TTC TCAGACGAGGTTTTTGCTACATTGTTTGACATG
GEATT TCC TG T TEAGATGAT T TCTAGAGCCATCARAGEAARCTGEACCARATGTAGRARCTTCGETTATAAT
TeATAC TATCTCC AR TAC T AN CCGACTETCAACGC TGETTCTTCCARGTCCAAGGC TATTGATCATTTCC
TIGCIATGEEAT TTCATGAAGAARAAGT TG TCARAGC CATTCARGAACATCCAGRAGACAATATGGAAGCA
AT TGCARN TGCAT TGO TCTC T TG T CAGAGECTAAGARRC TEGCCAGCAGCAGTAGAGGAAGAAGATGGCAT
TEACTGETCATCAACTGATCATGATACCAAT TACACCGATATGT TARACTCAGATGATGAGARARGATCCAA
ACTCRAATGARAATGCECAGC ARARTACGETCTTTGGTGAAGATGGGTTTCTCAGAGCTTGAAGCTTICTTTA
GCTGTCGAGAGA TG TGGAGARA A TG TG EATAT TGCAGAGCC TCACAGACTTCCTTTEGTGC TGO TCARATGGT
TAGGEARATTTAGTGAGTTTTACAC TERACATGARGARCAA N AGCCTAGACATAATAT TAAGRARAGECGET
TTGAGTCARRRGGAGAGCCARGATCATCTGTTGATGACGAGCCGATTCGTCTACCARATCCARATGATAGGA
TTTGGGGETTCC A AR CAGCCCEEACTCATTACACATAGATCGCTTCCACGAGTTAGCCCGAGEGCCACCTTT
TTTCTACTATGAGRAT T CCCCC TCACACC T AR ARG CGTT TEGGAGAC TATTTCCAGGCACTTGTTCGAGR
TCCCACCTGACT TTGTGGAC TCARAATATTTC TG TG T TGCAGCGAGEARGAGAGGCTACATCCACAATCTC
AT AR AN ACATTTCAGAT TCAGCCTCCACCARRA TACACCATCCATGATCCATTTCCTTTGAGTAR
CAGATGET GO AGA A T CECA TAR A A CACCARGC TTAATTECATTTTGACTTGTACAGG TAGTGC TCAGT
TEACTARCAGGATTCG TG TAGC CC T TGAGCC T TACAATCAAGAACCAGARCCCCCTAAGCATGTACARAGR
TATGTGAT TCACCAGTCCARAARATGCAATTTGGTTTCGETGEG TAARAACARACCTECCCCACTCGAGCC
AGATGCAGATGGAGAGTAT TCTGGGAT T TCCARA AR A TCATACTCGTGETGCACGCATCGAGTAGARC TGAGT
T T RAGT T TAG AR T TG T T TCAGE TTCATAC TG TGO G TATCATC TG TC TETCC TEARGCCCATT
T CACATGEAATCAATGTTCTC TCTC T TT TCACGEE TAT TG TG TEEEGAAGTGECACTTCATCGTCT
AR T AR A TEARGCTTGTTGTGTC TG T TGAGAT T TCAARAG TCAACACARATATTTTGAAGGACTTIT
GEGAGC AR T AL ACAC TCCAGAA T TGATCGAGTTTTCAGACATCC AR CACTTGAC TAATGACACAATC
ARG CETTGAT GEAGRAATA TGETECAT T TCATC T T TAA T TCCAGGARGTCCTTGTAACAA TC TOGCAGS
CGGETAR TAGCCETRAAGCCGAGTTGETCTTGARGETGATCARTCTTCG T TG TTCTTTGAGTATTGCCSTATTC
TAGAGGTGGETACGCTGCGAGCATGAGAGGATCTTGA

- Secuencia de la proteina de DRM2 de Arabidopsis:
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MVIWNNDDDDEFLEIDNFQSEPRSSP IHAMOCRVENLAGVAVTITS SLESPTETTDLVOMGE SDEVFATLEDM
CEPVEMICRAIRETCGPNVETSVIIDTISKY S 5DCEAGESKEKAI DHFLAMGFDEEEVVERIQEHGEDNMER
IANALLSCPEAKKLFAAVEEEDGIDWESZDDD TNY TDMLNSDDEKDPNSNENGSKIRSLVKMGF SELEASL
AVERCGENVDIAELTDF LCAAQMAREF SEFY TEHEEQKFPRHNIKKRRFESKGEPRSEVDDEP IRLEPNEMIG
FGVPNEPGLITHRELPELARGP PFFYYENVALTPXGVWETISRHLFEIPPEFVDSEYFCVARRKRGY THNL
PINNRFQIQPFPRYTIHDAF PLSKRWWPEWDKRTE LNC ILTCTGSAQLTNRIRVALEFYNEEFEFFERV]R
IV IDCKEWNL VRV GENK AR LEPDEMES ILGE PENHT RGGEMERTERFESLENEFQVDTVAYHLEVLER I
FPHGINVLILFTGIGGGEVALHRLOIKMELVVEVEI SKVNENI LKDFWEQTNQTGELIEF SO IQHLTHDTT
EGLMEKYGGFDLVIGGSPCHNLAGGHRVSRVGLEGDQESSLEFEYCRILEVVRARMRGS

- Secuencia de codificacion de CMT3 de Arabidopsis (At1969770):

ATGGCECCEARGCGAAAGAGACCTGCGACARAGGATGACACTACCAAATCCATTCCCAAARCC GAAGAAGAG
AT TCC TAAGCGAGC TRAAGACGET GARAGARGAGCCEETGACAGTEGTCGAGGAAGGGGARARAGCATGTTG
CGAGETTTCTAGACGAGCCARTTCCAGAATC TGARGCGARGAGTACCTGECCTGACAGATACARRCCGATT
GAGGETACAGCCACC TARGGC TTCGTCARGAARGAR GRCGAAGGATCGACGARARAGTTGAGATCATTCGTGEC
TCGATGCCAT TATAGACGTGCEAT TG TTGATGAGCGTCAGATATATGAGCTGAATGATGATGCTTATGTAC
AGTCTEGTGAGGGAAAGEATCCC T TCATT TG TARA R TCAT TGARATCTTTGAAGGEGCTAATGEGAAACTG
TAT T T A GG TCGE T GG T T T TATAGAR e T T TGATAC TG TAA TEAAAGAGTTCCAGATTCTGATCAAGARA
AAACCETETETTTTTCTCTGACATACAAGATACAAATGAATTGEEATTAC TTGARARGARGC TEARCATTT
TGATGATTCCCTTGARTGARRATAC TARAGAGACTATCCC TECARCAGRAAAACTETGACTTTTTCTGTGAC
ATGARCTAT T T T T TTACGATACAT TTGAAGC TATACAACARGAAACCATGATGGCTATARGTGAMAG
TTCAACAATAT CCAGTGATACTGATATARGAGARGGAGCTGCTECCATATCAGAGATTGGAGAATGTTCTC
ARCGARACACARGETCACAARAACECARCTTTGCTTGACCTITACTCCGGC TGTGGAGCTATGTCGACAGGE
TTGTGCATGGGTGCACARCTGTCTGGTTTGAACCTCGTCACTARATGEGCTGTTGACATGARTGCACATEC
ATGTAAARGCTTGCAGCATARCCACCCAGAGACAAACGTGAGARACATGACCGCAGARGATTTCTIGTTITC
TG T TARGGAGT GEEAGAAGC TATGCAT TCAT T TC TC T T TCAGARATAGTCCAAATTCAGARGARTATGCC
AR TTCACGGTTTGARTAATGTTGRAGGACAATGARAGA TG TCACGCCAGGAGACTCARAATGAAGATGATGG
AGRAGTTTTTACTETTGACARCGATTETTGETATTTCCTTCGEAGTC CO TARAARAGTTATTGARACGTGEAC
TTTATTTGAAGGTAAGGTGECTEARTTATGATGATTCTCATGATACATGGEAGCCTATTGARGGACTCAGT
AAT TGO CGE e TAAAA T TGAAGAG T TG T TARAC T TECATATAAATCTGGCATCCTTCCGTTACCAGGAGE
TGTTGATGT TGTC TGO GG T GG CCACCATGCC AR GGARATCAGCTECTCACAACCGCTITCAGGAACTTATTGE
ACCCTCTAGARGATCAGARRARCAAGCAGCTITTGETGTATATGAACAT TG TAGRATATTTGAAGCCTARG
TTCGTITTGATGGAARACGTCETTGACATGC TGAAGATGECTAAGEGC TATCTIGCACGETTTGCTGTTGE
ACGCCTTCTAC AGATGAR T TACCARGTGAGGAA TECAATGATGECAGC TGGAGCTTATGEGCTTGC TCAGT
TTCGETTTGAGGETTC T T T TATGGG G TGCAC TCCC TAGTGAGATAAT TCCGCAGTTCCCACTTCCARCACAT
CATCTAGTTCATAGAGGAAATATIGTCAAGGAGTTTCAGGGAAA CATAGTAGCCTATGATGAAGGRACATAC
TETEAACT TAGCAGCACAACCTTT TG T TGAAGGA TG TGATTICTGATCTTCCTGCAGTTGCCAACAGTGARR
ARRGRGACGEAGATTACATATGACARAGAT CCCACAACGCCATTTCAAAAGT TCATCAGATTGAGARAGEAT
GARGCETCAGGET TCACAAT CAAAGTCCARCGTCCARARAGCATGTCTTATATGATCATCACCCTCTTAATCT
TAATATAARTCEACTATGAACGEET TTGTCAGGTCCCCAAGAGARAGGGAGCGARTTTTAGGGACTTTCCTG
GTETTATTGTTGGACCTGGTARTGTAGTCAAGT TGCAAGAGGGAAAGGARAGCGTCARACTTCGAATCTGGA
ARRACATTEGTTCCCEATTATECC T TARCATATGTCGATGGGAAATCATGCARACCTTTTGSTCGTCTTTG
GTGeEEACCARAT TG TCCCCACTGT TG TCACACGGGCAGARACCCCACARCCAGETGATCATTCATCCAGAGC
ARRATCGEETTTTATCCATTCGAGARRATGCGAGAC TCCAAGECTTTCC TEATGACTACARACTCTTTGEC
CCACCCAARCAGRAGTACAT TCARS TAGE TAACGC TCTAGCTETGCCAGTAGCGAAGGCCCTTGEATATEC
TT I GEEARCAGC T TTCCAGECAC TG CAGT TEGEAAAGATCCACTICTTACTC TGOCTCARGGTTTTGCAT
TCATGAAGCCAACTCTICCTITCOGAGCTTGCATGA

- Secuencia de la proteina de CMT3 de Arabidopsis:
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MAFKRRRPATHRDLTTHRS IPRFRERAPKRAK TVEEEPVTVVEECGERHVARF LDEF IPESEAKSTWPDRYRFP T
EVOFPRAS ZREKTRDDERVEL IRARCHYRERATVDERQIYELNDDAY VO SCEGRDPFICK I IEMFEGANGHEL
YFTARWEYRPEDTVMKEFEILIKKKRVEFSEIQDTNELGLLEKELNILMIPLNENTKETIFATENCDEFCD
MHNYFLEYDTEEAIQQETMMATI ZESETIZSDTDIREGAAA I SEIGECEQETEGHREEATLLD LY SGCGAMETG
LCMGAQLSGLNLVTEWAVDMNAHACK S LOHNHFETNVRNMTAEDFLF LLEEWEKLCIHF ZLRNEFNZEEYA
HLHGLANVEDNEDV SEESENEDDGEVE IVDK IVGEI SFGVPKELLERGLY LEVERWLNYDDESHDITWEP IEGLS
HCRGRIEEFVELGYKEGILPLPGGEVDVVCGEPPCOGISCGHNRFRNLLODPLEDQENEQLLVYMNIVEYLEPK
FVLMENVVDMLEMAKGY LARFAVGRLLOMN Y QVENGMMAAGAYGLAQFRLAFFLWGALESETIPQFPLETH
DLVHRGNIVEEFQGNIVAYDEGHTVELADELLLEDVISDLEPAVANSERRDEITYDEDEFTTEF QREIRLRED
EASGEQEKEKSKEHVLYDHHP LNLNINDY ERVCOVPEREGANFRDF PGV IVGPGNVVELEEGKERVELESG
KTLVPDYALTYVDGESZCKEF GRLWWDE IVEPTVVTRAEPHNOVI IHFEQNRVLEIRENARLOCFFDDYKLEG
PPRORY IOVGHAVAVEVARALGYALGTAF QELAVGKDPLLTLPEGFAFMKFTLEFSELA

- Secuencia de codificacion de MET1 de Arabidopsis (At5g49160):

ATGGTGGAARAT GEGEC TARAGC TCCCAAGCEARAGAAGACGACCACTTCCAGACGATTCARCGACETAGARAGA
TGETACCTAGGAC GAGGAGACCARGGCGTGCTECACCGTGTACCAGTTTCARGEAGARATC TATTCGACTCT
CTGAGAAAT CTGCTACTATTGAAGTARAGARACACCAGATTETGGAGGAAGACGTTTCTCGCGTTACGGTTA
ACGECTCTEGARAC TGATCT TEAAGATCGTCCAAC CAGGAGACTGARATGATTTTGTTTTGTTTGAT TCAGA
TeGAGT T oA A AT TG CAGATCTTGEAGATTCATGACATAT TCESTTTCAGCTGCTATCTTACC TTCAG
ATGTGTCTACTGATAAGGACA ARG ACAAGGGTCTCAGETGTACATCCTTTGGACGEGTTGAGCATTGGAGT
ARTCTCTGGT TAT ARG AT TTCCCCTGT TATTTGGATCTCARCGEARATTGGCGEGATTATGATTGTCGTAR
ACCTGC TGO TAGC TACAGGAAGG T T TATGAT TACT TCTATGAGARAGC TCETGCTTCAGTGGCTGTETATA

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2447840 T3

AGRARTTCTCCARAGCTCATC TG T GGGEATCCTGATATAGETCTTGAGGEAGT TACTTGCGGIGETTGTCAGA
T A T A AT ARG AAGTACTTTTCTAGTGETCCGGCARTCATCGATTTTEGTTATATCCCAGEEAGA
TTT TATATATAACCARCTCGCTGE T TTGEAT GAGACAGCCARGAAACATGRATCARGCTATCGTTCGACGATTC
CTGTTCTTIGTAGCTCTCAGAGAGARGAGTAGTAAGATTGACAACCCTCTGCAGAGGGRARGARMCCCATCT
AATGETGTGAGGAT TARAGRAGTTTCTCAAGTTGCGEAGAGCGAGGCCTTGACATCTGATCARCTGGTTGA
TECETACTEATCAT CACAGRAGATATGCTATACTC TTACAAGACCGAAGAGAATAGCEAARTCTATGCAACAGT
CCRGARRARACAGCAGC TCAGGTTC TCC T TCAAATATGTTCTACATTARGATARAATCARGATGAGATTGCC
AR TGATTATCCTCTCCCATCGTAC TATAAGACCTCCGARAGAMGARACAGATCGAACTTATACTTTATGATGC
TTCCTATGAGETTCAATCTGAACACCTECCTCACAGGATGCTICACAACTGGGCTCTTTATAACTCTGATT
TACGATTCATA T CACTGGARC T TC TACCGATGAARCAATGTGATGATATTGATGTCAACATTTTTGGGTCA
GETETGGTEACTGATGATAATGEARGTTCCATTTCTITARACGATCCTGACAGCEETTICTCAGTCACACGA
T T AT AT CTECATATTCC TCAGTCARAATTAARGAATCOATCGATTGAGTTTGEGAGUGATGATATTA
TCTCCATTTCTATACGAACAGATGTGGCCTEGGTACCGTCTTGGGARACCATCARARCTTIATGCCCCTTEG:
TEGARACCTGT TCTGAAAACAGCAAGEET TGGGATAAGCATTCTTACTT TTCTTAGGGTGCGAAAGTAGGET
TGECTAGGC T TTCAT T TGCAGAT G TCACAAARAAGACTGTCTGEET TACAGGCGAATGATAARGCTTACATTT
CTTCTGACCC T TGE T T TCAGAGATATT TEETCETCCATGGECARATTATTTTACAGCTTTTTGCAGTT
AT CGEACGACARTGTCARR GG TGTCCATTTGTTGTIGGTCTTGCAAGCAART TECACGATAGGCACCA
CACARAATGGATCATCAAGARGAAGAAMATTTCGC TGAAGGAAC TCARTCTGAATCCARGEECAGECATEE
CACCACTAGCATCCAAGACGARAGC TATGCAAGCARACAACAARCTCCCCTGETCARCAGAATT TGGGEEAGAS
TTTTACTCCAAT TAC TC TCCAGAGGATCCAT TGCACECEACTEC TCCAGARRAATCGGEGAGEATGAGGETGER
AGAGGAAGGCGGAAATGGGGAGGAAGAGET TGAAGAGGARGETCGARAATGETCTCACAGAGGACACTGTAC
CAGAACCTGTTGAGGTTCAGAAGCC TCATACTCCTAAGARRATCCCAGEGCAGT TC TEGAAAARGEEAAATA
AN TEGGATGE T GAGAGTCTAGGAAARAC TICTCC TGECEAGCCTCTCTATCARCARGCCCTTGTTGGAGG
CEAMA TEETEGC TETAGETGECECTETCACCTTGGARCTTGATCGATCCAGATGARRTGCCGGCCATCTATT
T T CEAGTACA TG T TCCARAG TACAGATCACTEGCARAATCTTACATGGTAGATTCTTACARAGAGGATCT
ATGACTGT IO TGGGGAA TGO TG T ARCGAGAGGGARCTATTCCTGACTAATGAATGCATCGACTACACAGTT
CAAGGACAT TARAGGAGTAGCCAGTTTTGAGAT TCGATCARAGGCCATGEEEECATCAGTATAGGAAAMNGA
ACATCAC TG GATARGCTTCACTCGEC TAGAGCATTACAARAGARMAGTAARAGATTTGCCARCAGASTAT
TAC TGO ARRAGC TTGTAC TCACC T GAGAGAGGGGEATTCTTTAGTCTTCCACTARGTGATATTGGETCGCAL
TTC GGG T T TGCAC T TCATGTAAGAT ARGGGAGGATGAAGAGAAGAGGTC TACAATTAARCTAAATCTITT
AR A AT TTTTCATCAA T GG EAT TCACTATTCTETTGAGGATTTTECTCTATGTCAACCC TGACTCT
ATTEGETGG e T TGeAAGCACGETAGTARA A TTCTTTTAACGTCTGEECCARAACATTOGETTAAGAGCGTATGT
TGTTTGCCARAT TGO TGGARATTGT TCCAAAGGAATCTAGAAAGGLTGATTTGGGTTCCTTTGATGT TAAAG
TGAGRAAGET ITTATAGGUCTGAGGATGTTTCTGCAGAGAAGECCTATGCTTCAGACATCCAAGAATTETAT
T A CAGGACACACTTGTTC TCCC TCCAGETEC TC TAGAGGEAA A TCTCGAAGTAAGAANGARANCTEA
AT G T AT C e T ERATATC AR TA TCAGACCATATTTTCTTC TG TGATCTTTICT I TGACACCTCCA
ARGETTCTCTCAAGCAGC TG CCGCCAATATGAAGC CARAGTTCTC TACTATTAARGGACGACACACTTTTA
AGARAGCAARARGGEAAAGEGAGTAGAGAGTGAAAT TGAGTCTGAGATTGTCAAGCCTGTTGAGCCACCTAR
AAGATT G T T GG TAC T TAGATATT T T TG TGE T TG TGE TEGCCTETCTCATGEAC T GARRA A GECGE
GTGTATCTGATGCARAGTGEGCGAT TEAGTATGAAGAGCCAGCTOEGCAGGCTTITTAARCARARCCATCCT
CAGTCAARCACT T T T TG T TGACAAC T AR TG TGAT T TTAGGGC TATAATGCGAGARAARAGGTGGAGATCARGA
TCATTIGTGTC T TACTACAGAGECAARTGAATTAGCAGC TAAACTAACTGAGGACGCAGAAGAGTACTCTGC
A TG TG T ARG T GGAC TTCATCAAT GG TGGACCTCCATGTCAGGGATTTTC TGGTATGARCAGGTTC
ARCCARRCGC TC T TGCAGTARAGTTCAGTGTGARATGATATTAGCATTCTTGTCCTITGCTGACTATTTOCG
AR CETATT T T T T e TG GAGAA CETGAGGACCTT TG TG TCATTCAATAAAGGECAGACATTTCAGCTTA
CTTTGECTTCCC T T T GAA A TEGET TRACCAGETGAGAT TTGGAATCC TEEAGECCEETGCATATGGAGTA
TCCCAA T TG TAAN CCAGC T TTCATTTGGEC TGC TECACCAGARCGAACTTCTCCCTGARATGECCTGAGCC
GATGCATGTC T TTGE T GT T CAAAG T TGAARATCTCACTATCTCAAGGTTTACATTATGCTGCTGTTCGTA
CTACTECAC T TGETGCCCC T TTCC G TCCAAT CACCETCAGAGACACAATTCGETGATC TTCCATCAGTAGAR
ARG EAGAC TC TAGCACAARCAA A GACTATAAAGAGETTGCAGTCTCGTGETTCCAAARGGAGATANGRAGE
ARACACGAT TG TCTCACTGATCATATCTGCAAGGCTATGRATGAGCTTAACCTCATTCGATGCAAATTAA
T AACTAGECC T GGG TGATTGGCATGACT TG CAARGAGARAGGTTACGTTATCTGATGGGUGEGTA
CARCAR TGATTCCTTTT TG TC TCCCARACACAGC TEAGCGCCACAACGETTCGAAGGGACTATATGGEGAG
ATTAGAT TGECARAGCEAAAC T TTCCGACTTCCETCACGEATCC TCAGCCCATGEGTAAGGTTGEAATGTGET
TTCATCCTGARCAGCACAGARATCCTTACAGTCCGTGRAATGCGCCCGATCTCAGGGGTITCCGGATAGCTAC
GARGTTTGCAGGGARCATAARTCACARGCACAGGCAGATTGEGAATGCAGTCCCTCCACCATTGGCATTTEE
T TR T TAA G T AR AGAACC CCTACATCTCAAGAAGTCTCCTCAACACCAACCCTAG

- Secuencia de la proteina de MET1de Arabidopsis:
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MVENGAKARKREKERP LPEIQEVED VP RTRRFRRAAACTSFRERSIRVCERSATIEVERQQIVEEEF LALRL
TALETDVEDRFTRELNDEVLFDSDGVEQPLEMLEIHDIFVEGALILPEDVCTDKEKEKGVRCTSFGRVEHWS
IEGYEDGEFVIWI STELADY DCRKPAASYREVYDYFYEKARASVAVYKELSKESGGDPDIGLEELLARVVER

EMEEGERYF S EGART IRV I ESQGEDF LY NG LAGLDETAKKHESSYVE IFVLVALREKSSKIDKPLORERNF S
NGVRIKEVSQVAESEALTZDOLVDGTDDDRRYAILLODEENRKSMQQERENSSSGEASNMEY IKINEDETIA
HDYPLPEYYKTEEEETDELILYDASYEVQSEHLPHRMLENWALYNSDLRF ISLELLEMEQCDRIDVHIFGS
CGVVIDDNGEWI S LNDPDEGEQSHDPDGMC IF LEQIKEWMIEFGEDD I IS IS IRTDVANYRLEKP SELYARW
WHPVLETARVGIZILTFLRVESRVARLEFADVIKRLEGLOANDEAY IZZDPLAVERY LVVHGQI ILQLFAY
TP DNVERC P FVVGLASKLEDRHHTEW I IXKEK I SLEELNLNFRAGMARVASKREAMOATTTRLVNRIWGE
FYSNYSPEDPLOATAAENGEDEVEEEGGNGEEEVEEEGENGLTEDTVEERPVEVQEFHTEERIRGEEGRREL
KWDGESLGRTSAGEPLYQQALVGGEMVAVGGAVTLEVDDPDEMEPAT YEVEYMEESTDHCEMLHGRE LORGS
MTVLGHAANERELE LTHECMTTOLEDIKGVACFEIRSRPWGHOYREEKN ITADKLDWARALERKEVEDLFTEY
TCRELY SPERGGEFF SLPLEDIGRESGFCTSCKIREDEERRET IKLNVSRTGEFF INGIEY SVEDEFVYVNEDS
IGGLREGEKTEFR EGRNIGLRAYVVCOLLE INVPRESRKADLGEF DVEVRRFYRPEDVEAERAYAZDIQELY
FoQDTVVLEPPGALEGKCEVREKEDMFLEREYPISDHIFFCDLEFFDTSKGELEQLPANMEPKESTIKDDTLL
RERKGRGVE SEIESEIVREVEPPEEIRLATI DI FAGCGELEHGLEKAGY SDAKWATEYEEPAGQAFKONHE
EZTVEVDHNCHVILRAIMERKGGDODDCVETTEANELAAKLTEEQRESTLELPGOVDE INGGEPCQGE SGMNREF
NS EW RV CEMILAF LEFADYFRPRYFLLENVRTEVIFNEGOTEQLT LAS LLEMGY QVRFGILEAGAYGY
ZOCRRRAF IWAAAPEEVLPEWPEPMHVE GVFELKISLEQGLAYAAVRETALGRAPFREFITVRDTIGDLEF SVE
NGDERTHNEEYKEVAVEWFQRE IRGNTIALTDHICEAMNELNL IRCELIFTRPGADWHDLPERKVTLEDERY
EEMIPFCLEPNTAERHNGWKGLYGRLDWOGHE PT SV TDRPOPMGEVGMCFHPEQHRILTVRECARSQGEFPDEY
EFAGNINHEHRQIGHNAVEPFPLAFALGEEKLEEALHLEESPOQHQE

- Secuencia de codificacion de DDM1 de Arabidopsis (At5966750):

ATGETTAGTC TG GC TCCAGARA G T TATTCCGGC T TCEGARATGETCAGCGACGEEAARACGEAGARAGE
TG T T GETGAT TCACCCAC TTC TG T TC TCAACGARGAGGARARC TETGAGGAGARRAGTGTTACTGTTG
TACAGGRAGACATAC T TC TAGCCARRA A TCEACATTCTTCTC TTATTTCTGARGCCATCGECTCAGGRAGGAR
GAGCAGCTGCTCAAAC T TCOGGALGAT GARGAGARAGC TAACARTCCTEOATC TGCTCTTGCTCCTAATCT
GAATCARAC TCAGTTTAC TARAC T TGATCAGCTCTTGACGCARACTCAGCTCTACTCTGAGTTTCTCCTTG
AGARA AT GEAGCATA T CAC AR TT AR TGGCATACARRCTCAGAGC CARARAGCTEGACCCCGACGAAGACTGET
e TG EACGCAAA A CAR A TECTTC T CAGTACARC AR TACTARGECTAAGACGAGCCETTECTEGCTATGAT
TTCARGAT CTAAAGAAGATGGTGAGACCATCAACTCAGATCTGACAGAGGAAGRAACAGTCATCAARMCTGE
AGRATGARCTTTGTCC TCTTCTCAC TE G TG EACAGCT TAAAGT CTTATCAGCTTAARAGETETCARATGECTA
ATATCATIGTGGCACARTGETTTGAATGCAATAT TAGC TGATCARAATGEGACT TGCARAGACGATTCAMAAC
AT CGCETITCTTATCACATCTCAARGCGEARTCEETTGGATGETCCATATCTAGTCATTGCTCCACTGTCTA
CACTTTCAAR T TGG T TCAA TGAGAT TECTAGGT TCACGCCTTCCATCAATGCARATCATC TACCATGEEEAT
ARARAATCARAGGGATGAGCTCAGGAGGAAGCACATGCCTAARACTCTTGGTCCCARGTTCCCTATAGTTAT
TACTTCT TATGAGETTGCCATGARTGATECTAAARGAATTCTGCGGCACTATCCATGGARRTATGTTGTGA
TT AT GAGGECCACAGG T TEARA R ACCACAACTETARATTCT TEAGGEAACTARAACACTTGARACATGGAT
AR CAARCTTC TGO TGACAGGAACACC TC TG CARRATAATCTTTCTGAGC TTTGGTCTITGTITARATTTITAT
TG TGAC AT CTT TACATCAC A TCATCAR TTTGAATCATCCETTTCGATTTTTCTCARAACARCARARACG
AR CCARCCARGEARACAMGARGAGARAAGARGAGC TCAAGTTGTTTCCARACTTCATGGTATACTACGACCA
TTCATCCTTCGARGAATGARATETGATCTTCAGCTC TCACTTCCACGEARAA MM CEAGATTATAATCETATGC
TACAATGACTGATCATCAGARARRAGTTCCAGGAACATC TEETGAATARCACGTTGEAMGCACATCTTCGAG
AGARARTGCCATCCGAGETCARAGECTECGARAGEEAAAGL TTARCAACCTGETCATTCAACTTCGAARAGAACTGC
A A TCC T GACCTTC T CCAGGEEC AR R TACATGGTTCATATCTCTACCCTCCTETTGARAGACGATTGTTGG
ACAGTGTGGTAAATTCCGCTTAT TGGAGAGATTACT TG T TCGG T TATTTGCCARTARTCACARAGTCCTTA
T T T AR T CEACGRAAC T TI TGEACATTATGGAT TACTACTTCACGTEACGARGGECTTTGAGGTTTGE
AGAATCGATGECAGTCIGAAGCTEGATCAAAGGAGARAGACAGATTARAGCATTTCACTCGATGAGAAGAGCAG
CTGETAGTATAT T TC T O T A TAC CAGAGCC TEGAGEACTCGEAATCAATCTTACTECTGCTGATACATGCA
T TATGACAGCGAC TGGAACCCTCARATGEACT TECAAGCCATGEACAGATGCCACAGAATCGEGCAG
ACCARRCCTGTTCATCET I TATAGGC TTTCCACGEC T CAGTCGATAGAGACCOGGETTCTGARACGAGCETA
A TARGC T ARG TEEAACATGTGGT TATTGECCAAGEECAGTTTCATCARAGAACGTGCCAAGTCTTCAR
CACCTTTAGAGGAAGAGGAC AT ACTGECE T TGCTTAAGCAAGATGARACTGCTCGAAGATAAGTTCGATACARA
ACCGATATARGCGATGCGGATCT TGACAGS TTACTTCACCGGEAGTGACCTGACARTTACTGCACCEECAGA
GARCACARAGC TG TEAAGC T TTTCCAGTGAAGGETCCAGETTGGGAAGTGETCCTCGCCTAGTTCGGGAGGAR
TGECTGTCTTCCCTGAACAGTTAG
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- Secuencia de la proteina de DDM1 de Arabidopsis:

MV ELREREVIPASEMVEDGKTERDASGD SPTEVLNEEENCEEREVIVVEEEILLAKNGD SSLISEAMAQEE
EQLLALREDEERANNAGSAVAFNLNETOF TELDELLTOQTQLY SEFLLEEMEDITINGIEZESQRAEFEKTG
RGRERFAASOYHNNTRAR RAVAAMI SREKEDGETINSDLTEEETVIELOQNELCE LLTGGOLESYQLEGVEWL
IELWONGLNGI LADOMGLGKTIQT IGF LEHLEGNGLDGEPY LVIAPLETLENWEFNEIARFTPSINATIIYHED
ENQRDELREKHMPRTVGERFPIVITEYEVAMNDAKRILRHYPWEYVVIDEGHRLENHECKELLRELEHLEMD

NKLLLTGTELONNLEELWSLLNE I LED I TSHDEFE SWFDE SEKNKNEATKEEEEKRRAQVVSKLHGI LRE
FILRRMKCDVELSLERKKET IMYATMTIDHOKKEQEHLVNNTLEAHLGENA I RGOSWKGKLNNLV IOLRKNG
NHEDLLQGQIDGSYLYPPVEEIVGOCGKFRLLERLLVRLFANNEEVLIF SOWTKLLD IMDY Y ESEKGFEVE
RIDGEIVKLDERRRQIKDF SDEKSSCSIFLLSTRAGGLGINLTAADTCILYD SDWNE QMDLOAMDREHRIGO
TKEVHVYRLETAOSIETRVLERAY SELELEHVV IGOGOFHOERAKSSTELEEEDI LALLKEDETAEDKLIO
TDISDADLDRLLDRSDLTI TARPGE TQAAEAFPVKGEGHEVVLESSGEMLEELNS

Ejemplo 9

Identificacion de represores para metilasas

[0103] Los constructos que presentan la transcripcion de DRM1, DRM2, CMT3 y MET1 se generan por el
acoplamiento de las mismas secuencias de control a un indicador como una proteina fluorescente. Estas lineas
transgénicas ademas se someten a mutagénesis y los genes represores candidatos se aislan por la clonacion
basada en mapas. Dichos represores de la transcripcién de la ADN metiltransferasa se expresan en un promotor
fuerte 35S o promotores inducibles a patdgenos (por ejemplo, WRKY6 o PR1) y las lineas transgénicas estables
generadas para conferir mayor resistencia de la enfermedad a patdégenos. Esto se consigue al mejorar
constitutivamente la expresién de los represores de la transcripcion de la ADN metiltransferasa de la resistencia
mejorada a los patdgenos fungicos y bacterianos en diversas plantas, incluyendo los cultivos. Los reguladores
positivos de la trasncripcion de DCL4, obtenidos como se ha descrito anteriormente, se sobreexpresan de manera
adicional, condicional o constitutivamente, en estas lineas transgénicas para conferir, ademas, una mayor resistencia
contra los virus virulentos.

[0104] Ademads, las mismas lineas transgénicas que presentan las actividades transcripcionales de las ADN
metiltransferasas se utilizan para cribar los compuestos quimicos que desencadenan la disminucion del ARNm de
GFP, tal y como se ha descrito anteriormente. Las moléculas que reprimen los niveles del ARNm de GFP se utilizan
para conferir resistencia antifingica y antibacteriana en una variedad de especies de plantas, incluyendo los cultivos.
Los cécteles de agentes quimicos que promueven la transcripcion de DCL4 (véase el Ejemplo 2) e inhiben la
transcripcion de las ADN metiltransferasas se utilizaran para conferir un amplio espectro de resistencia para los
patégenos no relacionados.

[0105] Las secuencias de los promotores DRM1, DRM2, CMT3 y MET1 son:

Secuencia promotora de DRM1:
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AGCTATGTAAT T TAATAGAR T TTGGE T TG TACATAAC TACATATGTTCARGTATGARCGAAATAGATATAAR
ATCAAGCATGAAAGRACAACACARATGTTARATGAGCARRACCARGARGGCAAGAACARATATACGGGCCTTC
GIGGARACCTTT TG TGO CACATATGEAAACCCAT TACGC TAGCGATCTAGT TEGCCCAAGARACCGECTTT
GRCTCAGARGATATAGT TATTCAT T TTCGGC TTCETCAAT CARCARCACTGTAATTCTAARTGACAATAGTT
GETGCCGACARA A A T AL TARTGACAATAGT TGEGC TTAGETTTATAAGTTCATTTTTCTAAARGTTAATT
GETEARRATCAA T T AR AR TATAT TACTCTCTTITCTTAGTAGTCTTC TATATAAGATTICTGTITGAT
CATCAGATARA A AT AAAA R TARATACTCTTTTTAATCTGTGEETARARGGTAARAAGAGACATGTTATGETT
GGATCTGACGGCCCACG T TCGC T CGCAC TCCGATC TCTITTCACTITTGETCCCAGTAAGGCTGTCCGTA
TGGAGACATCTTCCCATECCTTTEEACATTTGTGAARACAAGATATTATTATTAGARCARCTGAACAAGAT
ATTGCAAGTGT TACTITTAT TTAA T T TCAC T CTCETAAGATARARATTTGAARATTTACTTGT TGCTCTEAT
CTTEATGCARGTAACC TCAAGTT T TGCCCATTCTITGCAGAATCTARATATARCTTCCATCCCCARRATETG
CCTCCTIGTCATGTTGGAATARCTGETCAGATTTTCAAARAGGTGACCATTTGTCTGTCCATAATCATCAATC
CCTTATAT T TA T T A T T T TAAAG T T T T TG I T TAT TG T TARRACGAGTTGGTTTGGTT TGGATCATT
TGAAATGAATGEGGTGAATCCATGAATTCTAAGAGTTTGTCATGATACTTAGGCTTCACATAARATTCTACA
TAT GG T TAAGAAGARA T TAGGTAT TC T GAAT TTCACGATATTTCAATAATTACCARTTTGTTACCTTGTGA
TAART T TCACGAA G TCGAGGC TAGAATAC TTTATTTTATAGGTCCCACTTCAATGACTCATCATCCTTATC
TARGATT T TG TCACATTCCATCTAGCAC T TTTTITTAT TTGCACACCCTCCCCACTCCTTITTCTITTGTGA
T TAAAR T T A G T TCARARAR T TATTTTAR T TTTGGAATCT TCAGATTATARGARGARARAA AR CATTGAR
TCTTACATARATAC T TAACTAGATTTEGGATTACCGGATTAGTAGTGACAAAATTARCTAAGAAATATTAT
TCAARTAATARRACARCCACGTARAATAAACTCACCAARCTTTTTAARTGGCGTGECCGGTAGTGARARRACH

AGRARA AL A TTARTARTGTARATARAL, TC AL CATATITTGATAAGGTGTCTATARARGTCATATGCCACC
ACCAAAAGT

Secuencia promotora de DRM2:

AGTTATATATTACCAATCT T T GG T TG TCC AR T T I TGGTTAGCCTCTATTTCCAGG TGAGAGTGGAGTTG
ACCAGCTAGT TGAGATAATAAAGGTACTTCARTTTGGT TAAACAARCACACATAATCCTAGCCATTGCTAT
AT TG CATACAGTEEATCATTCAT TATAT GEAATCAAGAGGCTCCATTTCCTECTATTGATTGCCATCAT
TTTGI I TAC T T TE TG T TACAGGTTC T TGEARCACCAACACGEEAGGAARTCARATCCATGAATCCARAC
TACACAGAATTCARATTCCCGC AL TARAGGCTCATCC TTGGCACARAGTAAGCARACACATCATCAGTTT
T T TAAC AT TGATC T CATAT AT TC T TACGAT TGAAAAATCTETTGTTGGITCTTARGATATTCCATAR
GCETACACCTCCAGAAGE TETAGACCT TG TC TCARGAC TTCTCCAGTATTCTCCAAACCTCAGATCAACCG
CTGTAAGCTCAATGAAGCTGAT TACCATAATARCAT TATGTTTGATATATCTGGTTGETTGATTCARACTTAC
TTGTTAT TG TACATGEAGGCGATAG T TCACCCETTCTTCGATCAGCTACGTGATCCCARTACACGTCTTCC
TAATCCET T T TECC IO T T T TC AR TTTARACCTCARGETCTGTCTCCTCCARATATGCTTTTST
TTGTTTC AR TG TG TT T T AR A AR GAC TAAR ACTCG TG TGO T TCTTGTTAAATATGTAGAGCTAARAG
GAGCAAGTTTAGAGTIGT TGTCCAAGC TTATACCTGACCACGCCCCGAARACRATGTTCCTTCCTCGCTCTC
TAAATCTC T T T T T T TATATATA TG TG TG TG TG TG TGTATGTACACATGCATATAATATGCTTATC
GTTTCTARAGTAATGGAGATAGC TTCTCAGGAT TATCAT TAGC TTTCATCTTTCATGTATCTTTGTTGTITA
T T T TA T A A A CC T T T TAC T T AT TAC A TAC AR TGATTAGTCTARATGTATCTEACGETCTTTGACTS
G GETC G TACAG TTATGT TG GATAC TARATTATAARA TARRC TTCTCGCTCGTCACGTGTICATTGCATG
CATCCAAAGCTCAT G TT CAARAGC TTAGC CAARCTTAT TTTTAARAAAMGCCTATGTICTGTGTARAAGTGT
CATTTACGAGAGTTTCT TG T T TAAGT TTAACCAATTTCACT TCCTCARACGARATACGGTALTTGGTAATA
T T TAAACATGAATTATCATTGACTATAARAATTAGTTTCGCARAT TGCCTCTAAGCACCACAAGTGETC
ACGCTARC T T AT TTAT TCATG T TTAT TGAT T TACG T TAAT TAA AR ACATTETACGTTTAATTATTGAAGTA
GTACARAGAATAGEGACTARAT TGCALTACTCTGARTTTGTTTITTTCTTTTTTAGAATCATCCGACTTTIT
TGTTTCACG

Secuencia promotora de CMT3:
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ACATAGTGGACCCATGACAAGAAMTAAGGCCCARARGTTGEGCTAATTTCAGCCATCACGACAAAGECTAC
TTCT AT T T GAC AT CCATAT TATTCTAT TC TTGTACAC T TCTC T TCATICACTCG TCATTAATATGCCT
T AT T A T A TAT T T AR GCACACAA T TATACACACCETCCATATATARACTTATATTGTTIGCCTTGTTGGA
TATATA T AT TAT T TAR T TAGTACG T TAC TAGT TAGACTAATTTTCAGGTCTAATAGTGATGAGATTA
ACGTATTTTCTTCTTTARA T TTCAGT TAT T TGCARATARTOTCACTECTCGATTTCC TECAATARRGEAGT
TAATAAGAGTATCA TG T T T T T AT T TACCAT TTCACGT TTGCACGTITITTTTITTTTTTATTATGAA
CAAGATTACCATCACACGTTCGGETTTGTIGT I TAGTCGT TCCAAGTGTATAGGAGTTTTATCCACACAARD
AR T T T TGATAGGCAA TG TG TAA T TCCAT AR AGATTTCCATCGT TACACACTARACTTTTATCTTACGCGE
CACGC G TT TG TGGAGT A CGAG TAAC TAR T TTAC TAC TAGTC T TCATGT TCCETAGGATTAAATARAAGA
ATCATGEAGATAGGATACGATTGTGTTTGAATAAT TCAATATGT T TATATC TCCGARAGATCTACAAATTTG
ATATGATCAC TAAGATTGTGEGAATTTAT TCAAART CCAARACACATAGTTACARATCATATACAMATATGS
ARRATARAT A TG TCTAAT A AT T T TG TARC AT CATCT T TAATGCCACTCATTTAGARATGTAACTTTT
TTTCTTTCTGATATGTTTAT TTCTGGAAATATATAC AARATTGACCTGATCACTARCGATTCTGGGAATAAT
TCCAARACCARTATAGARAAGTGATAATTTATTARAARCTGARCATTTGTGTAATCTTTITTITTTITTITITTIIT
AR TG TAATGT AR AT TATAT TCRAAA AR AR A TATAC T T TTTTACAACTTCTGCTTCATG TG TAAGARAGS
GAGAGTGCTARA R A A TTCTCARATTCTCCARAN A TCATTAGATCTTTCCTAGAGTCGATGTTGACTACT
CCGGEEARTGAARCCCATTTGTGTAATCT T T TAARCAT TTAT TARRAAACARATCATAGATAGC TAAGATTGTGE
GARGRATTCCARACGAARTTAAATTCACACTAACACATTTACTARALTCATACATAGATATAGAARCAARR
ARCTTTTICTACTAATTTTITTGACATTTCGTGTACTCATTATAGCGAGAGARRGAGATEGGCCTCAMRRACTT
TTATTAGGCCCAARCGTTTITARARTTCAT TATARR AN TARAACARTTCCACGRAALTTTCGARACCCATCAC
TTTGGEC G TTAT G TGACGC G TTAT TTCGCCCTCARTC TCAGAT TATTTAGTCCTCACACTCETCACACCO
CCGCTTCCT

Secuencia promotora de MET1:

CTAAARRRGAGTATTCARARACCCARRCATTAAT T TAATATCCARARTATTAATTATATGATATTATTITAT
TIGATTTTARATATATAGTAAACTGCGAGTTGTATATGTITICTIGATATTATITATATTGTTTAGTGTTT
ARAATTATACACTTGTAT T TTGAT TGT TAAT TTTAGAGT TTCACCTGTAGTATACCATCTTATATTAATAT
CEATTTARRCCCGTCARTTC TAGGATTTTCCAGC TTGTAT TARAAATTGAATCACATCATACACATARARA
AATCTARTATGT AT TAAT TAT TG T TG TATATAAGAT TATARATTCTTARRATARTATGCATGARATTGAR
TATAAATATTTAAATTATGACCCAGTACTTACTAATAAATTTTTTTARATCTATTTITTGACCCGTTATART
ATTTTITTTATCTAT TCAACAGTTTATATTCEGT TTTTALAAGCTTTARATTATGGCATATCGCGAARARARACTCT
AATTATTI TTITATAACGATGATATTATTTTITCGCARAAATAGAATCATATAARGATGAGAGGTGRACTA
TAR AR T TAATAARA R, AT TR T AT GATAA T T TAGATATTAAATCTAATTTGTTGATTTTAATTGGTTAATT

TTTTCGAAATTAATAATCTATTTCATT T TTTARTGARATTTAATTAAT TARATTAGTATTTGACTTTTTAR
TTTTTAARGAGAT GAAT TACT TTACTC TTTARATTTTAT T TCTAATGGCATACATATGTAATTACTTACAR
AR GTARGGTTACATT TAARA TGTACTTCCCARR T AATATAGTAGCGATCATCETARARTGTTAGTTICTICGA
AAGAALM AT TTGTTATARATCATARACCTAACGAGC TRAC TAARATAGCGGCATCCTACCAATTTGAGR
TTTITCGTATATATAT TARAAT TATCCATTTGATARACACTTCATGATARACGTATTAGTTTTGAAARTARLR
AATATTIGTTCTTGTTATAAGRARAARACACACACATARARGTATTAT TGGAGGATCTCATTGTTAAGTTGTT
AACCCTCAACAT TTCGTCTARAAATCAGACTITITTCTATCAAAARAATATCTATACTTTCTAGTCARATA
AAATCTTAATCAARA TAATAC TCETATACT I TGACTG T TGACTGATGGAAACGATATTAGAATATAARLCAT
TAGACATAGAR A R T T TARA R A TCT TARAAATTAGGATTATTTATACGGAATAT TCCCCARRARGATAR
AATCATTGAATCAT AR AGCCATTTATGGTAGCCCTARATATTCAGEGCCCGECTITTTITTCTTATTTCGT
TTTCATTTTAAARAARGTTTTTAGCGCCGTITATTGCCECGECTCETTTTCGCTCCTCGTCTCGTCTCOTTT
TATTATTACCCCCTCTCTC TC T TCCCAC TCTTCC TCTCAAATCACACATCACTGCTTTCTTCARCCTOTC
TATCTCTCA

Ejemplo 10

ADN desmetilasa ROS1 gue regula positivamente la resistencia de la planta a patégenos

[0106] Se comprobd el papel de las ADN glicosilasas en la resistencia a patdgenos. La Arabidopsis codifica cuatro
ADN (licosilasas, entre las mas caracterizadas ROS1 y DEMETER (DME). ROS1 y DME se mostraron
recientemente para escindir la 5 — metilcitosina in vitro cuando se expresa en E. coli. Los resultados revelaron que
las ADN glicosilasas codifican las desmetilasas activas que pueden dirigirse a la posible desmetilacion de ADN de
los genes especificos relacionados con la defensa tratados anterioremente. Se provocé a los mutantes Unicos de
ADN glicosilasa con la Pto DC3000 virulenta. Solo el mutante Unico ros7-4 fue méas susceptible a este patégeno
como revelaron el crecimiento bacteriano mejorado y los sintomas de la enfermedad. Las plantas de los mutantes
Col — 0 de cinco semanas, La — er, dml2-1, dmi3-1, ros1-4 y dme se inocularon con Pto DC 3000 en una
concentracion de 10° cfu / ml y el crecimiento bacteriano se midio en 4 dpi. Las plantas del mutante ros? mostraron
sintomas bacterianos de la enfermedad mas pronunciados. Los plantas del mutante Col — 0 de cinco semanas y
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ros1-4 se inocularon y se fotografiaron en 4 dpi. Ademas, se descubri6é que la induccion del gen marcador PR1 de la
defensa de AS se retrasd en ros7-4 en comparacion a las plantas infectadas en Col — 0. Las plantas de los
mutantes Col — 0 de cinco semanas y ros7-4 se infiltraron con Pto DC3000 en una concentracion de 2 x 107 cfu / ml
y los niveles de ARNm de PR1 se analizaron durante las 12 horas de duracion del experimento por el analisis de
PCR en tiempo real semicuantitativo. Los resultados sugirieron que ROS1 puede desmetilar los genes relacionados
con la defensa para favorecer la resistencia a los patégenos.

[0107] Para ello, la sobreexpresion constitutiva o condicional de la proteina ROS1 de Arabidopsis se utiliza para
elevar la resistencia a los patégenos. La secuencia de codificacion ROS1 se expresa transgénicamente en plantas
utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la disciplina que utilizan promotores constitutivos o
preferiblemente, promotores sensibles a patégenos conocidos por tener una amplia respuesta a patégenos
bacterianos, fungicos y virales. Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, WRKY6 y PR1. El
procedimiento permite una resistencia inducible mejorada, que casi es, 0 no, nocivo para desarrollo y fisiologia de la
planta en condiciones de no infeccién.

[0108] Segun la descripcion, los expertos en la disciplina apreciaran que los constructos se preparen segun esta
invencion en la que en una realizacion, un promotor sensible constitutivo o patégeno (incluyendo pero no se limita a,
por ejemplo, al promotor WRKY®6, al promotor PR1 y similares) se une operativamente a una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina ROS1 de Arabidopsis para conferir mayor resistencia contra los patégenos no
relacionados en las diversas especies de plantas, incluyendo los cultivos.

-Secuencia de codificacién de ROS1 de Arabidopsis (At2936490):
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ATGEAGRL A A, AR GAA AR ACCAGCTTTCAACAACC TCCATGGATTCCTCAGACACCCATGARGTC
ATTTTCACCGATCTGCCCATACACGETGGAGGATCAATATCATAGCAGTCAAT TEGGAGGAAAGGAGRTTTG
T GEEAACAAGCGATATGAGTGETC TTGAT CAC T TGTCT I T TEGGEATTTECT TGO TCTAGC TAACACTGCA
T T A TAT T T TG T CAGAC T CCAATACC TACAACGARAACACAGAGETTATGCARRAAGETACTGAAGA
AGTOEAGA ST T TGAGC TCAGTGAGTAACAATGT TGC TEARACAGATCCTCAAGACTCCTGAAARACCTARGA
GEAAGARAGCATCGECCARAGGTTCETAGAGAAGC TAAARC CCAAGAGEGAGCCTAAACCACGAGCTCOGAGE
AR GTCTGT TG TCACCGATGETCARGAL N CCARARCACCARACGAGCAAATATCTCCEEAAGAACGETTGAAGT
CACTARGEAT ARG G TACTC oG TTEAATCATCAGCAGE TETTGAAACTTCARC TCEGTCCTAAGAGGET
TG TAGACGAGTC T TGEAT T TTCAAGCCGAAAA TEEAGA MMM C CAGACCARCGETGACATTAGRAGARGTA
GOTGAGATGGAATCACGCTC T TCARGAGAAGCAGTTAGATT CTGEGAAT CAAGAGTTAAAAGATTGCCTTICT
TTCGECTCCTAGCACGCCCARGAGARRGCGCAGC CAAGETARARAGCGAARAGCGEAGTTCAACCAANCARARATG
GoAGTAATCTAGAAGAA S TCCATATTICCATGECECARGC TECAAAGCAGANGACAAGCACCAACTTGTTGE
GACATGAA T CTATCAGGEAT TCACTATCATGAGCAATCTGACTACCAGARAATGUATTGETTGTATTCCCC
AR CTTGCARCAGEGAGEEATGAGATATGATGCCATTITGCAGCARRGTATTCTCTGGACAACAGCACARTT
ATGTTIC TGO T TTCAC G TACGTGC TACAGT TCCACATC TCAGCTCAGTGCTAATAGAGTCCTAACCGTT
GAAGARAGACGAGAAGETATC TTTCAAGGAAGGC AAGAGTCTGAGC TAAATGTTCTCTCGGATAAGATAGA
CACGCCGATC AR GARA G A AN A G CATCCTCCATTCCeGARATTTCTCTTCAATGAR TARAACTTETGE
AAGTTCCTGAGCAT TTAACC TCAGGATAT TG TAGCAAGCCACAGCARA R TAATAAGATTCTTGTTGATACG
CEEGETEACTETGAGCARAAAGAAGCCAACCARGTCTGACAAATCACARACCARACAGAAARATCTTICTTCC
AT CTTTGCCGTT I T CACC T TCAT T TAC TG TC T TTC TCCAGATCAACTTITGGARACCACGTAACTCGA
TCGARRCAATCAGTGAGCTAT TG G TCTAT TAGACATCAACAGEGAGCATTCTGARACTECTCTCGTTCCT
TACACAATGAATAGCCAGATTGTACTCTT TG TG TGGCECTEGEGAGCAATTCTGCLTGTAACTCCTGTTAA
AARRCCACGCCCACGACCARACGET TGATCTAGACGATGACACACGACAGAGTCTCEAAACTGCTATTGGAGA
ATATTAATAGC GAAGETGTTGACGGATCAGACGASCACAAGGUGAAATCETGOCAGGARGARCGTAATGTGC
T CGAGGACGAGC TGAC TCATTTATTGCAAGGAT GCACC TTGTACARGGGGATCGACCTTTTACGCCTTG
GAAGGEATCCGTCGTGEATTC TG T TG T TGGAGTATTTCTCACTCAARATGTTTCAGACCATCTCTCAAGTT
CEECTTTCATGTCGTTGGC T TCCCAGT TCCC TG TCCCTTT TG TACCGAGCAGTAACTTTGACGUTGGAACA
ACCTCGA TG TTC TAT T AR A TAACG TACT TCEACTCAGAGCARN CCGATETCAAGCCCACCCGATCACAR
TCACAGT T T T TAC T TTGAR R A A TACAC A TEATCGAGGACARCEATTATGTACCTAGCAATGARACCT
CCAGAAGCAGTAGTGAGAT TGO CATCTCAGCCCATGAATCAGTTGACAARAACCACGGAT TCAAAGGAGTAT
GTTGATTCAGATCGAARAGEC TCAAGTETAGAGGTTGATAACGACGGATGAGAAGTGTCGTGTCCTEAACCT
CTTT AT T GAAGA T T TG A T TACAT G TCAACATTCGATGETETCTGATGCTCCTCAARAATACAGAGA
GAGCAGGATCAAGE TCAGAGATCGAC T TAGARAGEACGAGTATCGTACTTCCTITATGAAGC TCCTACAGEGS
GTACAAGTCTCTCTAGAAGATTCCARTCAAGCTATCACCARATATGTCTCCGEGETEGATTGTAGCTCAGAAAT
TAAGGGTTTCCAGTCAATGAAMGAGCCCACARAATCCTCTGTTGATAGTAGTGARACCTGGETTGTTGCTCTC
AGCAAGATGEGEATGTTTTGAGT TG TCAGARRCC TACCTTAARAGARAAA RGEGARAMRGETTTTGARGGAG
ARG TT T A T AT TET T TAAGAAGAGAAGCCCARAGC TACGAGCAGGAATTAGAGAARAAAC
ARCAAGTACAA TECACAC L TEGAT T CAA GG AR TACGAGCACCAGATGTTAAGGARCTTCGCTCAARCAR
TCARAGAGTCCCGGEATGARCCATARACTTGCAGARCGTATACACGECTTCCTTGATCGACTGGTAARTGAC
CATGEAAGTATCEATCTTGAATGGTTEAGAGATETTCCACCAGATAARGCAARACAATATCTTCTGAGCTT
TAACGEAT TGGGACT AR A C TG TGGAGTG TG TGCGECTTCTARCACTTCACCATCTITGCCTTICCAGTIG
ATARCARMTGT TG C AT AGCCCGTCAGACT TGEATGEETGCCCCTTCAGCCGCTCCCAGAGTCACTTCAG
TG AT T T T CARA TG TAT CC TATG T TGAATC TAT TCAA A ACTATC TTTGGCCCCETCTCTGCARACT
A AAARARCAT T TATGAGT TG CACTACCAGATGATTACTT TTGGARAGGTCTTITGCACARAGRAGCA
ARCCTAAT T GCART AT TCCGA T GARRAGGAGAATGCAGACAT TTTGCCAGTGUGTTTGCAAGTGCARAGE
CTT T T TACC ARG TACAGAGAR A GETATGEGEACACCTCGATAAARACCCTITGCCTCTACACCTGCCAGA
GCCATTCCAGRGACAGCARGGGTC TEAAGTAGTACAGCACTCAGAACCAGCARARARGETCACATGTTGTG
ARCCAATCATCGAAGAGCC TGO TTCACCGGAGCCAGARRC CGCAGAAGCTATCARTAGCTCGACATAGAGGAG
GLGETTTTTITGAGGAT CCACARGCGAARTTCCTACCATCAGGU TARACATGGATGCATTITACCAGTAACTTGAR
GARAGATAATGGAACAC AR AR GGARC T T AL CACGEARACATGTCCAGCECTTTAGTTECACTTACTGCTG
AR TG T T T T T CAAT G CTAAGC TCARGAA TATCAGC CAGTTAAGEACAGARCACCGAGTTTACGAR
CT T CAGACGAGCAT CCTC TTCTAGC TCAGT TGGAAARGAGAGAACCTCATGATCCATGTTCTTATTTGCT
TG TATA T GEACGC CAGETGAGACGGC TGATTC TATTCAACCGTCTGTTAGTACGTGCATATTCCAAGCARA
ATGGETATGC T TTGTGACGAGGAGAC TTGT TTCTCCTGCAACAGCATCAAGGAGACTAGATCTCARATTICTG
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A GGGACARTTTTGATTCCTTGTAGAACAGCGATGAGEEETAGTTTTCCTCTARATCGCARCGTACTTTCA
AGTARA TGAGGTGTTTGCCGATCATGCATCCAGCC TARACCCAATCAATGTCCCAAGGGAATTGATATGGE
AT A T GAAGA R CGETCTAT T T TG TACCTC TG TTCCTACGATATTCAAAGETTTATCAAC TEGAGARLG
ATACAGGCTIGCTT I TGGRARGGGTACGTATGTGTACGTGEATTTGATCGARAGACGAGGECEACCGRAAGIC
ITTGAT TG ARGAT TECAC T TCCCGGUGAGCARAC TEAAGCEACARCARGC TAACCTCGCCTARTCCGTTG
GCARGCARRCARATAC ARG CTTAT GG TTAAGAGTGACAGAGCACACTETTCCAATCTAGTTAATGTARGAR
AGTGAAAACGTARACGTTARCAGTCCTAGAGTTGTACARGGTTTC TARATCCCATTTTAGTTTCGTCTTAAA
TTTGTATCARACACTTGTCACARARRRRCAGACCCGTAGCTGTGTAAACTCTCTGTTCCCTTCGTITGGTTT
ATATCTGAATTTACGETT

-Secuencia de la proteina de ROS1 de Arabidopsis:

MERRREE S SF QP PWI PO TPMEPF S P ICPY IVEDOYHE SQLEERRFVGNEDMEGLOHLEFGDLLALANTA
SLIFSGOTPIFTRNTEVMOKGTEEVESLE SVENNVAEQILETPERFRRRRHRPEVEREAKFKREFKFRAPR
REVVTDGRE K TERRKYVREEVEVZEDCDATPVEE SAAVETS TRERRLCRRVLDFEAENGENOQTNGD IREA
GEMESALQERQLDEGHNOELEDCLLEAP S TPRRKRESQCGKREGVOPEENGENLEEVD I SMAQAAKRRQCGP TCC
DMNLEGIQYDEQCDYQEMHWLY SPNLOQGGMRY DATI CSRVE SGRORNYVZAFHATCY S ST ZQLEANRVLTV
EERREGIFQGROEZELNVLEDKIDTE I KK TTCGHARFRNLE SMNELVEVPEHLTEGY CSKPQONNEILVDT
BTV SRR P TR EER S TR XN LL PN LCRE PPEF TGLEPDELWKRRNEIETISELLRLLDINREHSETALVE
TIMNZQIVLEGGGAGAIVEVIPVERPRPRFEVDLDDETDRVWELLLENINZEGVDGEDEQRAEWREEERNY
FRERADSF IARMHLVOGDRREFTPWREGEVVDIVVGEVE LTONVEDHLE S SAFMELAZQFPVPFEVEP S SNFDAGT

VDEZDREGEEVEVDRIDEXCRVLNLEF P SEDEALTCQHEMY SDAPQNTERAGESSEIDLECEYRTZEMELLOG
VOVELEDSHNOVEPNMEPGDC S SEIKGE QEMKEP TREEVDESEPGCCEQODGDVLECQKPTLEERGREVLEE
ERRAFDWDCLRREAQARAGIREKTREZTMD TVDWEATRAADVEEVAETIKSRGMNHELAERTQGE LORLVND
HEEIDLEWLRDVPFDEKAKEYLLSFNGLGLESVECVRLLTLHHLAFPVDTNVGERIAVRELGWVEF LOQPLFEZLQ
LHLLEMYPMLE IR Y LWPRLCKELD K TLYELHY QM I TEGRVEC TR SKPNCNACPMEGECRHFASATASAR
LALPETEKGMGTFDENFLE LHLPEPFQREQGEEVVOHEEPAKKVTICCEP ITEEPASPEPETAEVEIADIEE
AFFEDPEEIPTIRLMNMDAF TEHLEKIMEHNKELQDGHNMESALVALTAETASLPMPKLENIZQLRTEHRVYE
LFDEHPLLAQLERREFDDPCESY LLAIWIPGETADSIQF SVETCIFQANGMLCDEETCFSCNE IKETREQIV
RETILIPCRTAMRGEFPLNGTYFOVNEVEADHASSLNP INVPRELIWELFRRTVYFGTEVETIFKGLETEK
IQACEFWEGYVCVRGEDRETRGEKP LIARLHFPASKLKGQOANLA

[0109] Un constructo que presenta la transcripcién de ROS1 se genera como se ha descrito anteriormente y se
somete a mutagénesis. Los mutantes que exhiben niveles indicadores mejorados se aislan. Las mejoras de los
candidatos de la transcripcién de ROS1 se expresan en un promotor fuerte 35S o promotores inducibles en
patégenos (por ejemplo, PR1, WRKYBS) y la lineas transgénicas estables se generan para conferir una resistencia
mejorada de la enfermedad a patdégenos. Esto se consigue al mejorar constitutivamente la expresion de los
reguladores positivos de la resistencia aumentada de ROS1 a los patégenos bacterianos y fungicos en una variedad
de plantas, incluyendo los cultivos. Los reguladores positivos de la transcripcion de DCL4, obtenidos como se ha
descrito anteriormente, se sobreexpresan condicional o constitutivamente en las mismas lineas transgénicas para
conferir ademas, una resistencia mejorada a patégenos virales.

[0110] Ademas, las mismas lineas transgénicas que presentan la transcripcion de ROS1 se utilizan para cribar los
compuestos quimicos que mejoran la expresién de GFP, tal como se ha descrito anteriormente. Las moléculas que
mejoran los niveles de ARNm de GFP pueden utilizarse para conferir resistencia antibacteriana y antifingica en una
variedad de especies de plantas, incluyendo los cultivos. Los cécteles de agentes quimicos que promueven la
transcripcion de DCL4, asi como la transcripcion de ROS1 se utilizan para conferir un amplio espectro de resistencia
a patégenos no relacionados.

[0111] Las secuencias del promotor ROS1 son:

Secuencia promotora ROS1:
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ATARTCCGTT AT TTTTAT CCAC TAT TATTCGTCTCAGT T TCTAGGATAGATATETCCACACARAAR
AGCTCTTGATTTTTITTTTITT I T T TACAAATTCCARATTTCTTTGCTCATARCCCARTCATTAGGTTATC
ACCACCATTGACTCAC TCAT AAGTCATAAGTCATAGGC TCATARCCAATCCAACARCTTGTTAAGATTGAC
AARCARCGATTCAC TAAGAT TCC AR CAAG TCCATGARARTAAATGAT TTACAATACTCATTTCTCATGTACG
TCTCTTTGARGGTTTCT TG CATGACAGGARATCARRGGT TAGCACACTAATTACTCTTTTTTTCACACACA

TT A CAGT TTCACACATATGG TG CAGTATTTTGACTC CTATCGTACTAGACTAARACATTTEGAATGATCA
AR R CGARACAC TCGTTGEGCAAC TAGCCTAATAATCACTCTACTACACTAGC TCCCATATCAGTGGAALA
TAA A T T A A A A AT AT T TAAC T TC TG ATATCTAARCGAARACCTGTAAATTTATGAGAT TACST
AR AT TAGC AN TR TR TATTAT TGATCARA AT TATARACCTGCAT TACATAACATGTTATTTGTTITAR
AT AT A T T TeATGATAR A T T TAT A A A TAAAGTICTAATTATTTTATATCTARAGCAAAATTARGATTATT
TTATAA T T TC AT TAAT TATARA A TTAGTTAGTTCATATAATTTTARA TAGTTACGTAAACGAGARARAAT
A AN A TT T TAR A CGAGAAR AN AT AR AGARAAGACCGATGATGACGATGACGATAACARCGACARTATTAT
TARCTTT T TAAATCATCTTTCCCATAGTC TAGGAGATTTTCTAGAARAGAATCATTATTTTTARAATAAAR
TTCCETAAAAC T TT T O CAR AR A AN TT TCCCCCTACATAAACARAACGETTATGARRRRATACTG
A A AR A A A A TG T TATAT CC T T TC T I TATACGTTAGGC CAARAAAGCTTTTTCTATATTACTC
TTTAAC T T CATCGAT T C ARG AGA A GARACGRAAGCATCAGTCGATCTTATCCTC TCATAGC TACCACCGAAC
TaAC T T T A TCACC AT CATAAC AT TGAT TCTAC TG TAATGAATTTTGTTITTITTCTTACTTTITITT
TACATTTTGT TG TGARTC TAARAAAGCTCTCTCTTTCACC TAACGAACGGATTAATCGTTCATGTCGCCACTC
A ARAATCAATGAC TT O GEACGATCTCTCT T ICTCTAARACCCCAGARA AR ARG TGEGATCTGATCATTTT
ATARARATCETCGAT T TI TARA AR A R T TG TGATCTCTTTTATTGAAGARATTATTGAACTTTTTGCAGTGG
AR AT ARG TTCCARGC TTTTTCTCARATGGTTCTEATTTAAGTAAGAGTGAAGALAAGTARBAATRA
GAGTCAGAR
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Reivindicaciones

1.

Un procedimiento para mejorar la resistencia de la planta a un patégeno cuyo procedimiento comprende la
modificacién de dicha planta para contener un constructo de acido nucleico que comprende secuencias de
control sensibles a patégenos o constitutivas operativamente unidas a una secuencia de nucleétidos cuya
expresion aumenta cuando se observa la respuesta de resistencia a dicho patégeno,

en la que la secuencia de nuclettidos es una secuencia de nucleétidos que codifica de la ADN glicosilasa
ROSH1.
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