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DESCRIPCION

Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas o partes de
plantas.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de los dispositivos para determinar y/o estudiar el estado de estimulacion
de las defensas naturales de plantas.

Mas precisamente, la presente invencion se refiere a un dispositivo que comprende unos medios para determinar el
nivel o perfil de expresion de una combinacion determinada de genes dianas endégenos en las plantas o partes de
plantas, de manera que se identifique la presencia, el nivel y/o la intensidad de la estimulacion de las defensas
naturales de dichas plantas o partes de plantas.

Técnica anterior

Las plantas estan expuestas a mdltiples agresiones, abarcando dichas agresiones los eventos que consisten en
estrés denominados "abioticos" (sequedad, temperatura extrema, radiacién ultravioleta, etc.) y estrés denominados
"bioticos" (virus, bacterias, hongos, plagas, etc.).

Es conocido que las plantas poseen una pluralidad de mecanismos enddégenos que son capaces de ofrecer una
defensa eficaz contra un amplio panel de estrés de este tipo.

En el caso de estrés bioticos, se pueden desarrollar tres niveles de mecanismos de defensa de manera espacio-
temporal a partir del punto de infeccion o de infestacion, y contribuir a frenar la propagacion de la enfermedad.

En el sitio de penetracion del patégeno, las células en contacto con el agente patdgeno pueden autodestruirse y
retrasar asi su desarrollo; este primer fendmeno de defensa se conoce con la denominacion de reaccion de
hipersensibilidad (HR).

A partir del sitio de infeccidn, se pueden transmitir unas sefiales de alerta a las células vecinas, lo que crea una zona
local de resistencia adquirida, en la que se acumulan numerosos compuestos de defensa; este segundo nivel de
defensa asegura una resistencia adquirida local (LAR).

Las sefiales también se pueden transmitir a la planta entera, lo que induce un tercer nivel de defensa: la resistencia
adquirida sistémica (SAR).

Unos fendmenos o vias fisioloégicas bien caracterizados de los mecanismos de defensa inducibles por los agentes
patégenos, implicados en los niveles de defensa LAR y SAR son, por ejemplo:

(i) la produccion de compuestos anti-microbianos, tales como las proteinas relativas a los patégenos
(habitualmente denominadas "proteinas PR" o0 "PRP") y las fitoalexinas,

(i) el refuerzo de las paredes celulares (depésito de calosa, lignificacion, reticulacion de proteinas), y

(iii) la produccion de ciertas hormonas de plantas, en particular el acido salicilico (SA), el acido jasmaénico (JA) y
el etileno (ET), desempefiando dichas hormonas un papel importante en la sefializacion de los mecanismos
de defensa inducidos por los estrés.

Ademas de estas reacciones de defensa inducidas por el estrés, la induccion de la SAR confiere, a la planta, la
capacidad de resistir a ataques ulteriores, incluso en localizaciones lejanas con respecto al primer sitio de infeccion o
de infestacion en dicha planta.

Puede ocurrir que los mecanismos de defensas no estén activados de manera completa, sino que los tejidos
solamente estén "sensibilizados". Una expresion mas rapida y reforzada de los mecanismos de defensa se activa
sélo después de la exposicion de la planta a un estrés ulterior. Este fenémeno se denomina habitualmente "priming"
0 "potencializacion”.

Este conocimiento profundo de los mecanismos de defensa de las plantas ha permitido el desarrollo y la utilizacion
de productos fitosanitarios, que no actdan ya directamente sobre la causa del estrés, sino que presentan la
propiedad de actuar indirectamente por la activacién y la estimulacion de los mecanismos de defensa natural.

Unos productos de este tipo con un efecto estimulador de las defensas naturales (también denominados
"estimuladores de las defensas naturales" o bajo el acrénimo "SDN") pueden ser clasificados segun dos familias
principales:
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(i) los compuestos denominados "estimuladores directos" que conllevan, una vez aplicados sobre la planta, una
activacion completa de las reacciones de defensa, haya presencia o no de patégenos, y

(ii) los compuestos denominados "potencializadores" que activan, después de la aplicacion sobre la planta,
Unicamente el fendmeno de "potencializacion" antes citado (activandose las reacciones de defensa sélo tras
un ataque por un agente patégeno o un estrés).

La mayoria de estos productos SDN son también conocidos bajo la denominacién de "elicitores" (o "elicitor") o
también de "inductores de resistencia”.

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre estos mecanismos de defensa, y los productos con efecto
estimulador de las defensas naturales, a partir de especies modelos, en particular a partir de Arabidopsis thaliana.

Se precisa no obstante que en la actualidad no existe ninglin marco reglamentario especifico que rija las condiciones
de comercializacién y de utilizacion de los productos SDN.

Asi, para beneficiarse de una autorizacion de comercializacién (AMM), dichos productos SDN pueden entrar (i) tal
cual, en la categoria de los insumos fitofarmacéuticos, o (ii) en mezcla con moléculas fertilizantes, en la categoria de
los insumos fertilizantes.

Hasta la fecha, se han emitido muy pocas AMM para insumos fitofarmacéuticos para productos SDN.

En lo que se refiere mas especificamente al conocimiento de los efectos de estos insumos sobre las plantas, la
estimulacion de las defensas naturales se estudia generalmente sélo a una escala celular, por ejemplo sobre
suspensiones celulares o sobre érganos independientes.

Segun le consta a la solicitante, generalmente no esta demostrado un efecto de estimulacion de las defensas
naturales a nivel molecular sobre las plantas enteras.

Por el contrario, se conoce una gran diversidad de productos homologados como insumos fitofarmacéuticos o como
insumos fertilizantes, que serian susceptibles de ejercer también una accion de estimulacion de las defensas
naturales de plantas, aunque dicha actividad adicional no se haya demostrado o identificado.

Algunos productos también podrian tener un efecto inhibidor de las defensas naturales de las plantas.

La situacion expuesta anteriormente para las plantas en general, se encuentra en particular para las plantas de la
familia de las Rosaceae, que incluye diversas especies frutales.

Existe por lo tanto la necesidad de la puesta a disposicion de los profesionales de un dispositivo o herramienta
polivalente que permita identificar, de manera simple y rapida, el estado de la estimulacion de las defensas naturales
de plantas o de partes de plantas, en particular de la familia de las Rosaceae.

Este dispositivo o herramienta polivalente tendria también ventajosamente como objetivo permitir el cribado de las
sustancias por sus propiedades de estimulacion de las defensas naturales de las plantas, incluyendo de plantas que
pertenecen a la familia de las Rosaceae.

Un dispositivo o herramienta de este tipo deberia ofrecer en particular la posibilidad de realizar una discriminacion
entre (i) los productos SDN que activan efectivamente las defensas de las plantas, y (ii) los productos que estan
desprovistos de dicho efecto.

Este dispositivo o herramienta permitiria asi realizar el cribado de nuevos productos SDN y efectuar unos estudios
diversos sobre los SDN, por ejemplo estudios que pretenden determinar el o los mecanismos de accion y/o la o las
vias moleculares implicadas en el efecto de estimulacién de las defensas de una planta por un producto SDN
particular, mediante una combinacién particular de productos SDN, o también por una combinaciéon entre uno o
varios productos SDN con uno o varios insumos susceptibles de presentar una accién antagonista sobre la
estimulacion de las defensas.

El documento WO 2009/041805 A1 (2 de abril de 2009) describe la identificacion de genes de factores de
transcripcidon cuya expresion es inducida o reprimida en raices de Arabidopsis durante la estimulacion de las
defensas naturales (priming) en presencia o bien de una bacteria WCS417r, o bien de acido beta-aminobutirico
(BABA), asi como la utilizaciéon de un juego seleccionado de 37 factores de transcripcion como marcadores de la
estimulacion de las defensas naturales.
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Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a un dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulacion de las
defensas naturales de plantas o partes de plantas, dispositivo que comprende unos medios de determinacién del
nivel de expresion en ARNm expresado por una combinacion de genes diana en una muestra de plantas o partes de
plantas, comprendiendo dichos medios de determinacion:

(a) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15;

(b) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: PAL, CHS, DFR, ANS, PPO;

(c) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far;

(d) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm del gen diana CSL;

(e) un medio de determinacioén del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes siguientes: APOX, GST, POX;

(f) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD;

(g) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: EDS1, WRKY;

(h) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: LOX2, JAR;

() un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: ACCO, EIN3.

En algunos modos de realizacién, dicho dispositivo comprende los medios de determinacion del nivel de expresion
en ARNm de la combinacion de los genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL,
CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS, Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect, CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR,
ACCO, EIN3.

En algunos modos de realizacion, dichos medios de determinacion del nivel de expresién en ARNm de un gen diana
se seleccionan de entre los fragmentos de acido nucleico capaces de hibridarse de manera especifica a los ARNm
expresados por dicho gen diana o a los ADNc correspondientes, o a fragmentos de dichos ARNm o dichos ADNc.

En algunos modos de realizacion, los fragmentos de acido nucleico capaces de hibridarse de manera especifica a
los ARNm expresados por dicho gen diana o a los ADNc correspondientes consisten en unos cebadores, siendo
dichos cebadores seleccionados preferentemente de entre las secuencias siguientes SEC ID n°® 32 a 87.

La presente invencion se refiere asimismo a un procedimiento para identificar un perfil de expresion en ARNm de
una combinacién de genes diana que permite determinar, o por lo menos evaluar, un estado de estimulacion de las
defensas naturales de plantas o de partes de plantas, procedimiento que comprende las etapas siguientes:

(i) determinar el perfil de expresién en ARNm de una combinacion de genes diana por medio del dispositivo
antes citado, en un conjunto de plantas o de partes de plantas, cuyo estado de estimulacién de sus defensas
naturales es conocido, y después

(ii) determinar un perfil de expresion en ARNm de dicha combinacién de genes diana que corresponde a un
estado determinado de estimulacion de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas,
partiendo de los datos procedentes de la etapa (i).

La invencién se refiere asimismo a un procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulaciéon de las
defensas naturales de una planta o de una parte de planta, que comprende las etapas siguientes:

(i) extraer una muestra a partir de dicha planta o de dicha parte de planta,

(ii) determinar el perfil de expresién en ARNm de una combinacién de genes diana en dicha muestra extraida en
la etapa (i), por medio del dispositivo antes citado,
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(iii) comparar el perfil de expresiéon en ARNm obtenido en la etapa (i) con un perfil de expresion de referencia,

(iv) determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de
planta, a partir de dicho perfil de expresion en ARNm obtenido durante la etapa (ii).

La presente invencion se refiere asimismo a un procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad
de modular el estado de estimulacion de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta, que
comprende las etapas siguientes:

(i) poner en contacto dicha planta o dicha parte de planta con la sustancia a ensayar,

i) determinar el perfil de expresién en ARNm de una combinacién de genes diana en una muestra extraida a
p p g
partir de dicha planta o de dicha parte de planta tras la etapa (i), mediante el dispositivo antes citado,

(iii) comparar el perfil de expresién en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresién en ARNm de
referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulacién de las defensas naturales en dicha muestra,

(iv) seleccionar positivamente dicha sustancia si la comparacion en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia
ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulacion de las defensas naturales de dicha planta o de
dicha parte de planta.

La presente invencion se refiere asimismo a un procedimiento para seleccionar una planta que presenta un estado
de estimulacion de las defensas naturales susceptible de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un
estrés biotico y/o abidtico de interés, que comprende las etapas siguientes:

(i) aplicar dicho o dichos estrés a una planta o a una parte de planta,

(ii) determinar el perfil de expresion en ARNm de una combinacion de genes diana en una muestra extraida a
partir de la planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo antes citado,

(iii) comparar el perfil de expresion en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresion de referencia,
para determinar o evaluar el estado de estimulacién de las defensas naturales en dicha muestra,

(iv) seleccionar positivamente dicha planta o dicha parte de planta si la comparacién de la etapa (iii) muestra que
dicha planta o dicha parte de planta posee un estado de estimulacién de las defensas naturales susceptible
de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biético y/o abidtico de interés.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han identificado un conjunto especifico de genes diana, cuyo nivel o perfil de expresion constituye un
medio simple y eficaz para determinar y/o estudiar el estado de estimulacién de las defensas naturales de plantas,
ventajosamente de las plantas de la familia de las Rosaceae.

En efecto, los inventores han puesto en evidencia que el analisis de la expresion de una combinacion especifica de
genes diana permite determinar el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas que son (i)
expuestas a un producto SDN, (ii) expuestas a una fuente o a un evento de estrés bidtico, (iii) expuestas a una
fuente o0 a un evento de estrés abiético, o bien (iv) a una combinacion de dos o tres de las exposiciones antes
citadas.

Estos resultados han permitido que los inventores desarrollen un dispositivo, ventajosamente un dispositivo que
comprende unos medios para la determinacién, ventajosamente in vitro, del nivel o perfil de expresion de una
combinacién determinada de genes diana (ventajosamente por analisis transcriptdmico dirigido o por analisis
proteémico dirigido), en una muestra que procede de una planta, incluyendo una muestra que procede de una parte
de planta, incluyendo de una planta de la familia de las Rosaceae.

Los inventores han demostrado que la determinacion in vitro del nivel o perfil de expresién de esta combinacion
determinada de genes diana permite el estudio y/o la determinacion del estado de estimulacién de las defensas
naturales de la planta de la que procede dicha muestra.

La presente invenciéon tiene asi por objeto un nuevo dispositivo o una nueva herramienta de busqueda,
ventajosamente un dispositivo de biologia molecular, para la caracterizacion de una muestra biolégica, por
determinacion del nivel de expresion de una combinacién especifica de genes diana.

Mas precisamente, la presente invencion se refiere a un dispositivo para determinar y/o estudiar el estado de

estimulacion de las defensas naturales de plantas, dispositivo que comprende unos medios para determinar el nivel
o perfil de expresion de una combinacion de genes diana en una muestra de planta o de parte de planta,
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comprendiendo dichos medios de determinacion:

(a) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15;

(b) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: PAL, CHS, DFR, ANS, PPO;

(c) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far;

(d) un medio de determinacion del nivel de expresion del gen diana CSL;

(e) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes siguientes: APOX, GST, POX;

(f) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD;

(g) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: EDS1, WRKY;

(h) un medio de determinacion del nivel de expresién de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: LOX2, JAR;

(i) un medio de determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los
genes diana siguientes: ACCO, EIN3.

A pesar del ndmero limitado y determinado de genes diana analizados, los inventores han demostrado que el
dispositivo segun la invencién constituye una herramienta particularmente polivalente y potente, que permite el
estudio y/o la determinacion del estado de estimulacion de las defensas naturales de las plantas (i) expuestas a uno
0 varios compuestos 0 a una o varias composiciones estimuladores de defensas naturales y/o (ii) expuestas a una
gran variedad de estrés, lo que abarca tanto unos estrés hiéticos como unos estrés abioticos, y/o (iii)) expuestas a
una combinacién de las exposiciones antes citadas (i) y (ii).

El dispositivo segun la invencion presenta el interés de aportar unos resultados simples, rapidos y eficazmente
interpretables, sobre el estado de estimulacion de las defensas naturales de una planta.

El dispositivo segln la invencion permite en particular estudiar y/o identificar unos compuestos candidatos,
susceptibles de consistir en unos estimuladores de las defensas naturales de las plantas y capaz de inducir un
mecanismo de reaccién de las plantas frente a una agresion por organismos dafiinos y/o un mecanismo de reaccion
de defensa frente a estrés abidticos naturales.

Segun un modo de realizacion preferido, el dispositivo segun la invencion comprende los medios de determinacién
del nivel de expresion de los genes siguientes:

(i) para el grupo (a), un medio de determinacion del nivel de expresion de uno por lo menos de los genes
siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 o PR-8, un medio de determinacion del nivel de expresion del gen PR-5, un
medio de determinacion del nivel de expresién del gen PR-14 y un medio de determinacion del nivel de
expresion del gen PR-15, y/o

(ii) para el grupo (b), un medio de determinacién del nivel de expresion del gen PAL, un medio de determinacion
del nivel de expresién de uno por lo menos de los genes siguientes: CHS, DFR o ANS, y un medio de
determinacion del nivel de expresion del gen PPO, y/o

(iii) para el grupo (c), un medio de determinacién del nivel de expresion de por lo menos uno de los genes
siguientes: HMGR y Far, y un medio de determinacion del nivel de expresion del gen FFPS, y/o

(iv) para el grupo (e), un medio de determinacién del nivel de expresion del gen APOX y un medio de
determinacién del nivel de expresion de por lo menos uno de los genes siguientes: GST y POX.

Segun un modo de realizacion mas preferido, este dispositivo comprende los medios de determinacion del nivel de
expresion de la combinacion de los genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL,
CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS, Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect, CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR,
ACCO, EIN3.
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Los medios de determinacion del nivel de expresién de un gen diana se seleccionan ventajosamente de entre los
fragmentos de acido nucleico capaces de hibridarse de manera especifica a los ARNm expresados por dicho gen
diana o a los ADNc correspondientes, o a unos fragmentos de dichos ARNm o dichos ADNCc.

En los modos de realizacion anteriores, los fragmentos de acido nucleico antes citados consisten ventajosamente en
cebadores nucleotidicos que se hibridan especificamente con los ARNm, los ADNc o unos fragmentos de éstos,
derivados de cada uno de los genes diana de interés.

En algunos modos de realizacion, los cebadores nucleotidicos correspondientes estan ventajosamente adaptados a
la determinacion del nivel de expresion de los genes diana mediante un método de PCR cuantitativa.

Los cebadores nucleotidicos se seleccionan ventajosamente de entre las secuencias siguientes SEC ID n° 32 a 87.
La utilizacién de estos cebadores, en la disposicion segun la invencién, se ilustra en los ejemplos.

Segun un modo particular de realizacién, los fragmentos de acido nucleico o dichos anticuerpos son inmovilizados
sobre un soporte.

En los modos de realizacion del dispositivo en los que los medios de determinacion del nivel de expresion de un gen
diana consisten en unos acidos nucleicos, dicho dispositivo consiste asi ventajosamente en un chip de ADN, que
puede ser designado también bajo la denominacion de "chip de baja densidad cuantitativa" o "qPFD" (debido al
namero limitado de genes diana).

La presente invencion se refiere asimismo a unos procedimientos que utilizan el dispositivo segun la invencién y que
se presentaran en detalle en la descripcion, a saber:

- un procedimiento para identificar un perfil de expresion de una combinacidon de genes diana (también
designado "firma" o "firma de expresién") que permite determinar, o por lo menos evaluar, un estado de
estimulacion de las defensas naturales de plantas;

- un procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas o
de una parte de tales plantas;

- un procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulacion
de las defensas naturales de una planta de semillero o de una parte de planta de semillero:

- un procedimiento para seleccionar una planta o una parte de planta, que presenta un estado de estimulacién
de las defensas naturales susceptible de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés
biotico y/o abiético de interés.

Cada uno de estos dispositivos esta muy particularmente adaptado para una utilizacion sobre plantas o partes de
plantas que pertenecen a la familia de las Rosaceae.

Tal como se da a conocer a continuacion, la presente invencién proporciona por lo tanto un nuevo dispositivo o
herramienta para determinar y/o estudiar el estado de estimulacién de las defensas naturales de plantas, que utiliza
para ello la determinacion del perfil de expresién y/o la deteccion del perfil de expresion y/o la cuantificacion del nivel
de expresién de una combinacion de genes diana en una muestra de planta o de parte de planta.

Los inventores han identificado asi un conjunto de genes diana contenidos en el genoma de la planta que
constituyen unos marcadores biolégicos aptos para servir de indicadores en el estudio y/o la determinacién de la
presencia y/o del nivel y/o de la intensidad del estado de estimulacién de las defensas naturales de una planta o de
una parte de planta.

Los inventores han demostrado que el dispositivo segln la invencién permite, con un nimero limitado y determinado
de marcadores, determinar y/o estudiar el efecto de un compuesto o de una composicion de interés y/o de un estrés
bidtico y/o de un estrés abidtico, sobre el estado de estimulacién de las defensas naturales de plantas o partes de
plantas tratadas.

Parece que este dispositivo segun la invencion es particularmente interesante para el estudio de las plantas o de
partes de plantas del género Rosaceae o Rosaceas, como se ilustra en los ejemplos.

Después de definir ciertos términos, la presente invencién da a conocer los genes diana especificamente
seleccionados para el estudio y/o la determinacion del estado de estimulacion de las defensas naturales de las
plantas o partes de plantas, y después describe el dispositivo segin la invencién con los medios para medir y/o
determinar el nivel o perfil de expresién de dichos genes diana respectivos.

Un dispositivo de este tipo presenta numerosas aplicaciones que se desarrollaran también a continuacion, en
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particular (i) la seleccién y el estudio de compuestos 0 de composiciones que son aptos para modificar el estado de
estimulacion de las defensas naturales de plantas o de partes de plantas y/o (ii) la seleccién de plantas o de partes
de plantas que presentan o que son aptas para presentar un estado particular de estimulacion de las defensas
naturales, por ejemplo tras la aplicacion de un compuesto o de una composicién de interés y/o de un estrés bidtico
y/o de un estrés abidtico.

Definicion

Por "planta" se entiende cualquier organismo pluricelular que pertenece al sub-reino de las Tracheobionta, que
comprende los pteridofitos y los espertomafitos. Por "espermatofitos” se entiende un organismo que pertenece a los
gimnospermas o preferentemente a los angiospermas. Entre los angiospermas, se entienden las monocotiledoneas
o también las dicotiledoneas y preferentemente los eudicotiledéneas. Por "dicotiledoneas" se entienden las sub-
clases siguientes: Asteridae, Caryophyllidae, Dilleniidae, Hamamelidae, Hamamelididae, Magnoliidae o Rosidae. Por
"Rosidea”, se entienden las especies: Apiales, Celastrales, Cornales, Euphorbiales, Fabales, Geraniales,
Haloragales, Linales, Myrtales, Podostemales, Pol/ygalales, Proteales, Rafflesiales, Rhamnales, Rhizophorales,
Rosales, Santatales, Sapindales. En las especies de las Rosidea, se seleccionara preferentemente una planta de la
familia de las Rosaceae, incluyendo los manzanos.

Por "muestra” se entiende una muestra bioldgica que contiene el material biolégico que permite detectar la expresion
de la combinacién de genes diana.

El material bioldgico puede comprender en particular unas proteinas y/o unos acidos nucleicos tales como, en
particular, los &cidos desoxirribonucleicos (ADN) o los &cidos ribonucleicos (ARN). Este material biol6gico
comprende el material especifico de los genes diana, tal como en particular los ARNm transcritos por los genes
diana o las proteinas procedentes de estos ARNm, pero puede también comprender un material no especifico de los
genes diana, tales como en particular los ARNm transcritos por los genes diferentes de los genes diana o las
proteinas procedentes de estos ARNm. Segin un modo de realizaciéon de la invencion, el material biol6gico
comprende unos ARN, y aun mas preferentemente unos ARN totales; los ARN totales comprenden los ARN de
transferencia, los ARN mensajeros (ARNm), tales como los ARNm transcritos por los genes diana pero también
transcritos por cualquier otro gen, y los ARN ribosomales.

Las muestras biologicas abarcan unos fragmentos de tejidos extraidos de la planta, asi como los productos
resultantes de la extraccion o la purificacion de los acidos nucleicos (ADN, ARNm) o de las proteinas contenidas en
dichos fragmentos de tejidos, asi como algunos productos de transformacion de las sustancias contenidas en dichos
fragmentos de tejido o en dichos productos de transformacion, por ejemplo los acidos nucleicos de tipo ADNc
obtenidos por transcripcion inversa de los acidos nucleicos de tipo ARNm.

Por "parte de planta" se entiende el fragmento de una planta que contiene por lo menos una célula de planta, por
ejemplo un érgano de la planta (tal como una hoja, una yema, una flor, una raiz, un fruto, una semilla o parte de
éstos) o un tejido de la planta (tal como un meristemo).

Por "estrés medioambientales" se designa el conjunto de los factores exteriores a una planta susceptible de afectar
al metabolismo normal de esta planta e inducir en ella una reaccidon de adaptacion y/o de defensa. Los estrés
medioambientales pueden proceder de seres vivos (se trata de estrés biotico), o de otros factores (se habla
entonces de estrés abibtico).

Los estrés biéticos agrupan en particular el conjunto de los agentes patégenos microbianos, tales como los agentes
patégenos fungicos, bacterianos, virales o de plagas, y las infecciones o infestaciones de las cuales son
responsables.

Los estrés abibticos agrupan el conjunto de los estrés de naturaleza fisica o quimica, y en particular los estrés
oxidativos o climaticos; se trata en particular de estrés hidricos, como la falta de agua, o estrés térmicos como el frio
o el calor. Los estrés oxidativos agrupan el conjunto de los estrés que llevan al aumento de la concentracion de
agentes oxidantes en una planta o una parte de planta.

Por "estado de estimulacion de defensas naturales" se entiende el desarrollo de un conjunto de modificaciones
bioldgicas que confieren a esta planta (i) una resistencia inmediata, en particular LAR o SAR, y/o (ii) una pre-
sensibilizacién de tipo potencializacion gracias a la cual se vuelve capaz de reaccionar mas eficazmente a un estrés
ulterior, bidtico o abiético.

El "estado de estimulacion de defensas naturales" se refiere también al estatus, actividad o no actividad, de las
diferentes vias moleculares implicadas en los mecanismos de defensas naturales.

Por "estado de estimulacion de defensas naturales" se entiende también la resistencia al estrés, es decir diferentes

niveles de tolerancia al estrés, a saber una facultad de las plantas para hacer frente a los estrés biéticos y/o estrés
abidticos. La resistencia al estrés puede ser clasificada segun diferentes niveles: - sensibilidad, - tolerancia media a
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una o varias agresiones bidticas o abiodticas, y - tolerancia elevada o resistencia total a una o varias agresiones
bidticas o abidticas.

Por "estado de estimulacién de defensas naturales" se entiende en particular la capacidad de una planta para resistir
a las enfermedades, es decir diferentes niveles de resistencia y/o de tolerancia de una planta a las enfermedades,
incluyendo la sensibilidad, la resistencia media y la resistencia elevada o una resistencia total a uno o varios agentes
patégenos. Puede corresponder a una modificacion de los sintomas inducidos por unos agentes patégenos de la
enfermedad (tales como la frecuencia y/o el tamafio de las lesiones, etc.), asi como la extensién de la colonizacién
de los tejidos por el agente patdgeno o el porcentaje de infeccion, con respecto a los observados en las plantas
control sensibles y cultivadas con unas enfermedades idénticas. La resistencia a la enfermedad puede también ser
ilustrada por un crecimiento mas elevado y/o un rendimiento de las plantas resistentes en comparacion con las
plantas sensibles cuando se cultivan bajo la presién de la enfermedad.

Las expresiones "estado de estimulacion de las defensas naturales activado”, "estado de estimulacion de las
defensas naturales inducido”, "mejora de la resistencia al estrés", "resistencia incrementada a la enfermedad" y
"reaccion de defensa reforzada" se refieren en particular a cualquier aumento significativo de la resistencia al estrés
o de la resistencia a las enfermedades de una planta o de tejidos vegetales, con respecto a un control apropiado tal
como una planta no sometida a un producto SDN o0 a este mismo estrés o a esta misma enfermedad.

Por "estado de estimulacién de las defensas naturales activado", "estado de estimulacién de las defensas naturales
inducido", se refiere también a cualquier activacion/induccion de las vias moleculares implicadas en los mecanismos
de defensas naturales en una planta o parte de planta sometida a un producto SDN o a un estrés, con respecto a un
control apropiado tal como una planta no sometida a este mismo producto SDN o a este mismo estrés.

Por ejemplo, por "estado de estimulacién de defensas naturales" se entiende en particular un estado "resistente" o
"sensible" a E. amylovora responsable del fuego bacteriano.

Por "determinacion y/o estudio del estado de estimulacién de las defensas naturales" se entiende tanto (i) la
determinacion y/o el estudio de la existencia o de la ausencia de dicha estimulacion de las defensas naturales, como
(i) la determinacion y/o el estudio del nivel y/o de la intensidad de esta estimulacién de las defensas naturales.

Por "nivel de expresién de una combinacion de genes diana" o "perfil de expresién de una combinacion de genes
diana" se entiende cualquier parametro o marcador biolégico detectable, medible y/o cuantificable, en la planta o
parte de la planta estudiada, que corresponde, directa o indirectamente, al nivel de expresién de cada uno de los
genes seleccionados.

Los términos "nivel de expresion” incluyen la ausencia y/o la presencia y/o un valor representativo de la cantidad de
ARN mensajeros ("ARNmM" o "mRNA") transcritos a partir del ADN genémico que corresponde a los genes diana
seleccionados.

Por "sobreexpresion” o "activacién" de un gen, se entiende un nivel cuantitativo de expresion del marcador de dicho
gen que estd multiplicado por lo menos por 3 con respecto a un nivel cuantitativo de la referencia, mas
preferentemente 4x, 5x, 10x, 20x, 30x 0 mas.

Por "sobreexpresion” o "inactivacién" o "represion" de un gen, se entiende un nivel cuantitativo de expresion del
marcador de dicho gen que esta dividido por lo menos por 3 con respecto a un nivel cuantitativo de la referencia,
preferentemente por lo menos 4x, 5x, 10x, 20x, 30x 0 mas, incluso no detectable.

Un nivel de expresion "constante” de un gen corresponde a un nivel cuantitativo de expresion del marcador de dicho
gen que esta comprendido en un campo delimitado por una divisién por 3 y una multiplicaciéon por 3 de dicho nivel
cuantitativo, con respecto al nivel cuantitativo de la referencia.

El nivel de expresion de los marcadores puede ser "relativo”, es decir que la variacion de nivel de expresion de uno o
varios genes se compara con respecto al nivel de expresion de otras muestras, después de la "normalizacion” de los
niveles de expresion utilizando por ejemplo unos genes control.

El multiplo de modulacion de expresion de cada uno de los genes diana, en sobreexpresion o en sub-expresion, se
puede medir utilizando por ejemplo unos medios de determinacion de tipo PCR cuantitativa, ventajosamente en
tiempo real, como se ilustra mediante los ejemplos.

Los resultados se pueden obtener segin el método de AACt (Delta Delta CT) que proporciona las expresiones
relativas de los genes de defensa en una muestra dada con respecto a la muestra denominada "calibrador" (por
ejemplo una muestra de una planta o parte de planta no tratada, o también por ejemplo una muestra de una planta o
parte de planta tratada), expresiones normalizadas por la media geométrica de los genes de referencia de estas
muestras (Vandesompele et al., Genome Biol. 3(7): research0034.1-0034.11, 2002; Livak y Schmittgen, Methods
25:402-408, 2001).
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El nivel de expresion de los marcadores puede también ser "absoluto” es decir que los niveles de expresion de los
marcadores se refieren a la cantidad absoluta de dichos marcadores (ARNm) en una muestra.

Segun la invencién, un "perfil de expresion” o una "firma de expresion" consiste en una representacion del conjunto
de los valores de niveles de expresion de cada uno de los genes diana ensayados, para la combinacion de genes
diana ensayados.

Combinacién de genes diana utilizados en el disposi tivo segun la invencion

El dispositivo segun la invencién comprende unos medios para determinar y/o estudiar el nivel de expresion de una
combinacion establecida de genes diana, o dicho de otra manera "un conjunto de genes diana".

Esta combinacién segun la invencién se compone de nueve grupos de genes diana (a) a (i) siguientes:

(a) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas PR-proteinas: PR-1, PR-2,
PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15;

(b) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas enzimas de la via de los
fenilpropanoides: PAL, CHS, DFR, ANS, PPO;

(c) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas enzimas de la via de los
isoprenoides: HMGR, FPPS, Far;

(d) un gen diana CSL, que codifica para una enzima del catabolismo de la cisteina;

(e) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican para unas enzimas antioxidantes:
APOX, GST, POX;

() por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas enzimas implicadas en las
modificaciones de pared: CalS, Pect, CAD;

(9) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes implicados en la via de sefializacion del acido
salicilico: EDS1, WRKY;

(h) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes implicados en la via de sefializacién del acido
jasmoénico: LOX2, JAR,

(i) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes diana implicados en la via de sefalizacion el
etileno: ACCO, EIN3.

En la practica, la sobreexpresién en una muestra ensayada de por lo menos uno de los genes diana, y mas
preferentemente de una combinacién de dichos genes diana en por lo menos dos de dichos grupos (a) a (i), con
respecto a una muestra no tratada, permite identificar las plantas o partes de plantas que presentan un estado de
estimulacion de las defensas naturales activado o inducido.

Estos genes diana seleccionados se presentan mas en detalle en la tabla 1 siguiente.

Tabla 1: lista de los genes diana segun la invencién

Unigen manzano - N°de registro del
SEC ID n° Nombre del gen Funcion del gen manzano ADNc
(NCBI)
(NCBI)
Proteina 1 relacionada con la
1 PR-1 Modelo 3966 patogénesis AF507974
Proteina PR
Proteina 2 relacionada con la
2 PR-2 Modelo 2984 patogénesis (glucanasas) AF494404
Proteina PR
Proteina 4 relacionada con la
3 PR-4 Modelo 2382 patogénesis (de tipo hevein) CN877594
Proteina PR
Proteina 5 relacionada con la
4 PR-5 Modelo 999 patogénesis (de tipo taumatina, DR998561
osmotina)
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Unigen manzano

N°de registro del

SEC ID n° Nombre del gen Funcién del gen manzano ADNc
(NCBI)
(NCBI)
Proteina PR
Proteina 8 relacionada con la
5 PR-8 Modelo 3935 patogénesis (qllljll)tlnasa de clase DQ318214
Proteina PR
Proteina 14 relacionada con la
i patogénesis (proteina de
6 PR-14 Modelo 12217 ransferencia lipidica) CV656658
Proteina PR
Proteina 15 proteina de
transferencia lipidica (oxalato
7 PR-15 - oxidasa) GO500607
Proteina PR
8 PAL Modelo 2983 Fenilalanina amonio-liasa AF494403
Via de los fenilpropanoides
9 CHS Modelo 6113 __Chalcona sintasa_ AF494401
Via de los fenilpropanoides
10 DFR Modelo 13736 Dihidroflavonol reductasa AF494390
Via de los fenilpropanoides
11 ANS Modelo 2932 _Antocianidina sintasa DQ156905
Via de los fenilpropanoides
12 PPO Modelo 2905 __Polifenol oxidasa_ L29450
Via de los fenilpropanoides
Hidroximetil glutarato-CoA
13 HMGR Modelo 2960 reductasa AY043490
Via de los isoprenoides
14 FPPS Modelo 2964 Faresil pirofosfato sintasa AY083165
Via de los isoprenoides
15 Far Modelo 3011 (E.E)-alfa-farneseno sintasa EB111255
Via de los isoprenoides
16 csL Modelo 12560 C-Sliasa AY347795
Catabolismo de la cisteina
17 APOX Modelo 1891 Ascorbato peroxidasa CN928974
Sistema antioxidante
18 GST Modelo 12372 Glutation S-transferasa FE969955
Sistema antioxidante
19 POX Modelo 11566 __Peroxidasa CN913385
Sistema antioxidante
20 cals Modelo 12945 Calosa sintasa CN496203
Modificacién parietal
21 Pect Modelo 15511 Pectina-metilesterasa CV628630
Modificacién parietal
22 CAD Modelo 2625 Cinamil alcohol deshidrogenasa AF053084
Modificacién parietal
Proteina de de resistencia a la
23 EDS1 Modelo 1759 enfermedad EDS1 CN949066
Sefializacion del acido salicilico
factor 30 de transcripcion
24 WRKY - WRKY AY347836
Sefializacion del acido salicilico
Lipoxigenasa AtLOX2
25 LOX2 Modelo 10456 Sefializacion del acido CN941066
jasménico
Resistente al jasmonato 1
26 JAR Modelo 2326 Sefializacion del acido CN879199
jasmonico
1-aminociclopropeno-1-
27 ACCO Modelo 3241 carboxilato oxidasa AB086888

Sefializacion del etileno
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Unigen manzano N°de registro del
SEC ID n° Nombre del gen 9 Funcién del gen manzano ADNc
(NCBI)
(NCBI)
PROTEINA 1 DE TIPO F-BOX
28 EIN3 Modelo 12601 EIN3 Cv082047
Sefializacion del etileno
29 TuA Modelo 3499 Tubulin alpha-1 chain CO065788
Gen de referencia
30 Actina Modelo 701 Actina7__ CV151413
Gen de referencia
Gllceraldehido-3-fosfato
31 GAPDH Modelo 1683 deshidrogenasa CN494000
Gen de referencia

Entre estos genes, se pueden distinguir unos genes cuya funcién es conocida pero que nunca se han puesto en
relacién con los mecanismos de defensas naturales en las Rosaceas, por ejemplo el gen CSL.

Los genes TuA, Actina y GAPDH constituyen unos genes marcadores cuyo nivel de expresion es independiente del
estado de estimulacion de las defensas naturales. Estos genes son citados en la presente memoria Unicamente a
titulo de ejemplo. Dichos genes "reporteros" permiten corregir el nivel de expresion determinado para cada uno de
los genes diana.

En la presente descripcion, las denominaciones empleadas para designar cada uno de los genes diana
corresponden a una denominacion internacional reconocida, que se encuentran en particular en las bases de datos
de secuencias de genes y de secuencias de proteinas, por ejemplo las bases UniGene propuestas por el National
Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA). Para ello, se refiere preferentemente a la base de
datos UniGene Malus domestica.

Los genes diana en cuestion son también definidos respectivamente por las secuencias editables a partir de los
nameros de registro Unigene especificados en la tabla 1.

Los genes diana segun la invencién designan también las "variantes" o "unigenes" o alelos que corresponden a
estas secuencias.

Las variantes incluyen las secuencias, o genes, homdlogas u ortélogas encontradas preferentemente en los géneros
o las variedades de Rosaceas diferentes de Malus domestica.

Mas generalmente, las variantes incluyen ventajosamente también las secuencias, o genes, homdlogas u ortlogas
gque se encuentran en cualquier otra planta, preferentemente en cualquier organismo perteneciente al sub-reino de
las Tracheobionta, mas preferentemente perteneciente a los espermatofitos, mas preferentemente a los
angiospermas, mas preferentemente a las dicotiledéneas y mas preferentemente a Rosidea.

El término "ort6logo" u "homologo" para una secuencia, un gen o una proteina, se refiere en la presente memoria a
la secuencia, al gen o a la proteina, homdloga que se encuentra en otra especie, que presenta la misma funcion que
la secuencia, el gen o la proteina de interés, pero (generalmente) que ha divergido en secuencia en cuanto las
especies que comprenden dichos genes han divergido (los genes han evolucionado a partir de un gen ancestral
comun por especiacion). Dichas secuencias o genes ortdlogos pueden asi ser identificados en otras especies
vegetales mediante una técnica de comparacion de secuencias (por ejemplo basadas en el porcentaje de identidad
de secuencias sobre la secuencia entera o sobre dominios especificos) y/o de andlisis funcional.

Dichas secuencias ortélogas se han identificado por ejemplo en otros géneros de la familia de las Roséaceas.

La tabla 2A siguiente precisa el nUmero de registro en la base de datos GenBank propuesta por el National Center
for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA), de cada una de las secuencias ortélogas identificadas.

Tabla 2A: Secuencias ortélogas para los genes diana segun la invencion

R Ortélogo en las Ortélogo en los Ortélogo en los Ortélogo en las
n Nombre del gen = .
ragaria Prunus Pyrus Rosa

1 PR-1 DN556381

DV440399 GE653251 AF195235 EC586767
2 PR-2 EX682264 DN554095 AJ504892 EC587362
3 PR-4 EX657003 CB823353 - -
4 PR-5 DY668082

EX674853 GE653177 FK939207 BI977710
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R Ortélogo en las Ortélogo en los Ortélogo en los Ortélogo en las
n Nombre del gen = .
ragaria Prunus Pyrus Rosa
5 PR-8 CV051978
DY672350 CV052812 AJ504863 BI977412
6 PR-14 DY673738 AM290861 AF195216 EC589716
7 PR-15 DY673400 GR410635 - EC586210
C0817421
8 PAL EX684393 CV046544 - -
9 CHS Al795154 CB820023
DY667960 FE969272 FK939234 CF349759
10 DER DY672493 CV046853
EX661062 CB819555 DB999982 -
11 ANS CX661854 BU039495 FK939239 B1977949
DY667415
12 PPO EX674603 CV045870 AJ504916 -
DY669718 AM290185
13 HMGR EX659154 FC861452 - BQ106200
DY669331
14 FPPS EX660570 DY644308 - BQ104581
15 Far DY675841 DY646265 - CF349900
AJ533335
16 CSL C0817796 BU047350 - -
17 APOX CX661243 CV045878 EC586214
CX661894 GE653243 GR957944 B1978785
18 GST DV438230
DV438954 CB820780 DB999954 EC587514
19 POX DY676157 DW341091
DY670759 GR410510 DC993457 EC586635
20 CalS EX687641 DY633833 DC993380 BQ104579
21 Pect DY666714 BU044880 - BQ104257
22 CAD CX662236 EE488909 DV440820 CF349542
DY652698
23 EDS1 DY673255 FC866180 - CF349463
24 WRKY EX687984 AJ873733 - -
25 LOX2 DY674691 BU046906 - CF349741
26 JAR DY667416 FC864077 - -
CX662198
27 ACCO EX670124 AJ833064 DB999960 EC588379
28 EIN3 DY666956 EE488205 - -
29 TUA DY671340 BQ106089
DY674254 BU042671 - BQ105408
30 Actina DY668010 DY650839 BQ104395
EX688327 CV044868 - B1977396
DY667270 DW357797 B1978153
31 GAPDH DY667095 DW350728 - BQ104075

De la misma manera, el dispositivo segun la invencién podria ser utilizado para el estudio de plantas de la familia de

las Vitaceae (vid), en particular unas especies del género Vitis, y en particular Vitis vinifera.

A titulo indicativo, unas secuencias ortélogas, que corresponden a los genes diana, se han identificado por ejemplo

en Vitis vinifera.

La tabla 2B siguiente precisa el nUmero de registro en la base de datos GenBank propuesta por el National Center
for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA) o en la base de datos propuesta por el Genoscope (Evry,

Francia), de cada una de las secuencias ortélogas identificadas.

Tabla 2B

Nombre del gen

Ortdlogo en Vitis vinifera (Vid)

n°de registro EST (NCBI)

n°de registro gen (genoscop e)

PR-1 EE253686.1 GSVIVT01037005001
PR-2 G0652966.1 GSVIVT01033538001
PR-4 FG984977.1 GSVIVT01036279001
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Nombre del gen Ortélogo en Vitis vinifera (Vid)
n°de registro EST (NCBI) n°de registro gen (genoscop e)
PR-5 EC925003.1 GSVIVT01019840001
PR-8 EC965083.1 GIDVvT00013094001
PR-14 DT021081.1 GIDVvT00010281001
PR-15 EC968706.1 GSVIVT01031082001
PAL CN006882.1 GSVIVT01025703001
ANS CF209704.1 GSVIVT01019892001
CHS EV241635.1 GSVIVT01032968001
DFR EE082741.1 GSVIVT01009743001
PPO CF215866.1 GIDVVT00029382001
HMGR EC937417.1 GSVIVT01013435001
FPPS EC962139.1 GSVIVT01014738001
Far DT009302.1 GSVIVT01000402001
Alli FC061753.1 GSVIVT01001413001
APOX CF211522.1 GSVIVT01015626001
GST EE099033.1 GSVIVT01027961001
POX DT007525.1 GSVIVT01009107001
CAD CF511159.1 GSVIVT01025239001
Cals EE095949.1 GSVIVT01025362001
Pect EE076956.1 GSVIVT01011699001
EDS1 GSVIVT01007860001
WRKY GSVIVT01028718001
LOX2 EE107237.1 GSVIVT01025339001
JAR EC983478.1 GSVIVT01027057001
ACCO CF511696.1 GSVIVT01006065001
EIN3 CF214803.1 GSVIVT01015548001

Los genes diana segun la invencion son también definidos por las secuencias SEC ID n° 1 a 28, que corresponden a
sus ADNCc respectivos, o por las variantes de dichas secuencias segun la definicion anterior.

Las secuencias correspondientes también se pueden consultar en la base de datos GenBank (NCBI), mediante unos
nameros de registro precisados en la tabla 1.

Para la nocion de "variante" se puede hacer referencia a las definiciones desarrolladas anteriormente.
Los genes diana segun la invencion son también designados por las proteinas que codifican, respectivamente.

Las secuencias peptidicas que corresponden a los genes diana se precisan por ejemplo en la base de datos
UniGene Malus domestica, y pueden ser obtenidas por medio de los nimeros de registro precisados en la tabla 1.

Segun un modo de realizacién preferido, el dispositivo segun la invencion comprende unos medios para determinar
y/o estudiar el nivel de expresion de por lo menos dos genes en cada uno de los grupos (a), (b), (c), (e), (f), (@), (h)y
(i) antes citados.

Este modo de realizacion preferido ofrece en particular las ventajas siguientes:

- silos genes diana de un mismo grupo estan co-regulados (es sobre todo el caso de los genes de las vias de
sefializacidon, que son frecuentemente activados de manera transitoria), pueden tener una expresion
secuencial, y el hecho de seleccionar uno so6lo aumenta el riesgo de concluir que hay una ausencia de
modulacion de esta via (si las extracciones no se efectiian en el momento correcto para un gen dado);

- si los genes diana de un mismo grupo no estan co-regulados (este es particularmente el caso de las
proteinas PR, asi como de las enzimas de la via de los fenilpropanoides, para el gen PPO por un lado, PAL
por otro, y por Ultimo el grupo CHS, DFR y ANS), se vuelve entonces arbitrario para seleccionar sélo uno;

- permite seguir las expresiones de varios genes diana en cada grupo, la redundancia de informacion sobre el
nivel de expresion de mas de un gen diana que pertenece a un grupo dado aumenta mas la fiabilidad de los
resultados.

Mas precisamente, entre los genes diana anteriores, el dispositivo segin la invencidon permite ventajosamente el
estudio y/o el andlisis de la expresion de una por lo menos de las combinaciones siguientes de genes:

- para el grupo (a), uno por lo menos de los genes siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 0 PR-8, combinado con uno
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por lo menos de los genes siguientes PR-5, PR-14 o0 PR-15;
- para el grupo (b), el gen PAL, y por lo menos uno de los genes siguientes: CHS, DFR o ANS, y el gen PPO,
- para el grupo (c), por lo menos uno de los genes siguientes: HMGR y/o Far, y el gen FPPS,
- para el grupo (e), el gen APOX y por lo menos uno de los genes siguientes: GST y/o POX.
Segun un modo de realizacion preferido, la combinacién de genes diana estudiada en el dispositivo segin la
invencion es la siguiente: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL, CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS,
Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect, CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR, ACCO y EIN3.

Dispositivo segun la invencion, y medios para deter minar y/o estudiar el nivel de expresion de una
combinacién de genes diana segun la invencién

Caracteristicas generales del dispositivo segun la invencion

La presente invencion abarca el dispositivo o la herramienta, ventajosamente en forma de un estuche o de un "kit"
para determinar y/o estudiar el estado de estimulacion de las defensas naturales en una muestra de plantas o de
partes de plantas, en particular de plantas de Rosaceae y mas en particular de manzanos.

Dichos dispositivos de deteccion y de cuantificacion se basan en la preparacién de una mezcla de reaccion
destinada a contener los marcadores biologicos de interés y los reactivos especificos apropiados, en condiciones
adaptadas y durante un tiempo suficiente para permitir que el marcador y su reactivo especifico interactien y se
enlacen, y formen asi un complejo que puede ser retirado y/o detectado en dicha mezcla de reaccién.

El dispositivo segun la invencién contiene para eso unos medios adecuados para detectar cualquier marcador
biologico detectable, medible y/o cuantificable, en la planta o parte de planta estudiada, que corresponde, directa o
indirectamente, al nivel de expresion de cada uno de los genes seleccionados.

Segun un modo de realizacion preferido, los acidos nucleicos (por ejemplo ARNm o ADNCc) constituyen los
marcadores de expresion de cada uno de los genes diana de interés.

El método de deteccion del dispositivo de acuerdo con la invencién se basa entonces ventajosamente en la
deteccion de ARNm, de ADNc en la muestra.

Los medios de deteccién comprenden asi ventajosamente unos reactivos o ligandos, o agentes o compuestos, o
composiciones que comprenden, o que consisten en, un conjunto de reactivos especificos, siendo cada uno de ellos
capaz de unirse especificamente con un marcador biolégico de interés, ventajosamente de tipo acido nucleico, que
es representativo del nivel de expresion de uno de los genes diana.

Los reactivos adecuados para unirse con unos marcadores de tipo acido nucleico, en particular un ARNm o un
ADNC, incluyen los acidos nucleicos de secuencias complementarias.

Por ejemplo, unos reactivos adaptados para detectar/cuantificar unos acidos nucleicos marcadores pueden incluir (i)
unos oligonucledtidos (marcados o no marcados) fijados a un soporte, (ii) unos oligonucleétidos marcados no fijados
con un soporte, (i) un par de cebadores para una técnica PCR o similar.

El estuche o el kit segun la invencidn contiene también cualquier compuesto adicional apropiado, Gtil para la
realizacion de la invencion.

Por ejemplo, el dispositivo puede contener unos fluidos o unos medios para la hibridacién de acidos nucleicos
complementarios.

De manera general, los dispositivos en cuestion comprenden por ejemplo varios reactivos especificos que son
capaces de detectar la expresiéon de los genes diana segln la invencién, que pueden ser asociados con unas
muestras control, unas placas de microtitulacion, unos tubos Eppendorf, un manual de empleo, etc.

Los elementos constitutivos del dispositivo segun la invencion se presentan mas en detalle a continuacion.

Medios para determinar el nivel de expresién de los genes diana en el dispositivo segun la invencién

El dispositivo segun la invencion comprende por lo tanto unos medios para cuantificar y/o determinar la expresion de
los genes diana antes citados.

Asi, se puede emplear en la presente memoria cualquier medio para detectar y/o cuantificar un acido nucleico en
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una muestra biolégica.

En este caso, los medios de determinacion del nivel o del perfil de expresion de cada gen diana se seleccionan
ventajosamente de ente los fragmentos de acido nucleico, seleccionados de entre aquellos capaces de hibridarse de
manera especifica a los ARNm expresados por cada uno de los genes diana, o a los ADNc correspondientes, 0 a
fragmentos de dichos ARNm o de dichos ADNCc.

En la practica, la cuantificacion del nivel de expresion de cada gen diana comprende las etapas siguientes:

(a) la preparacion de una muestra de acidos nucleicos (ARNm y/o ADNc), a partir de una planta o de una parte
de planta, y

(b) la hibridacién de los ARNmM/ADNc de la muestra preparada, con unos medios de determinacion que
comprenden uno o varios reactivos de referencia (polinucleétidos de tipo sonda(s) o cebador(es) en
particular) contenidos en el dispositivo segun la invencion.

La muestra de acidos nucleicos se puede obtener a partir de una parte de la planta (por ejemplo una hoja, raices,
etc.), o de la planta entera (por ejemplo semillas o plantas de semillero), o de una pluralidad de plantas o de partes
de plantas, tal como un lote de plantas o de hojas.

Asi, en una primera fase, se extraen unas partes de plantas, y eventualmente se ponen en comun, antes de las
etapas de aislamiento de la muestra de acidos nucleicos, o de las etapas de deteccion.

La muestra de acidos nucleicos se extrae preferentemente de las células, por ejemplo utilizando unos métodos
estandares de extraccion de los &cidos nucleicos.

Unos extractos en bruto o unas muestras de tejidos en estado bruto, como por ejemplo los tejidos vegetales
homogeneizados, pueden también ser utilizados como muestra de acidos nucleicos, en la que los marcadores
transcritos son detectados y/o cuantificados.

A partir de la muestra preparada, el dispositivo segun la invencion permite cuantificar el nivel de expresion en ARNm
(o de los ADNc correspondientes), que corresponden a los genes diana antes citados.

Segun un modo preferido de realizacion, el dispositivo segun la invencion esta adaptado para estudiar la expresion
de genes diana en base a marcadores de tipo nucleicos.

En este caso, el dispositivo se puede realizar en forma de un chip de ADN, designado también mediante las
denominaciones de chip de genes o biochip, o por los términos "DNA chip", "DNA-microarray" o "biochip".

La muestra de acidos nucleicos es preferentemente una muestra de ARNm o de ARN total o de ADNCc.

Los ADNc pueden ser, de manera opcional, amplificados por la utilizaciéon de cualquier método basado en las
reacciones de polimerizacion en cadena, antes de la hibridacién con el o los polinucleétidos de referencia; de
manera alternativa, estos ADNc no son amplificados.

Para la evaluacion del nivel de transcripcién de los genes diana en cuestion, los medios de determinacion pueden
basarse por ejemplo en (i) los métodos de amplificacion del tipo PCR cuantitativa, preferentemente el método de RT-
PCR cuantitativa, o (ii) los métodos de hibridacion de acidos nucleicos, por ejemplo en forma de chips de ADN o
"hybridation microarray".

La PCR cuantitativa (QPCR o QPCR) se puede realizar mediante unas técnicas y equipamientos convencionales,
bien conocidos por el experto en la materia, descritas por ejemplo en S.A. Bustin (Ed.), et al., A-Z of Quantitative
PCR, IUL Biotechnology series, n°5, 2005.

Un método posible es la PCR cuantitativa con transcripcion inversa o RT-qPCR (véanse Czechowski et al., 2004,
Plant J. 38, 366-379; Czechowski et al. 2005, Plant Physiol. 139, 5-17; Vandesompele et al., 2002, Genome Biol.
3(7):research0034.1-0034.11).

Esta técnica de medicion permite la deteccién de un nivel relativo o absoluto de expresién del ARNm de los genes
diana en la muestra.

Un dispositivo de este tipo que emplea una técnica de gPCR se describe mas en detalle a continuacion, y se
presenta una aplicacion practica en los ejemplos.

De manera alternativa, la determinacion se obtiene clasicamente por la puesta en contacto de la muestra de acidos
nucleicos con un soporte en el que se fijan una pluralidad de polinucleétidos que comprenden unas secuencias
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complementarias (por ejemplo por lo menos 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 500 o mas residuos o bases
nucleotidicas) a la secuencia de cada uno de los acidos nucleicos o polinucleétidos marcadores.

Estos polinucleotidos fijados comprenden una secuencia que posee una especificidad de hibridaciéon en condiciones
determinadas para formar un complejo de hibridacion con el marcador nucleico de un gen diana.

Segun la presenta invencién, el marcador especifico del gen diana puede ser (i) una secuencia nucleotidica
comprendida en un ARN mensajero procedente del gen diana (se habla entonces de ARNm especifico del gen
diana), (ii) una secuencia nucleotidica comprendida en un ADN complementario obtenido por transcripcion inversa
de dicho ARN mensajero (se habla entonces de ADNc especifico del gen diana), o también (iii) una secuencia
nucleotidica comprendida en un ARN complementario obtenido por transcripcién de dicho ADNc, tal como se ha
descrito anteriormente (se hablara entonces de ARNc especifico del gen diana).

Aunque los diferentes polinucleétidos marcadores fijados son detectables independientemente sobre un mismo
soporte (por ejemplo por la utilizacién de diferentes croméforos o fluoréforos, o fijados en diferentes posiciones
seleccionadas de dicho soporte), los niveles de expresion de una pluralidad de marcadores pueden ser estudiados
simultdaneamente sobre este soporte Unico.

Unos métodos apropiados para la deteccién y la cuantificacion por biochips de polinucleétidos fijados estan descritos
en el estado de la técnica y pueden por ejemplo ser encontrados en: Applications of DNA Microarrays in Biology.
R.B. Stoughton (2005), Annu. Rev. Biochem. 74:53-82, o en David Bowtell and Joseph Sambrook, DNA Microarrays:
A Molecular Cloning Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2003 ISBN 0-870969-625-7.

Para construir dicho chip de ADN fijado, se enlazan unas moléculas de acido nucleico a un soporte sélido en sitios
conocidos o "direcciones".

Las moléculas de acido nucleico fijadas son complementarias de las secuencias nucleotidicas segun la invencién, y
en particular de las secuencias SEC ID n° 1 a 28, y se conoce el emplazamiento de cada acido nucleico sobre el
chip.

Estos chips con polinucleétidos fijados pueden, por ejemplo, ser realizados utilizando unos métodos (i) de depésito
de sondas pre-sintetizadas, (ii) de sintesis in situ o (iii) de fotolitografia.

Los métodos para generar unos polinucleotidicos marcados y para la hibridacion de estos chips de ADN son bien
conocidos en la técnica anterior (véanse por ejemplo los documentos US 2002/0144307, y Ausubel et al., Eds.
(1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols (Greene Publishing Associates, Inc, y John Wiley &
Sons, Inc, New York, 1994 Supplement)).

En el dispositivo segun la invencion, la hibridacién entre dos acidos nucleicos esta ventajosamente realizada en
condiciones de hibridacion rigurosas.

El nivel de expresién, obtenido por la aplicacién del dispositivo segln la invencion, se puede expresar con una
unidad arbitraria que refleja la cantidad de ARN mensajero transcrito para cada gen de interés, tal como la
intensidad de una sefial radioactiva o fluorescente emitida por el material ADNc generado por un analisis PCR del
contenido en ARN mensajero de la muestra estudiada, que incluye unas técnicas de andlisis PCR en tiempo real del
ARN mensajero contenido en la muestra.

Aln de manera alternativa, este valor de la expresion de los genes se puede expresar como una unidad arbitraria
corregida por el nivel de expresién de uno o varios genes de referencia denominados "reporteros") que no estan
modificados en la muestra por el estado de estimulacion de las defensas naturales.

En este Ultimo caso, el valor de la expresion de cada gen diana se puede expresar como la diferencia (deltaCT)
entre (i) la cantidad de un ARNm que forma un marcador bioldgico y (ii) la cantidad de un ARNm no marcador,
presente en la muestra seleccionada por ejemplo entre los genes que corresponden a la tubulina, la actina, la
GAPDH o la ubiquitina.

Para ello, se puede hacer referencia también a los documentos siguientes: Livak et al. (2001, Methods 25:402-408) o
Vandesompele et al. (2002, Genome Biol. 3(7): research0034.1-0034.11).

A continuacion se detallan dos dispositivos preferidos, sin que ello constituya una limitacién en las técnicas
susceptibles de ser empleadas para el dispositivo segun la invencion.

Cuantificacién biolégica de transcritos marcadores, por amplificacién de acidos nucleicos.

El dispositivo segun la invencion comprende ventajosamente unos medios para determinar el nivel de expresion de
la combinacién antes citada de genes diana, por amplificacion de acidos nucleicos transcritos (ARNm o ADNc) en el
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ambito de una técnica denominada de PCR cuantitativa.

La reaccién de polimerizacion en cadena (PCR o "Polymerase Chain Reaction") es un método altamente eficaz para
dicha cuantificacion de acidos nucleicos que constituyen los marcadores biolégicos.

Para realizar dichas amplificaciones de éacidos nucleicos en un objetivo de cuantificacion de los marcadores
bioldgicos de interés, los medios de determinacion segun la invencién comprenden un conjunto de pares de
cebadores, siendo cada par de cebadores adecuado para fijarse y amplificar especificamente con una diana ARNm
0 con una diana ADNCc.

Segun esta técnica, los ARN totales son extraidos y purificados, y los ARN mensajeros contenidos en el extracto son
ventajosamente convertidos en una primera fase en ADN complementarios (ADNc), con la ayuda de una
transcriptasa inversa.

Un par de cebadores capaz de hibridarse especificamente con cada uno de los acidos nucleicos marcadores puede
ser disefiado mediante cualquier método apropiado, conocido en la técnica.

Los dos cebadores se seleccionan respectivamente en las cadenas sentido y antisentido, con el fin de permitir la
amplificacién de un fragmento de ADN.

Unos pares de cebadores degenerados o especificos para la amplificacion de los acidos nucleicos SEC ID n° 1 a 28
(o de una parte o de una variante de estas secuencias) pueden ser sintetizados a partir de dichas secuencias, o
variantes de dichas secuencias.

Ventajosamente, los cebadores sentido y antisentido comprenden por lo menos 15 nucleétidos y presentan una
identidad de por lo menos el 80%, preferentemente el 90% y alin mas preferentemente el 95%, y mas
preferentemente el 100%, con la secuencia de los genes diana, o con su secuencia complementaria, o con los ADNc
antes citados.

Unos ejemplos de tales cebadores especificos de cada una de las secuencias SEC ID n° 1 a 28 son designados por
las secuencias SEC ID n° 32 a 87 (tabla 3 en la parte Ejemplo).

Ademas, unos ejemplos de cebadores especificos de los genes de referencia SEC ID n° 29 a 31 son designados por
las secuencias SEC ID n° 88 a 93 (tabla 3).

Los medios de determinacion comprenden también unas polimerasas, preferentemente la Tag polimerasa, pero
puede ser cualquier otra enzima que presenta una actividad polimerasa y utilizable en las condiciones de realizacion
de la PCR.

Durante la reaccién de amplificacién, se detecta el producto de reaccién, designado también bajo la denominacion
de amplimero o amplicon.

La cantidad de ARNm transcrito para cada gen diana se mide mediante unos medios que permiten la aplicacién del
método denominado de PCR cuantitativa o QPCR.

La PCR cuantitativa permite la cuantificacién de una cantidad inicial de ADN, ADNc o ARN en la muestra preparada.

Para ello, se basa en la deteccion de un compuesto fluorescente reportero, cuya intensidad de sefial aumenta
cuando el producto de la PCR se acumula con cada ciclo de amplificacion.

Los medios de determinaciéon comprenden asi unos compuestos fluorescentes reporteros, es decir unos compuestos
que se enlazan al ADN bicatenario (por ejemplo en el caso de una técnica SYBR Green |) o unas sondas especificas
(por ejemplo en el caso de una técnica TaqMan®, de una técnica HybProbes (FRET) o hibridacion de 2 sondas, de
una técnica Molecular Beacons o balizas moleculares, y de una técnica Scorpion o cebadores Escorpio).

Para aplicar esta técnica PCR en el ambito de la presente invencion, se puede hacer referencia a las revisiones
generales sobre las técnicas PCR y a las instrucciones de los fabricantes y distribuidores de reactivos y de
termocicladores, y en particular a la noticia explicativa titulada "Quantitation of DNA/RNA Using Real-Time PCR
Détection" publicada por Perkin Elmer Applied Biosystems (1999) y al PCR Protocols (Académie Press New-York
1989).

Se pueden emplear también las informaciones desarrolladas en particular en los documentos siguientes: Livak et al.
(2001, Methods 25:402-408) y Vandesompele et al. (2002, Genome Biol. 3(7):research0034.1-0034.11).

Una de las ventajas del método de deteccion por QPCR es que el analisis de los productos de PCR se lleva a cabo
directamente durante los ciclos de PCR, por la lectura de la fluorescencia obtenida durante los ciclos. Por lo tanto,
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no es necesario trabajar con los productos de PCR, que constituyen un riesgo de contaminacion para los analisis
ulteriores. Esta deteccion tiene lugar ventajosamente en plena fase exponencial de PCR y no en el punto final; este
principio de deteccién es por lo tanto mas sensible y mas especifico.

Ademas, la cuantificacion del nimero de dianas iniciales en la reaccion es muy fiable y reproducible. La deteccion
del producto de PCR se realiza durante los ciclos PCR.

Un modo de realizacion particular para la cuantificacién de dichos marcadores biolégicos, en base a un dispositivo
que utiliza una técnica de cuantificacion por amplificacién, se da a conocer en los ejemplos siguientes.

Planta o parte de planta estudiada mediante el dispo  sitivo segun la invencién

El dispositivo segun la invencion se muestra en particular interesante para el estudio de plantas, o de partes de
plantas, que pertenecen a la familia de las Rosaceae o Rosaceas.

Este dispositivo sera en particular interesante para estudiar unas plantas, o partes de plantas, seleccionadas de
entre una de las sub-familias siguientes: las Amygdaloideae (familia del melocotén), las Maloideae (familia del
manzano), las Rosoideae (familia del rosal) y las Spiraeoideae (familia de la espirea).

Mas precisamente aun, el dispositivo segln la invencidn sera interesante para estudiar unas plantas, o partes de
plantas, seleccionadas de entre uno de los géneros siguientes: Acaena, Adenostoma, Agrimonia, Alchemilla,
Amelanchier, Aphanes, Aremonia, Aria, Aruncus, Bencomia, Brachycaulos, Cercocarpus, Chaenomeles,
Chamaebatia, Chamaebatiaria, Chamaemeles, Chamaemespilus, Chamaerhodos, Cliffortia, Coleogyne, Coluria,
Cormus, Cotoneaster, Cowania, Crataegus, Cydonia, Dalibarda, Dichotomanthes, Docynia, Docyniopsis, Dryas,
Duchesnea, Eriobotrya, Eriolobus, Exochorda, Fallugia, Filipendula, Fragaria, Geum, Gillenia, Guamatela, Hagenia,
Hesperomeles, Heterome/es, Holodiscus, Horkelia, Horkeliella, Ivesia, Kageneckia, Kelseya, Kerria, Leucosidea,
Lindleya, Luetkea, Lyonothamnus, Maddenia, Malacomeles, Malus, Margyricarpus, Mespilus, Neillia, Neviusia,
Nuttalia, Oemleria, Orthurus, Osteomeles, Pentactina, Peraphyllum, Petrophytum, Photinia, Physocarpus, Polylepis,
Potanina, Potentilla, Poterium, Prinsepia, Prunus, Pseudocydonia, Purshia, Pyracantha, Pyrus, Quillaja,
Rhaphiolepis, Rhodotypos, Rosa, Rubus, Sanguisorba, Sarcopoterium, Sibbaldia, Sibiraea, Sorbaria, Sorbus,
Spenceria, Spiraea, Spiraeanthus, Stephanandra, Taihangia, Tetraglochin, Torminalis, Vauquelinia, Waldsteinia,
Xerospiraea.

Preferentemente, el dispositivo segun la invencién esta adaptado para estudiar unas plantas, o partes de plantas,
que pertenecen a una de las especies siguientes: Prunus armeniaca, Prunus dulcis, Prunus avium, Cydonia oblonga,
Rosa canina, Fragaria, Rubus idaeus, Rubus fruticosus agg, Mespilus germanica, Prunus persica, Rubus
chamaemorus, Pyrus communis, Malus domestica, Prunus domestica.

Aun mas preferentemente, el dispositivo esta destinado al estudio del manzano, o Malus domestica.

En este caso, el presente dispositivo se puede emplear para todas las variedades de manzano, y en particular las
variedades siguientes: Golden Delicious, MM106 y Evereste.

Método que utiliza el dispositivo segun la invencié n

De manera general, el dispositivo segun la invencion se puede emplear para el estudio del estado de estimulacion
de las defensas naturales en una planta o una parte de la planta (o una pluralidad de plantas o de partes de plantas).

En la practica, el perfil de expresion de una pluralidad de muestras de acidos nucleicos, que proceden de varias
plantas y/o partes de plantas, se determina por medio de un dispositivo 0 de una serie de dispositivos segun la
invencion.

Este comportamiento permite tener en cuenta unas eventuales variaciones en la expresion de los genes entre las
plantas y/o partes de plantas, y asi obtener unos resultados fiables.

Paralelamente, se estudian y se analizan ventajosamente unas muestras control con los dispositivos segun la
invencion.

Por ejemplo, las muestras de control (o las muestras de referencia) se pueden obtener a partir de plantas o de
partes de plantas cuyo estado de estimulacion de las defensas naturales es conocido.

Asi, las muestras de control pueden proceder de plantas o de partes de plantas que son no tratadas y no
estresadas, o0 que son sometidas previamente a un compuesto estimulador de las defensas naturales y/o un estrés.

Después, con el fin de determinar el estado de estimulacion de las defensas naturales de vegetales de interés (que
tienen un estado de estimulacion de las defensas naturales desconocido), las muestras obtenidas a partir de estas
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plantas o partes de plantas se compararan con unas muestras que proceden de plantas o partes de plantas cuyo
estado de estimulacién de las defensas naturales es conocido.

Asi, se pueden analizar varias muestras por medio del dispositivo seguln la invencién, tales como unas muestras de
acidos nucleicos que proceden (i) de plantas o partes de plantas cuyo estado de estimulacion de las defensas
naturales es conocido, (ii) de plantas o partes de plantas cuyo estado de estimulacion de las defensas naturales es
desconocido, (iii) de plantas o partes de plantas sometidas previamente a por lo menos un estrés biotico y/o abiético
o (iv) de plantas o partes de plantas sometidas previamente a por lo menos un producto para verificar o buscar un
efecto estimulador de las defensas naturales.

El dispositivo segun la invencion puede asi ser utilizado en un conjunto de procedimiento, algunos de los cuales se
presentan en detalle a continuacion.

Procedimiento para identificar un perfil de expresién de una combinacién de genes dianas

Una primera aplicacion del dispositivo segun la invencion es la identificacion de perfiles de expresién de la
combinacién antes citada de genes diana, también designados "firmas" que permitirian determinar, o por lo menos
evaluar, el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas.

El procedimiento para identificar un perfil de expresion de una combinacidon de genes diana comprende las etapas
siguientes:

(i) determinar el perfil de expresion de una combinacion de genes diana por medio del dispositivo seguin la
invencién, sobre un conjunto de plantas, o partes de plantas, que pertenece ventajosamente a la familia de
las Rosaceae cuyo estado de estimulacién de las defensas naturales es conocido, y después

(ii) determinar un perfil de expresién de interés de dicha combinacién de genes diana que corresponde a un
estado determinado de estimulacion de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas, que
parte de los datos procedentes de la etapa (i).

Por medio del dispositivo segun la invencion y durante la etapa (i), se obtiene por lo menos un valor cuantitativo de
expresion para cada uno de los marcadores bioldgicos utilizados.

La obtencion de varios valores cuantitativos, para cada marcador bioldgico utilizado, permite un pronéstico mas
preciso del estado de estimulacion de las defensas naturales.

Estas cuantificaciones se utilizan en unas muestras de plantas o de partes de plantas cuyo estado de estimulacion
de las defensas naturales es conocido, seleccionadas ventajosamente de entre:

- las muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a un estrés y/o a un producto estimulador de las
defensas naturales; o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estrés; o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un producto estimulador de las defensas
naturales.

Por ejemplo, para obtener unas muestras representativas de un estrés bidtico, se puede pulverizar peroxido de
hidrégeno sobre las plantas o partes de plantas.

Para obtener unos controles negativos, se puede pulverizar agua osmotizada sobre las plantas o partes de plantas.

Para obtener unas muestras representativas de una proteccion frente al fuego bacteriano, se puede aplicar Bion®
sobre las plantas o partes de plantas.

La etapa (ii) consiste en comparar los valores cuantitativos obtenidos en la etapa (i) para cada marcador biolégico.
Los valores de expresién de referencia para cada uno de los genes diana pueden asi ser determinados.

Constituyen juntas "un perfil de referencia" que es pertinente para distinguir y/o identificar y/o determinar una
modificaciéon del estado de estimulacién de las defensas naturales.

Cada perfil de referencia determinado para dicha combinacién de marcadores biol6gicos esta asi correlacionado con
un estado de estimulacion de las defensas naturales.

Segun un modo de realizaciéon ventajoso, los perfiles de referencia, para la combinacion de marcadores bioldgicos
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segun la invencion, pueden ser predeterminados por la realizaciéon de un procedimiento que comprende las etapas
siguientes:

a) proporcionar por lo menos una coleccién de muestras de plantas o de partes de plantas, cuyo estado de
estimulacién de las defensas naturales esta determinado;

b) cuantificar por medio del dispositivo segun la invencién, para cada muestra proporcionada en la etapa a), el
nivel de expresion de dichos marcadores biolégicos, por el cual se obtiene una serie de valores cuantitativos
para los marcadores biolégicos de dicha colecciéon de muestra;

c) determinar, a partir de dicha serie de valores de cuantificacion obtenidos al final de la etapa b), una
correlacion entre un perfil determinado de expresion de dichos marcadores biolégicos y un estado especifico
de estimulacién de las defensas naturales.

Algunos perfiles de expresion interesantes, obtenidos por medio del dispositivo segun la invencién, estan presentes
en los ejemplos.

Procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales

El dispositivo segln la invencion tiene también el interés de poder ser utilizado en el ambito de un procedimiento
para el andlisis del estado de estimulacion de las defensas naturales de una planta o parte de planta.

El procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulaciéon de las defensas naturales de una planta
comprende las etapas siguientes:

(i) extraer una muestra a partir de la planta o a partir de dicha parte de planta, que pertenece ventajosamente a
la familia de las Rosaceae, que ha sufrido eventualmente cualquier tratamiento de interés (por ejemplo estrés
o estimulador de las defensas naturales),

(ii) determinar el perfil de expresién de una combinacion de genes diana en dicha muestra extraida en la etapa
(i), por medio del dispositivo segun la invencién,

(iii) comparar el perfil de expresién obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresién de referencia.

(iv) determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de
planta, a partir de dicho perfil de expresion obtenido durante la etapa (ii).

El perfil de expresion obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo segun la invencién, se compara con un perfil
de expresion de referencia que corresponde a los valores observados para unas muestras de plantas o de partes de
plantas seleccionadas ventajosamente de entre:

- las muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a un estrés o un estimulador de las defensas
naturales; o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estrés (por ejemplo E. amylovora); o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estimulador de las defensas naturales (por
ejemplo Bion®).

En particular, la sobreexpresién de por lo menos un gen diana, y mas preferentemente de una combinacién de
genes diana, en una muestra estudiada, en comparacion con muestras de plantas o de partes de plantas no
sometidas a un estrés o a un estimulador de las defensas naturales, permite identificar las plantas o partes de
plantas que presentan un estado de estimulacién de las defensas naturales activado o inducido.

Asimismo, la expresion constante de por lo menos un gen diana, y mas preferentemente de una combinacién de
genes diana, en una muestra estudiada, en comparacién con muestras de plantas o de partes de plantas sometidas
a un estrés 0 a un estimulador de las defensas naturales, permite identificar las plantas o partes de plantas que
presentan un estado de estimulacién de las defensas naturales activado o inducido.

Procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulaciéon de las
defensas naturales

Existe la necesidad de nuevos agentes estimuladores de defensas naturales, y de métodos fiables y faciles para el
cribado de un gran nimero de compuestos biolégicos o quimicos, o de composiciones, para su utilizacién como
agentes estimuladores de defensas naturales.
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Existe también la necesidad de verificar la actividad biolégica de compuestos o de composiciones presentados como
estimuladores de defensas naturales.

El dispositivo segun la invencidn constituye una herramienta particularmente interesante para identificar dichos
compuestos biolégicos o quimicos, o dichas composiciones que contienen estos compuestos bioldgicos o quimicos,
que sean capaces de estimular las defensas naturales de una planta o parte de la planta, que pertenece
ventajosamente a la familia de las Rosaceae.

La herramienta segun la invenciéon permite en particular cribar cualquier compuesto activo o composicién activa,
bioldgica o quimica, empleada en el campo de la agricultura, preferentemente la arboricultura y mas
preferentemente en el campo de las Maloideae.

La identificacion de dicho efecto suplementario permitiria evitar los tratamientos redundantes (en particular por la
aplicacién de dos compuestos que activan los mismos mecanismos de defensas) y limitar las interacciones
negativas (algunos productos SDN tienen unos efectos antagonistas frente a las vias moleculares que regulan).

El procedimiento de realizacion del dispositivo segun la invenciéon comprende ventajosamente las etapas siguientes:

(i) la puesta en contacto, con una planta o parte de la planta (que pertenece ventajosamente a la familia de las
Rosaceae), de uno o varios compuestos biolégicos o quimicos, o de composiciones que comprenden uno o
varios compuestos biolégicos o quimicos,

(i) la determinacion del perfil de expresion de la combinacion de genes diana en una muestra extraida a partir de
dicha planta tratada o de dicha parte de planta tratada tras la etapa (i), por medio del dispositivo segin la
invencion,

(i) la comparacién del perfil de expresién obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresion de referencia, para
determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales en dicha muestra,

(iv) la seleccion positiva de dicha sustancia, si la comparacion en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia
ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulacién de las defensas naturales de dicha planta de
semillero o de dicha parte de planta de semillero.

En la etapa (i), cualquier compuesto biolégico o quimico, o cualquier composicion que comprende uno o varios
compuestos biol6gicos o quimicos, pueden ser puestos en contacto con las plantas o partes de plantas.

Por lo menos dos compuestos y/o composiciones diferentes pueden ser puestos en contacto simultdnea o
sucesivamente, con las plantas o partes de plantas.

Preferentemente, cada compuesto o composicién se pone en contacto fisico con una o varias plantas individuales.
Este contacto puede ser realizado también por diferentes medios, tales como la pulverizacion, el cepillado, la
aplicacion de soluciones o de sdlidos en o sobre la tierra, en la fase gaseosa que rodea las plantas o partes de
plantas, por inmersion, etc.

Los compuestos o composiciones ensayados pueden ser solidos, liquidos, semisélidos o gaseosos.

Los compuestos o composiciones ensayados pueden ser sintetizados artificialmente o naturales, como las proteinas,
fragmentos de proteinas, compuestos organicos volatiles, plantas o0 animales o extractos de microorganismo, los
metabolitos, los azlcares, las grasas y aceites, los microorganismos como los virus, bacterias, hongos, etc.

El compuesto o la composicién biolégica comprenden también, o esta constituido por, uno o varios microorganismos,
0 uno o varios extractos de plantas.

El perfil de expresién obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo segun la invencién, se compara segin un
método descrito anteriormente, es decir por ejemplo con un perfil de expresion de referencia que corresponde a los
valores observados para muestras de plantas o de partes de plantas seleccionados ventajosamente de entre:

- las muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a un estrés o un a estimulador de las defensas
naturales; o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estrés (por ejemplo E. amylovora); o
- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estimulador de las defensas naturales (por

ejemplo Bion®).
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En particular, la sobreexpresién de por lo menos un gen diana, y mas preferentemente de una combinacién de
genes diana, en una muestra estudiada, en comparacion de muestras de plantas o de partes de plantas no
sometidas a un estrés o a un estimulador de las defensas naturales, permite identificar las plantas o partes de
plantas que presentan un estado de estimulacién de las defensas naturales debido a la accién del compuesto
ensayado o de la composicién ensayada.

Por ejemplo, la sobreexpresién de la combinacion de genes dianas PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR,
Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y WRKY permite seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de generar un estado
de estimulacion de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la familia de las
Rosaceae, que asegura una proteccion frente a un estrés biético.

Preferentemente, este perfil de expresion permite la seleccién de una sustancia que tiene la propiedad de generar
un estado de estimulacion de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la
familia de las Rosaceae que asegura una proteccion frente a Erwinia amylovora.

En particular, esta sobreepxresion para cada uno de los genes diana antes citados consiste en un nivel de
sobreexpresion relativa (ventajosamente con respecto a un tratamiento con agua) superior a 3 (o log, (expresién
relativa)>1,58).

Asimismo, la expresion constante de por lo menos un gen diana, y mas preferentemente de una combinaciéon de
genes diana, en una muestra estudiada, en comparacién con muestras de plantas o de partes de plantas sometidas
a un estimulador de las defensas naturales, permite identificar las plantas o partes de plantas que presentan un
estado de estimulacion de las defensas naturales debido a la accion del compuesto ensayado o a la composicion
ensayada.

La planta o parte de planta tratada puede ser sometida eventualmente simultdneamente a un estrés abiético
(medioambiental) con el fin de estudiar el efecto de condiciones de cultivo estresantes sobre la eficacia de los
estimuladores de defensas naturales.

La herramienta segun la invencion puede permitir seleccionar y distinguir unos compuestos estimuladores directos y
unos compuestos potencializadores.

Para ello, se puede estudiar por ejemplo el cambio del perfil de expresion de los genes diana tras la aplicacién de un
estrés biotico, con o sin aplicacién previa de un compuesto o de una composicion de interés.

La sobreexpresion de una combinacién de genes diana en una muestra después de la aplicacion de un estrés
bidtico, en comparacién con muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a tal estrés bidtico, permite
identificar los compuestos potencializadores (o por Io menos susceptibles de tener dicho efecto potencializador).

Procedimiento para seleccionar una planta o una parte de planta

La presente invencidon se refiere también a la identificacion y a la seleccién de plantas que pertenecen
ventajosamente a la familia de las Rosaceae, que presenta un estado particular de estimulacion de las defensas
naturales, ya sea este estado obtenido:

(a) naturalmente (por crecimiento o utilizaciéon de las variaciones naturales) o artificialmente (induciendo unas
variaciones, por ejemplo por transgénesis de las plantas o de las partes de plantas, o por mutagénesis
utilizando uno o varios agentes mutagénesis); y/o

(b) tras la aplicacion de un compuesto o de una composicion estimuladora de las defensas naturales; y/o

(c) tras la aplicacion de uno o varios estrés biético(s) y/o abiético(s).

En efecto, el dispositivo segun la invencién constituye una herramienta interesante para seleccionar una planta, que
pertenece preferentemente a la familia de las Rosaceae, que presenta un estado de estimulacion de las defensas
naturales susceptibles de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biético y/o abidtico de
interés.

Un método para seleccionar una planta o parte de la planta que tiene un estado de estimulacién de las defensas
naturales mejorado (y por lo tanto con resistencia reforzada a los estrés biéticos y/o abioticos) puede comprender las
etapas siguientes:

(i) aplicar el o los estrés, y/o el o los estimuladores de defensas naturales, a una planta o una parte de planta,
que pertenece ventajosamente a la familia de las Rosaceae,

(i) determinar el perfil de expresion de una combinacion de genes diana en una muestra extraida a partir de
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dicha planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo segun la invencion,

(iii) comparar el perfil de expresién obtenido en la etapa (i) con un perfil de expresion de referencia, para
determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales en dicha muestra,

(iv) seleccionar positivamente dicha planta si la comparacién con la etapa (iii) muestra que dicha planta o dicha
parte de planta posee un estado de estimulacidon de las defensas naturales susceptible de conferirles una
resistencia mejorada a por lo menos un estrés biotico u/o abidtico de interés.

La planta o parte de la planta seleccionada en la etapa (iv) comprende ventajosamente un estado particular de
estimulacion de las defensas naturales en presencia de agentes estimuladores de las defensas naturales y/o de
estrés biotico y/o de estrés abidtico.

El perfil de expresién obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo segun la invencién, se compara segin un
método descrito anteriormente, es decir por ejemplo con un perfil de expresion de referencia que corresponde a los
valores observados para unas muestras de plantas o de partes de plantas seleccionados ventajosamente de entre:

- las muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a un estrés o a un estimulador de las defensas
naturales;

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estimulador de las defensas naturales; o

- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estrés.
La sobreexpresion de por lo menos un gen diana, y mas preferentemente de una combinacién de genes diana, en
una muestra estudiada, en comparacién con muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estrés o a
un estimulador de las defensas naturales, permite identificar las plantas o partes de plantas que presentan un estado
de estimulacién de las defensas naturales susceptible de presentar una resistencia mejorada a por lo menos un
estrés biotico y/o abiético de interés.
El dispositivo segun la invencién permite asi cribar los genotipos para su reactividad a los productos SDN.
Secuencias

SEC ID n° 1 a 31: secuencias de los ADNc procedentes de los genes diana y de los genes de referencias;

SEC ID n° 32 a 93: secuencias de cebadores PCR para la amplificacion de las secuencias SEC ID n° 1 a 31.

Figuras

Figura 1: Eficacia de proteccion de 10 SDN candidatos contra E. amylovora sobre siembra de manzano. El agua
y la plantomicina (Plantom.) se utilizan como controles negativos y positivos respectivamente.

RC: regulador de crecimiento; Eclairciss: aclaradores; Representacion diagramas de cajas, indicando estos
ultimos los intervalos de confianza de las medianas (P=0,05); Por lo menos seis repeticiones biolégicas de 10
siembras de 2 experimentos independientes.

Figura 2: A) Modulacion de la expresién de los 28 genes de la herramienta en unas hojas de 4 variedades de
manzano (retofios injertados) 3 dias después del tratamiento con Bion o con agua. Diferencias de expresion con
respecto a una extraccion efectuada el DO sobre unas plantas no tratadas de cada genotipo. Una repeticion
biolégica. B) Eficacia media de proteccion frente al fuego bacteriano efectuada en paralelo (n=12).

Ejemplo

Material:

Dispositivo segun la invencion

Placa de microtitulacion de 96 pocillos lista para su empleo, que contiene los pares de cebadores SEC ID n° 32 a 93

para (i) los 28 genes diana SEC ID n° 1 a 28 y (ii) los 3 genes de referencia SEC ID n° 29 a 31, (repartidos en tres

pocillos por cada par) en forma deshidratada (evaporacién durante una noche a 60°C) y en cantidad suficiente para

alcanzar las concentraciones finales éptimas detalladas en la tabla 3 siguiente.

Tabla 3: Cebadores y concentraciones éptimas para la técnica PCR

| Nombre delgen | Cebadores | SECID | Tamarfio amplicén (pb) | Concentracién 6ptima (nm) |
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Nombre delgen | Cebadores SECID Tamafio amplicon (pb) | Concentracion 6ptima (nm)
PR-1 FF’)FFS:?; = 167 200
PR-2 ES;_‘S; 2‘5" 152 400
PR-4 ng:?é gg 123 200
PR-5 ESS::% gg 100 600
PR-8 ggg_'fe'_ 22 173 200
PR-14 Egﬂ:ﬁg = 192 200
PR-15 Egig_'f; jg' 132 200

PAL ﬁﬁtﬁg jg 133 200
CHS gggi jg 234 100
DFR BEE_’S; 22 239 200
ANS :Rgfe' > 298 200
PPO Egg_'f'e' . gg 124 200
HMGR Emggfé gg 206 400
FPPS Egggfé 28 255 200
Far Ez:f'e' = 161 200
csL ggl'_‘fe' = 134 200
APOX g))é-i; gg‘ 185 200
GST ggfe' = 185 200
POX 58;2:?; gg 197 100
cals gg:g?e' r 176 200
Pect Esg::?% 2 173 300
CAD gAAB_'S;_ ;g 85 200
EDS1 Eggife' & 269 200
WRKY V":,’ng; ;g 171 200
LOX2 tg;g_'se' 22 199 100
JAR jﬁg_‘fg . gg 118 200
ACCO ﬁggg_'gé gg‘ 193 200
EIN3 El'mgf'e' = 212 400
TuA I:AA_?; gg 118 300
Actin potn-d _ > 140 100
GAPDH gAAEBE_'S; gg 103 300
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Ensayo 1 - Expresion relativa de los genes de defensa en unas hojas de manzanos sometidas a diferentes
tratamientos

Protocolo:

La expresioén de los 28 genes diana se siguid (i) en unas hojas de plantulas de manzano (obtenidas por polinizacion
libre de la variedad Golden Delicious, véase Brisset et al. Eur. J. Plant Pathol 106, 529-536, 2000) sometidas a
tratamientos de tipo SDN y a diversos estrés abidticos, asi como (ii) en unas hojas de retofios injertados de dos
genotipos de manzano, Evereste y MM106 (véase Venisse et al. Molecular Plant-Microbe Interactions 15, 1204-
1212, 2002), después de la infeccién por Erwinia amylovora, agente del fuego bacteriano.

El protocolo aplicado comprende las etapas 1 a 7 siguientes:

1

2)

3)
4)

5)

6)

7

tratamiento de las plantas de semillero por pulverizacién, riego o infiltracion del producto (o de agua
osmotizada para los controles negativos).

Los diversos tratamientos se aplicaron de la siguiente manera:

- Baba (a.i. 95% acido DL-R-amino-n-butirico, Sigma ref A-2004) aplicado por riego de una solucién 10 mM
(5 ml por maceta de 150 ml),

- Bion® (a.i. 50% acibenzolar-S-metilo, Syngenta) aplicado por pulverizacion hasta escurrido de una
solucién a 0,4 g/l,

- Rhodofix® (a.i. 1% acido a-naftilacético, Nufarm SAS) aplicado por pulverizacion hasta escurrido de una
solucién a 1,5 g/l,

- Régalis® (a.i. 10% prohexadion-calcio, BASF Agro, BASF Agro) aplicado por pulverizacion hasta escurrido
de una solucién a 2,5 g/l,

- PRM® 12 RP (a.i. 11,3% etefon, Bayer CropScience) aplicado por pulverizacidon hasta escurrido de una
solucién a 3 ml/,

- MeJA (a.i. 95% metilo jasmonato, Aldrich ref. 39,270-7) aplicado por riego de una solucion 10 mM (5 ml
por maceta de 150 ml),

- deshidratacién aplicada por detencion del riego,

- PEG (a.i. polietilenglicol 6000, Merck ref. 807491) aplicado por imbibicion hasta saturacion de la tierra (2
veces 3 mn) con la ayuda de una solucién al 36%,

- Paraquat (a.i. paraquat dicloruro x-hidrato PESTANAL®, Fluka ref. 36541) aplicado por pulverizacién hasta
escurrido de una solucién 100 pM,

- HyO; (a.i. 30% peroxido de hidrogeno) aplicado por pulverizacién hasta escurrido de una soluciéon a
10 mi/l,

- E. amylovora aplicado por infiltracion de una suspension de la cepa CFBP1430 afiadida a 10" cfu/ml.

Pulverizacién opcional de perdxido de hidrogeno 24h después de la etapa 1), para imitar el ataque por un
patégeno (lo que permite diferenciar los estimuladores directos y los potencializadores).

Extracciones de tejidos 24h, 48h y 72h después del tratamiento.
Congelacion inmediata de los tejidos en el nitrdgeno liquido y conservacion a -80°C.

Extraccion de ARN, transcripcion inversa, verificacion de ausencia de ADN gendmico segun Venisse et al.
(Molecular Plant-Microbe Interactions 15, 1204-1212, 2002).

Amplificacién por PCR cuantitativa de cada extracto preparando la mezcla siguiente: 5 pg de ADNc, X pl de
mezcla gPCR segun las instrucciones del proveedor, y csp 2500 ul de agua ultrapura, distribuyéndolo a razén
de 25 pl por pocillos de la placa de 96 pocillos listo para su empleo, y efectuando la amplificacion segin un
programa gPCR de 40 ciclos.

Explotacion de los resultados segun el método del AACt que proporciona las expresiones relativas de los
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genes de defensa en una muestra dada con respecto a una muestra no tratada denominada "calibrador",
expresiones normalizadas por la media geométrica de los genes de referencia de estas muestras
(Vandesompele et al., Genome Biol. 3(7): research0034.1-0034.11, 2002; Livak y Schmittgen, Methods
25:402-408, 2001).

Los resultados de expresion de los 28 genes diana estan detallados en las tablas 4, 5 y 6 siguientes, que consisten
en una matriz de las expresiones relativas con respecto a unos controles de "agua" (extraidos en los mismos
tiempos) transformados en log de base 2 (J=dia, h=hora).

Estos resultados se distribuyen en tres tablas, Gnicamente en aras de la presentacion.

Resultados

a)

b)

c)

los productos Bion, Rhodofix y Régalis muestran una activacion bastante similar de la combinacion de los
genes siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR, Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y WRKY, con
niveles de sobreexpresion relativa (con respecto al agua) frecuentemente superiores a 3 (0 logz (expresion
relativa)>1,58, tablas 4 a 6).

Estos tres productos aseguran por otra parte una proteccion significativa y reproducible frente al fuego
bacteriano.

Es interesante sefialar que entre estos 3 productos, sélo el Bion (analogo del acido salicilico) esta
homologado como SDN (en unas especies diferentes del manzano).

Los inventores han mostrado ya su eficacia de proteccion frente al fuego bacteriano, pero también frente a la
sarna del manzano y el pulgdon ceniciento, proteccidon correlacionada con la acumulacién de algunas
proteinas de defensas (Brisset et al., 2000 y 2005).

El Rhodofix (andlogo de auxina) es un aclarador utilizado en los huertos de manzano para aligerar la carga en
frutos.

Segun los presentes ensayos, este producto tendria asimismo unos efectos de estimulacién de defensa, lo
cual nunca se ha descrito.

En cuanto al Régalis (inhibidor de giberelinas por inhibicién de dioxigenasas), éste se utiliza también en los
huertos de manzano como reductor de crecimiento de los brotes.

Los inventores han demostrado ya su capacidad de proteccion frente al fuego bacteriano, que podia estar
relacionada con la reduccién de crecimiento (Brisset et al., 2005).

Los andlisis de expresién de genes muestran que tiene asimismo la capacidad de inducir unas defensas, en
particular de tipo proteinas PR, lo cual, una vez mas, no se ha descrito jamas.

los dos productos MeJA y PRM 12 muestran por su lado una activacion bastante similar de una combinacion
de genes de defensa: PR-14, PAL, CHS, DFR, CSL, Pect, ACCO y EIN3 con unos niveles de sobreexpresion
relativa con respecto al agua frecuentemente superiores a 3 (o logz(expresion relativa)>1,58, tablas 4 a 6).

A nivel de proteccion, estos dos productos muestran una eficacia muy variable segin los ensayos, pero, en el
mejor de los casos, no alcanza jamas la eficacia de los productos Bion, Rhodofix y Régalis.

Se sefiala que PRM 12 (analogo del etileno) es asimismo un aclarador utilizado en los huertos de manzano.

A la vista de los presentes resultados, el Rhodofix se deberia de preferir al PRM 12 por su doble funcion de
aclarador y de estimulador de defensas.

el Baba aplicado en las condiciones experimentales (riego) en el marco de la presente memoria muestra poco
efecto sobre las modulaciones de genes y ningun efecto de proteccién frente al fuego bacteriano.

Por lo tanto, representa un control negativo en los experimentos. Valida asimismo la utilizacion de H202 en el
modo de realizacion. En efecto, el Baba se conoce como potencializador y no como estimulador directo,
siendo su accion sobre las defensas revelada sélo después del estrés provocado por un agente patégeno.

En este modo de realizacion, la accion de este Ultimo estad estimulada por la aplicacion de H202. Los

resultados muestran bien que este tratamiento suplementario activa la expresion de algunos genes (POX,
Pect por ejemplo) que no son activados por el Unico tratamiento Baba.
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Este fendmeno no obstante no se observa claramente para los otros estimuladores, que parecen por lo tanto
ser mas bien unos estimuladores directos.

Visto en su conjunto, los resultados obtenidos con los 6 productos tipo SDN parecen indicar que la
sobreexpresion de los genes PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR, Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y
WRKY (ventajosamente con niveles de expresion relativa, con respecto al agua, superiores a 3) permite
asegurar una proteccion significativa frente al fuego bacteriano en condiciones controladas.

Sin embargo, la sobreexpresion de los genes PR-14, PAL, CHS, DFR, CSL, Pect, ACCO y EIN3 (con niveles
de expresion relativa con respecto al agua ventajosamente superiores a 3) no permite asegurar esta
proteccion.

los estrés abidticos se han aplicado para responder a dos preguntas: i) ¢se pueden tener unos artefactos
sobre la expresion de los genes de defensa si los experimentos de productos tipo SDN se desarrollan en
condiciones medioambientales mas dificiles para las plantas? (es decir observar unas activaciones de genes
que se deben a las condiciones estresantes y no a los SDN) vy ii) ¢unas condiciones medioambientales
estresantes impiden la reaccion de las plantas a los SDN? (lo cual tendria entonces un impacto para el éxito
de los tratamientos en huertos).

Los resultados actuales responden en parte a la primera pregunta. Los estrés hidricos (deshidratacién),
osméticos (PEG) y poco oxidantes (H,O. - que sirven también de control para los ensayos de
potencializacién) modulan sélo débilmente las expresiones de los genes diana. Sélo un fuerte estrés oxidante
(paraquat = herbicida que provoca la produccion de ion superoxido) activa fuertemente algunos genes pero
en su conjunto, las activaciones son mas débiles que las obtenidas con el Bion por ejemplo.

las respuestas de los genes a una infeccién por E. amylovora muestran que esta bacteria modula en el
conjunto los mismos genes diana que los tratamientos Bion, Rhodofix o Régalis, pero frecuentemente con
una amplitud mas baja, en particular para los genes de proteinas PR.

Como la bacteria reprime en gran medida los genes de las vias del acido jasmonico y de los fenilpropanoides, se
podria esperar que los productos que provocan el efecto inverso de tipo MeJA o PRM 12 sean eficaces en términos
de proteccion, lo cual no es el caso en nuestras condiciones experimentales.

Los resultados en su conjunto muestran, al contrario, que los productos que aseguran una proteccion significativa
activan la misma combinacién de genes que la bacteria en si (PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8 PR-14 HMGR Far,
CSL, POX, Pect EDS1 y WRKY).

Tabla 4

Expresion relativa de los genes de defensa en unas hojas de manzanos sometidas a diferentes tratamientos (SDN

potenciales, estrés abidticos, infeccion por E. amylovora)

Tratamientos Tiempo de extraccion | PR-1 | PR-2 | PR-4 | PR-5 | PR-8 | PR-14 | PR-15 | PAL | ANS
D2 1,85 | 3,04 3,00 | 2,75 | 0,02 | -0,29 1,84 0,42 | 1,28

H,0, D2 -0,70 | 0,24 | -0,71 | 0,92 | 0,10 | -2,34 -0,53 | 0,27 | 1,53

D3 0,01 | 0,20 | -2,45 | -0,26 | -0,37 | -3,35 | 0,04 | 0,20 | -1,09

Baba D3 2,08 | -1,69 | -0,57 | 0,86 | -0,52 | 3,90 1,82 | 0,29 | -0,10
D2 593 | 890 | 6,58 | 2,84 | 3,33 | 6,56 084 029 | 1,41

+H,0, D2 0,08 | -098 | 0,16 | 0,40 | 0,39 | -2,63 0,71 0,55 | 2,12

D3 2,71 | 426 |-2,18 | 191 | 1,39 | -0,53 1,46 | -0,84 | 0,19

D3 1,77 | -2,32 | -0,86 | 1,34 | -1,00 | 1,17 2,06 |-0,12 | 1,25

D2 8,37 | 6,89 | 861 | 577 | 6,07 | 3,31 188 |-0,14| 1,51

H,0, D2 3,20 | 9,64 7,17 | 1,02 | 3,50 3,75 1,61 1,11 | 0,21

D3 5.99 | 7,99 543 | 4,46 | 2,23 4,09 -1,98 | -1,29 | -1,56

Bion D3 2,14 | 1.61 8,07 | 3,88 | 1,62 049 496 |-0,15]| 0,14
D2 8,63 | 11,96 | 10,25 | 6,52 | 557 | 2,22 4,09 |-0,25 | -0,15

+H,0, D2 3,87 | 6,36 | 510 | 2,43 | 3,25 | 2,95 1,72 | 1,91 | 1,50

D3 7,66 | 13,12 | 6,37 | 4,11 | 2,74 5,01 1,33 | -2,25 | -4,05

D3 535 | 7,07 8,03 | 568 | 3,62 4,52 3,60 0,83 | 0,14

H,0, D2 2,61 | 9,34 6,87 | 1,75 | 3,16 5,43 0,98 1,78 | 2,40

Rhodofix D3 599 | 7,56 | 9,06 | 3,15 | 3,56 | 6,59 293 | 0,32 | 0,77
+H,0, D2 3,87 | 6,85 7,42 | 2,72 | 3,19 4,49 4,83 1,15 | 149

D3 6,47 | 6,19 8,82 | 3,13 | 3,74 4,29 3,15 0,14 | 1,29

Régalis  -H,0» D2 4,76 | 3,80 3,25 | 2,42 | 4,07 7,55 2,77 0,22 | 1,31
D2 2,08 | 591 3,45 | -0,84 | 2,29 3,31 1,12 1,36 | 0,77
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Tratamientos Tiempo de extraccion | PR-1 | PR-2 | PR-4 | PR-5 | PR-8 | PR-14 | PR-15 | PAL | ANS
D3 3,62 | 4,38 3,09 | 0,96 | 1,36 079 -0.08 | 0,64 | -0,05
D3 4,11 | 3,84 3,80 122 | 191 6,20 1,37 0,58 | 2,70
D2 4,02 | 11,09 | 8,82 | 4,24 | 4,07 5,07 063 0,81 | 2,37
+H,0, D2 185 | 157 | 6,39 | -1,92| 2,72 | 4,80 6,12 | 2,69 | 1,92
D3 4,00 | 888 | 2,56 | 1,46 | 1,00 | 4,66 3,73 |-0,51 | -1,58
D3 1,99 | 0,07 2,72 | 166 | -0,39 | 2,50 0,54 0,12 | 0,06
H,0, D2 0,34 | 2,00 | 0,96 | 0,61 | 0,37 0,16 0,30 0,41 | 0,19
PRM12 D3 1,13 | 1,21 | 5,13 | -0,73 | 2,56 5,92 5,40 4,10 | 4,49
+H,0, D2 241 | 194 | 0,14 | -0,27 | 0,91 1,90 2,46 1,38 | 3,45
D3 189 | -2,70 | 0,21 | 1,64 | -0,30 | 5,05 3,13 | -0,33 | 2,86
H,0, D2 1,56 | 4,03 2,68 |-0,59 | 1,85 3,45 -0,19 | 3,17 | 2,31
MeJA D3 2,35 | 3,69 2,63 | 1.49 | 1.00 5,09 1.21 1,66 | 1,58
+H,0, D2 0,40 | 389 | 1,25 |-2,09 | 1,41 | -0,64 | 3,20 | 3,36 | 3,29
D3 2,84 | 066 | 2,84 [ -1,22 | 151 | 3,66 2,77 | 2,01 | 1,44
D2 -2,01|-180 | -4,15 | 0,57 | 0,39 | -2,11 1,82 |-2,26 | 0,60
Deshidratacion D4 -091| -1,65| -4,21 | 0,00 | 0,00 | -0,56 0,00 |-0,12 | 0,00
D7 1,12 | -1,28 | -4,36 | 1,20 | 0,70 2,71 3,01 |-154 | -1,25
D10 0,47 | -1,06 | -3,33 | 2,49 | 2,45 | 3,09 2,66 |-2,12 | -1,24
D1 2,56 | 4,72 | 3,01 | 0,00 | 0,00 | 1,46 0,00 | 0,41 | 0,00
D2 4,07 | 0,29 | 1,00 |-3,97 | -1,15 | 6,49 -0,87 | 0,20 | 1,02
D2 -2,07 | -2,05 | -5,05 | 1,44 | 0,15 3,82 1,10 | -4,43 | -1-86
PEG D3 1,07 | 0,69 3,92 | -11.1| 1,75 5,87 -6,54 | 0,68 | 3,82
D4 -1,32 | -1,24 | 1,64 | -0,20 | 1,60 | 5,33 1,83 | -0,64 | 0,02
D7 0,92 | -2,37 | 0,03 |-1,07 | 1,52 | 8,06 151 |-2,10| 0,21
D10 0.16 | -1.62 | 2,30 |-1.38| 1,63 | 5,71 161 | -2,72 | -1.37
D1 0,55 | 4,09 7,10 | 0,00 | 0,00 2,61 0,00 1,99 | 0,00
Paraquat D2 3,00 | 5,88 6,93 | -3,05 | 5,12 6,04 4,77 2,56 | -2,09
D3 054 | 253 | 6,63 | -856 | 536 | 1,28 -0,34 | 0,66 | -0,78
D2 2,44 | 475 | 253 | 302 | 0,83 | -1,92 | -0,20 | 1,91 | -0,58
H,0, D2 -2,09 | 392 | 4,27 |-0,64| 0,79 | -1,17 1,35 0,91 | 0,82
D3 0,66 | 2,36 | -2,25 | 0,41 | 0,38 0,70 -0,82 | -0,87 | -2,02
D3 4,31 | 3,38 6,36 | 4,37 | 2,00 3,18 1,32 | -0,06 | 0,17
6h 482 | 768 | 6,71 | 1,45 | 590 | 4,20 6,54 | 1,49 | -2,33
E. amylovora 6h 156 | 1,28 | 4,30 | 549 | 6,86 | 3,90 4,82 | 0,87 | 0,61
24h 5,24 | 3,14 5,19 | 1,98 | 5,04 3,90 9,64 0,44 | -0,82
24h 4,18 | -065 | 291 | -0,65 | 3,82 2,00 9,00 |-0,63 ] -2,17
Tabla 5

Expresion relativa de los genes de defensa en unas hojas de manzanos sometidas a diferentes tratamientos (SDN,
estrés abidticos, infeccion por E. amylovora)

Tratamientos Tiempo de extraccion | CHS | DFR | PPO | HMGR | FPPS | Far | CSL | APOX | GST
D2 0,27 | 0,64 | -0,06 | 1,22 | -0,02 | 0,85 | -0,37 | 0,02 | 0,05

H,0, D2 0,29 | 093 |-107| -0,67 | -041 | 0,28 | 0,38 | 2,14 |-0,34

D3 0,19 | -002 | 0,54 | 1,95 0,46 | 0,81 | 0,55 | -1,18 | 0,51

Baba D3 031 | 072 | 124 | -052 | 056 |-103| 1,34 | 0,11 |-0,14
D2 -0,50 | -0,28 | -2,03 | 2,50 060 | 191 | 150 | 1,49 | 0,24

+H,0, D2 1,18 | 1,127 |-1,09| -1,67 | -0,79 | -150| 0,36 | 1,76 | -0,71

D3 -0,47 | 0,42 | -0,67 | 1,98 146 | 1,25 | -0,34| 1,20 | 0,88

D3 0,12 | 073 | 187 | -0,09 | -0,08 |-0,31| 0,56 | 2,41 |-0,27

D2 -0,36 | -0,09 | 1,78 | 3,27 | -1,44 | 465 | 437 | 1,49 | 0,64

H,0, D2 150 | 2,12 | 5,84 | 2,30 101 | 2,22 | 444 | 0,11 | 1,81

D3 -1,36 | -0,49 | 1,65 | 4,30 159 | 3,82 | 471 | -0,34 | 1,24

Bion D3 -0,95 | -0,13 | 427 | 1,21 0.74 | 2,13 | 405 | 1,09 | 0,36
D2 -0,87 | 1,18 | -0,39 | 5,25 1,78 | 475 | 508 | 1,98 | 0,93

+H,0, D2 157 | 1,44 | 222 | 1,04 0,26 | 3,69 | 2,97 | -0,06 | 0,68

D3 -1,81 | 0,16 | 2,35 | 6,40 2,38 | 3,03 | 6,33 | -0,37 | 2,08

D3 0,03 | 1.38 | 3,84 | 2,82 1,75 | 230 | 397 | 2,74 | 1,14

H.0 D2 1,79 | 2,28 | 1,63 | 0,93 | -045 | 1,98 | 2,99 | -1,09 | 1,76
Rhodofix 272 D3 0,60 | 1,89 | 3,86 | 157 | 054 | 2,53 | 4,13 | -104 | 1,59
+H,0, D2 1,71 | 1,74 | 1,84 | 0,13 -021 | 1,64 | 293 | 0,34 | 1,58
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Tratamientos Tiempo de extraccion | CHS | DFR | PPO | HMGR | FPPS | Far | CSL | APOX | GST
D3 0,50 | 1.68 | 301 | 152 | 055 | 1,71 | 455 | -0,20 | 1,18
D2 0,16 | 0,63 | -0,16 | 1,72 | 0,11 | 2,12 [ 0,35 | 1,25 | 1,09
H,0, D2 1,83 | 2,13 | 0,41 | -0,04 | -022 | 0,76 | 1,87 | 0,39 | 156
D3 022 | 067 | 057 | 2,90 | 1,42 | 1,79 | 1,90 | -0,73 | 2,28
Régalis D3 0,83 | 232 |115| 031 | 0,14 |-0,20| 2,25 | -1,34 | 1,52
D2 0,14 | 0,67 [-1,85| 350 | 1,10 | 2,43 | 1,63 | 1,63 | 1,48
+H,0, D2 288 | 335|453 | -092 | 0,22 | 059 | 3,11 | 0,79 | 2,14
D3 0,85 | 2,57 | -0,43 | 3,49 | 2,97 | 2,62 | 2,12 | -069 | 1,77
D3 0,18 | 0,51 | 1,47 | -0,29 | 0,09 |-0,42 | 1,18 | -3,31 | -0,46
H,0, D2 0,08 | 0,23 [ 159 | 023 | 0,46 |-0,18[ 0,59 | 0,53 | 0,48
PRM12 D3 3,78 | 460 | 567 | 1,41 | 062 | 057 | 4,12 | 1,15 | 1,88
+H,0, D2 1,96 | 1,98 | -058 | -1,27 | 1,18 [-1,85] 1,90 | 1,01 | 0,44
D3 0,23 | 1,10 | 0,63 | 0,09 | 0,30 |-1,62 | 1,42 | -1,91 | 0,68
H,0, D2 297 | 292 [ 1,28 | 1,49 | 0,00 | 2,34 | 2,29 | -3,00 | 1,00
MeJA D3 1,22 | 155 | 0,78 | 1,16 | 0,13 | 1,51 | 1,81 | 0,95 | -0,15
+H,0, D2 373343080 | -038 | -007 | 0,74 | 2,26 | 1,87 | 0,47
D3 147 | 1,36 | 1,23 | 060 | 0,43 | 0,39 | 1,46 | 2,11 | 0,87
D2 0,73 | 1,83 | -1,22| 0,38 | -1,48 | 2,62 | -0,41 | -1,40 | -2,02
Deshidratagion D4 2,34 | 2,06 | -069| 1,55 | -2,61 | 0,92 | -0,86 | 0,00 | -3,05
D7 1,45 | 2,08 |-0,74| 1,05 | -2,70 | 2,51 | -0,10 | 0,54 | -1,37
D10 1,08 | 1,87 | -0,14| 1,28 | -363 | 1,64 | 0,50 | 1,90 | -1,55
D1 093] 087 [ 037 | -1,18 | -0,12 | 3,26 | 1,24 | 0,00 | 0,20
D2 0,05 | 1,12 | 0,35 | -0,87 | 0,29 | 0,96 | 1,18 | 2,38 | -0,01
D2 067|078 | 1,76 | 166 | -2,51 | 1,06 |-0,15 | -1,37 | -0,73
PEG D3 0,64 | 242 |-157| 020 | -0,79 | 1,45 | 2,23 | 1,31 | -0,39
D4 1,96 | 1,80 | 1,27 | 1,33 | -3,95 | -1,20 | 1,20 | -0,35 | -0,71
D7 1,74 | 1,83 | -2,02| -0,07 | -4,15 | 0,18 | 0,75 | 0,68 | -0,79
D10 1,09 | 1,00 | 1,22 | 0,45 | -463 |-201| 1,65 | -1,06 | -0.82
D1 -156 | -0,74| 0,67 | 2,85 | 1,02 | 2,76 | 2,29 | 0,00 | 1,99
Paraquat D2 1,49 | -1,14 | 6,27 | 1,20 | 0,15 | 2,30 | 4,42 | 2,01 | 1,83
D3 2,04 |-209| 463 | -024 | -1,83 | 1,85 | 543 | 1.48 | 0,80
D2 0,35 | 0,50 |-1,99 | 2,70 | 1,94 | 2,37 | 0,53 | 0,41 | -0,81
H,05 D2 1,33 | 0,80 | -0,71 | -0,07 | -1,18 | -0,97 | -0,02 | 0,38 | -0,02
D3 -051|-0,73|-1,75| 3,13 | 1,96 | 0,51 | -0,38 | -1,38 | 0,33
D3 -0,09| 057 | 1,24 | 1,37 | 0,85 | 2,02 | 1,64 | 0,77 | 0,40
6h 267 |-116| 6,27 | 471 | 512 | 6,13 | 4,94 | -2,33 | 4,10
E. amylovora 6h 428 | -432| 6,18 | 2,86 | 2,64 | 446 | 3,90 | 0,61 | 2,53
: 24h -1,32|-0,16 | 760 | 3,71 | 2,52 | 3,58 | 5,20 | -0,82 | 3,24
24h -2,85|-1,79| 8,04 | 2,68 | 1,78 | 568 | 3,70 | -2,17 | 3,43
Tabla 6
J2 | 0,44 ]-045] 0,19 |-0,04] 0,41 |[-1,51] 0,37 | -0,80 | 0,10 | -0,09
H.O, | 92| 157 | 026 | 066 |-138| 008 |-0,34|-0,61| 056 |-026 315
221933 |-1161 0,71 | 0,00 | -0,73 | 0,26 | -1,33 | -0,69 | -0,29 | 0,00 | -0,65
Baba J3 | 095 |-030]| 035|166 |-1,70 | 2,55 | 0,09 | 0,29 | 0,43 | 0,41
J2 | 220]-0871] 075|204 | 113034 0,10 |-0,44] 1,14 | 0,60
+H,0, | 92 | 228 | 016 0,44 | -1,76 | -0,69 | -1,71 | -041 | -0,16 | 213 | 1,94
J3 | 1,41 |-015]| 2,10 | 2,96 | 0,97 | 0,27 | -0,62 | 1,52 | 0,64 | 1,69
J3 | 322]-029| 1,88 | 2,11 |-058]-0,35| 0,09 | 1,02 | 2,14 | 1,32
J2 1376 1-036] 131|263 321|167 |-075]-1,13| 1,28 | -0,64
O, | 32 | 277 | 056 | -027|-032| 365 | 454 |-100 | -1,32 | 2,24 | 2,03
%2 | 33 | 356 |-030| 049 | 1,61 | 3,26 | 2,22 | -1,18 | -0,57 | 1,36 | 0,05
Bion J3 | 465|034 | 089 | 099 | 250 | 479 | 0,00 | -0,62 | 0,69 | 0,22
J2 | 475 -134]1 097 | 2,35 | 350 | 2,08 |-1,78 | -1,39 | 1,60 | -0,09
+H,0, | J2 | 176 | 0,28 | 0,06 | 050 | 2,74 | 347 | 0,31 | -0.32 | 3,40 | 2,22
J3 | 1,72 |-1,08| 094 | 1,89 | 4,09 | 1,77 | -1,71 | -1,46 | 1,78 | -0,70
J3 | 567|031 | 127 |373]| 415 | 7,33 | 0,16 | 0.87 | 3,01 | 1,67
H,0, | J2 [ 368|009 | 044168 [249[038[039 [-1,04 0098 | 2,03
Rhodofix J3 | 6,80 |-010]| 051 | 2,97 | 3,04 | 450 | -009 | -1,54 | 2,42 | -0,13
+H,0, | 92 | 484|015 [ 090 |-018 2,16 | 219 [ 0,19 | -0,60 | 2,68 | 142
J3 | 552 |-026 | 1,11 | 2,66 | 1,12 | 4,09 | 0,40 | 0,20 | 4,22 | 0,89
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J2 | 292 | 063 | 0,39 | 3,00 | 2,14 | 1,84 | -059 | -0,14 | 0,93 | 1,52
J2 | 294 | 063 |-046| 0,30 | 1,43 | 0,52 | -0,15| -0,20 | 1,81 | 1,56

“H202 J3 (150|082 019 | 163 | 3,43 |-0,99| 0,20 | -0,66 | 0,66 | -0,44

Régalis J3 | 521|078 |-007)| 272|149 | 108 | 0,25 |-0,38| 1,52 | -0,17
J2 | 460 | -054 | 0,17 | 3,65 | 1,40 | -0,35| -1,07 | -1,78 | 1,27 | 0,68

+H,0, J2 | 265|068 |-0,72|-1,86| 0,76 | 2,12 | 0,44 | -0,64 | 2,81 | 0,91

J3 210 |-031| 058 | 0,44 | 250 | -0,96 | 0,10 | -0,27 | 0,85 | -1,09

J3 | 128 |-004|051 112|001 ]-002]| 0,89 |-359] 3,40 | 0,66

H,0, J2 | 056 | 067 | 0,78 | 0,29 | 0,34 | -1,70 | -0,39 | -0,34 | 0,93 | 2,56

PRM12 J3 1325094 105 |-090)-0,13 | 4,08 | 1,72 | 0,40 | 2,23 | 0,59
+H,0, J2 | 359 036|030 (147 |-050]|-094|-0,24|-0,22 | 3,56 | 2,74

J3 | 252 000|124 488 |-0,32| 127 | 0,13 | 1,03 | 456 | 2,32

H,0, J2 | 066 | 152 | 005|098 | 191 | 125|160 | 1,25 | 1,92 | 3,82

MeJA J3 | 38 001|114 387|122 085|145 | 063 | 1,96 | 1,22
+H,0, J2 | 284|070 | 048 | -2,02|-0,17 | -0,06 | 1,51 | 0,73 | 3,48 | 2,54

J3 1429035148 | 216 | 098 | 3,46 | 1,99 | 161 | 2,28 | 1,80
J2 |-003|-089| 0,23 | -195|-0,07|-1,80| 1,19 | 0,30 | 0,32 | -1,87
J4 | 0,00 | -0,87 | 0,00 | 0,00 | 0,44 | -2,58 | 1,07 | 0,00 | 0,71 | 0,00
J7 | 154 | -048 | -053 | 2,56 | 0,23 | 0,63 | 1,85 | -0,46 | 0,03 | -1,23
J10 | 244 | -043 | 0,12 | 4,46 | 0,23 | -0,39 | 2,06 | 0,04 | 1,74 | 091
Jl1 | 000|059 000 (000|024 |-123| 151 | 0,00 |-1,96 | 0,00
J2 (-1,33| 0,72 | 0,24 | 2,18 | 0,46 | 0,70 | 2,48 | 1,06 | 0,69 | 0,02
J2 |-1,07|-052| 0,38 |-1,23|-0,92|-0,10 | 2,19 | -0,46 | -0,56 | -1,82
PEG J3 |-329| -031 | -089 | -098 | 0,96 | 341 | 0,41 | -1,00 | 0,51 | -0,36
J4 081|086 |043 237 |-162|-124| 1,36 |-1,43|-0,33 | 0,63
J7 | 0,00 | 0,06 | 0,86 | 2,38 | -0,54|-2,30 | 1,96 | -019 | -0,36 | 0,18
J10 | -250 | 0,58 | -0,08 | 0,56 | -240|-1,11 | 1,00 | -1,66 | 1,16 | -0,07
Jl1 | 0,00 | 0,04 | O,00 | 0,00 | 0,83 | 4,01 | -0,58 | 0,00 | -1,33 | 0,00
Paraquat J2 | 426 | 0,27 | 0,42 | 2,17 | 2,89 | 6,37 | -0,54 | -0,81 | 0,02 | 0,21
J3 |-053|-051| 001 |-282]| 228|276 |-237|-246| 0,41 | -0,11
J2 | 1,07 |-164 | 1,67 |-0,44| 1,42 |-0,04| 0,28 | 1,09 | 0,89 | 1,44
J2 | 1,06 | 0,29 | 0,27 | -1,62 | -0,36 | -0,22 | -0,45 | -0,27 | 1,36 | 1,53
J3 | -0,26 | -0,72 | -0,20 | 0,712 | 0,29 | -2,26 | 0,16 | -0,56 | 0,30 | -0,26
J3 1188 |-054| 093 | 165 | 2,08 | 402 | 0,42 | 043 | 0,84 | 0,41
6h | 2,76 | 1,95 | 1,31 | -1,27 | 1,36 | 6,02 | -4,60 | -3,83 | 1,66 | 5,00
6h | 364 | 1,63 | 292 | -0,60 | 2,03 | 8,29 | -4,63 | -0,19 | 1,37 | 6,02
24h | -0,79 | 1,812 | 0,09 | -3,72 | 1,25 | 2,13 | -3,50 | -2,34 | 1,31 | 1,74
24h | 1,12 | 246 | -0,42 | -598 | 0,91 | 2,51 | -257 | -531 | 1,11 | 0,97

Deshidratacién

H20>

E. amylovora

Ensayo 2 - Validacién de la pertinencia de los genes seleccionados a partir de 10 SDN
Protocolo:

Los productos ensayados se enumeran en la tabla 7. Se trata de 10 candidatos SDN, asi como un antibiético (la
Plantomicina).

Tabla 7

Productos ensayados Materia activa Concentracion Observaciones
ensayada *

Aliette (BayerCropScience) | Fosetil-Al 6 g/l Fungicida, SDN
Amid-Thin (Nufarm) 1-Naftalenoacetamida 0,6 g/l Aclarador andlogo a la auxina
Bion (Syngenta) Acibenzolar-S-metilo 0,4 g/l Anélogo SA, SDN
lodus (Goémar) Laminarina 7,5 ml/l SDN
Maxcel (Valent Biosciences) |6-benciladenina 7,5 ml/l Aclarador anélogo a la citoquinina
PRM12 (BaverCropScience) |Etefén 3mi/l Aclarador precursor de etileno

Regulador de crecimiento analogo

Régalis (BASF) Prohexadiona-Ca 2,54l L L
acido 2-oxoglutarico
Rhodofix (Nufarm) ~-Naftil &cido acético 1,59/ Aclarador analogo a la auxina
Stifénia (S.0.F.T.) Sxtacto de semillas de 10 gy SDN
énugrec
V-Plaask (Plaaskem) Derivados SA + fertilizador |10 ml/l Fertilizador y SDN
Plantomicina Estreptomicina 0,56 g/l Antibiético
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* Concentracién en producto formulado
* Para el andlisis de defensas

Los ensayos se llevan a cabo en condiciones semicontroladas en invernadero (23°C dia/17°C noche, iluminacion
natural, completamente nedn), sobre plantulas de manzano (procedente de semillas de la variedad Gloden
Delicious), en crecimiento activo, en las fases de 3 a 6 hojas.

Las plantas son pulverizadas hasta el rechazo con los productos candidatos o con agua (control negativo) a DO, con
pulverizador de aire comprimido.

La mitad de estas plantas se pulveriza con peroxido de hidrogeno (dilucion a la 2002 de una solucién al 30%) con
pulverizador manual a D1 (DO + 1 dia) para simular un ataque de Erwinia amylovora, agente del fuego bacteriano
(esto permite localizar un efecto potencializador de las defensas frente al estimulador directo, para los productos
ensayados).

Unas extracciones de discos foliares (10 discos de 0,6 cm de diametro sobre 5 hojas F1 agrupadas/extraccion) se
efecttan el DO (plantulas no tratadas = calibrador), después el D1 (antes del tratamiento con peréxido de hidrégeno),
y finalmente el dia D2 (DO + 2 dias) y D3 (DO + 3 dias) sobre los lotes, o no, con peroxido de hidrégeno.

Los discos foliares son inmediatamente congelados en nitrégeno liquido y conservados a -80°C hasta la extraccion
de los ARN. Estos Ultimos son retrotranscritos en ADNc y los niveles de expresion de genes de defensa se siguen
por qPCR (SYBR Green) con la ayuda de la herramienta segin la invencion.

Se han realizado tres ensayos bioldgicos para el conjunto de los productos.

Los niveles de expresion relativa son calculados con el método de AACt: se trata de expresiones relativas con
respecto al calibrador (DO) o con respecto a los controles agua en cada tiempo de extracciones, normalizadas por la
media geométrica de las expresiones relativas de 3 genes de referencia (TuA, actina, GAPDH). Estas expresiones
relativas son transformadas en log, para dar el mismo peso a las inducciones y a las represiones de genes.

* Para el analisis del poder de proteccion
Estos mismos productos se ensayaron por su poder de proteccion frente al fuego bacteriano de la manera siguiente.

Los ensayos se realizan sobre el mismo tipo de material vegetal y en unas condiciones de invernadero idénticas a
las anteriores.

Los productos son pulverizados con el mismo pulverizador que anteriormente, 4 dias o 4 horas antes de la
inoculacion artificial por E. amylovora (parcelas de 3x10 plantulas por producto y por tiempo de tratamiento-
inoculacion).

El dia de la inoculacién, la hoja mas joven desarrollada (F1) de cada plantula (que ya se haya tratado 4 dias antes
por los productos, o que esté a punto de recibir un tratamiento denominado "-4h") se dafia con la ayuda de un
escalpelo (2 cortes paralelos en el 1/3 inferior de la hoja, y perpendiculares a la nervadura principal).

Se realizan entonces los tratamientos "-4h".

Cuatro horas después del tratamiento, una suspension bacteriana de la cepa CFBP1430 de E. amylovora, preparada
en agua estéril a 10® cfu/ml, se inocula por pulverizacién (con pulverizador a presion) sobre el conjunto de las
plantas tratadas 4 dias o 4 horas antes, y dafiadas 4 horas antes.

La codificacién de los sintomas, es decir la presencia de una necrosis que ha evolucionado sobre el tallo a partir de
la hoja dafada, se realiza 3 semanas después de la inoculacién. El porcentaje de plantas infectadas se calcula en
cada parcela de 10 plantas y se refiere a la media de los porcentajes de infeccion obtenidos para las 3 parcelas
control "agua" del mismo ensayo (infeccion relativa). Las distribuciones de los porcentajes de infeccion relativa
obtenidos (intra e inter-experimentos) esetam representadas por unos diagramas de cajas de Tuckey: la mediana se
representa mediante la linea ancha negra en el centro de la caja y la media por el cuadrado; los puntos representan
los intervalos de confianza de la mediana (P=0,05).

Se han realizado por lo menos dos ensayos independientes sobre el conjunto de los productos.
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Resultados:
* Analisis de las defensas

Los resultados de expresion media de los 28 genes diana estan detallados en las tablas 8 y 9 siguientes; estos
resultados estan distribuidos en varias tablas, Gnicamente en aras de la presentacion.

Los resultados de expresion de los genes procedentes de la herramienta segun la invencion (tabla 8 y 9) revelan 4
productos (Bion, lodus, Régalis, Rhodofix) capaces de activar unas defensas de manera repetible sobre las 3
repeticiones biolégicas independientes.

Las inducciones se refieren a un juego bastante proximo de genes en las hojas de manzano con, no obstante,
algunas diferencias.

a) Bion es el producto que activa mas genes, de manera mas intensa (algunos genes son regularmente
expresados 2'% veces mas en los tejidos tratados con Bion que en los tejidos control) y de manera muy
reproducible. Los genes de la via SA son particularmente inducidos, y esta fuerte induccion esta
correlacionada con una represion de los genes de la via JA, lo que es coherente con el antagonismo via
SAlvia JA descrito en la bibliografia.

b) lodus, Régalis y Rhodofix activan, de manera significativa, s6lo una parte de los genes inducidos por el Bion,
o0 de manera menos constante. Por ejemplo, PR1, PR5 o PPO son 3 genes fuertemente activados por el Bion
y, hada o poco por estos 3 productos.

c) Régalis muestra un efecto potencializador ya que las inducciones de genes se manifiestan sobre todo
después del tratamiento con perodxido de hidrégeno (particularmente visible para el gen PECT).

d) los 3 otros productos que reivindican una accién SDN, a saber Aliette, Stifenia y V-Plaask, asi como los 3
otros aclaradores, a saber Amid Thin, Maxcel y PRM12, o también el producto biocida Plantomicina, no
provocan ninguna induccion reproducible y significativa.

* Andlisis de la proteccion

Entre los 11 productos ensayados, sélo tres manifiestan una eficacia de proteccion frente al fuego bacteriano cuando
son pulverizados 4 dias antes de la inoculacién (condiciones para revelar un efecto estimulador): se trata del Bion,
de Régalis y de Rhodofix, que reducen significativamente los porcentajes de infeccién de las plantulas (figura 1A).
Los productos que no inducen ninguno de los genes de defensa presentes en la herramienta, asi como lodus, que
es capaz de inducir algunas defensas, no tienen eficacia de proteccion cuando se aplican 4 dias antes de la
inoculacion.

Pulverizados algunas horas antes de la inoculacién, Bion conserva una eficacia muy significativa; y Régalis presenta
siempre una eficacia que sigue siendo asimismo significativa, a pesar de ser menos elevada (figura 1B).

Estas eficacias no alcanzan, sin embargo, la obtenida con la Plantomicina, biocida frente a E. amylovora.

Ningun otro producto disminuye, de manera significativa y reproducible, los porcentajes de infeccion de las plantulas.
* Conclusion

A la vista de estos resultados, la herramienta segun la invencion permite eliminar la mayoria de los productos
candidatos SDN que se muestran sin potencial de proteccion de las plantulas de manzano frente al fuego

bacteriano, es decir Aliette, Amid Thin, Maxcel, PRM12, Stifenia, V-Plaask.

Entre los 4 productos retenidos por el cribado (Bion, lodus, Régalis, Rhodofix), sélo lodus no muestra finalmente
ninguna eficacia de proteccion sobre las plantulas frente al fuego bacteriano.

La herramienta segln la invencién es por lo tanto Gtil para seleccionar los productos que tienen un potencial de
proteccion (por lo menos frente al fuego bacteriano), y que merecen ser considerados para experimentacion.
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Ensayo 3: Verificacion de la fiabilidad de la herrami
estrés: luminoso, térmico e hidrico

enta sobre unas plantas sometidas a 3 condiciones d e

Protocolo:

*Estrés luminoso

Unas plantulas de Golden Delicious (similares a las del ensayo 2) se desplazan (DO) del invernadero de cria hacia
diversos invernaderos, camaras climaticas o armarios climaticos, que poseen unas iluminaciones cuantitativa y
cualitativamente diferentes (Tabla 10) con un fotoperiodo de 16h dia/8h noche en caso de iluminacién artificial y un
termoperiodo de 23°C dia/17°C noche.

Tabla 10 - Condiciones de iluminacion ensayadas

N°de condiciones Lugar Tipo de iluminacion Control de la temperatura Humedad
Condicién 1 Invernadero Natural + neén De apertura Ambiente
Condicioén 2 Camara HPS + MH Climatizador Controlada
Condicién 3 Camara MH Climatizador Ambiente
Condicion 4 Camara HPIT Climatizador Controlada
Condicién 5 Camara Nedn Climatizador Controlada
Condicién 6 Invernadero Natural + HPS Ventilador extractor Ambiente
Condicién 7 Invernadero Natural + HPS Ventilador extractor Ambiente
Condicién 8 Invernadero Natural + nedn Ventilador extractor + "cooling” | Ambiente
Condicién 9 Armario Nedn Climatizador Ambiente
Condicién 10 Armario Nedn Climatizador Controlada

Sufren alli una aclimatacion de 24h y después se pulverizan hasta el rechazo con un pulverizador manual con Bion
(0,4 g/l) 0 agua (D1).

Se efectlan unas extracciones (metodologia idéntica a la del ensayo 2) el DO antes del desplazamiento (3
repeticiones de 10 discos), después el D1 antes del tratamiento (3 repeticiones de 10 discos) después los D3 y D4
sobre los lotes tratados (1 repeticién de 10 discos/tratamiento/condicion).

Las muestras son extraidas y analizadas con la ayuda de la herramienta segun la invencién, de manera idéntica a la
del ensayo 2. Este experimento se realizé una vez.

* Estrés térmico

Se desplazan (D0) unas plantulas de Golden Delicious (similares a las del ensayo 2) desde el invernadero de cria
hacia 2 armarios climaticos regulados con el mismo régimen de fotoperiodo (16h dia/8h noche) pero con dos
regimenes diferentes de termoperiodo (23°C dia/17°C noche o 35°C dia/17°C noche).

Sufren alli una aclimatacion de 24h y después se pulverizan hasta el rechazo con un pulverizador manual con Bion
(0,4 g/l) 0 agua (D1).

Se efectlian unas extracciones (metodologia idéntica a la del ensayo 2) el D1 antes del tratamiento y después el D4
sobre los lotes tratados (1 repeticion de 10 discos/tratamiento/condicion de temperatura/fecha de extraccion).

Las muestras son extraidas y analizadas con la ayuda de la herramienta segun la invencién, de manera idéntica a la
del ensayo 2. Se realizaron dos repeticiones biolégicas independientes.

* Estrés hidrico

Se disponen en un invernadero de experimentacion (D-1) y dispuestos en 3 lotes, unas plantulas de Golden
Delicious (similares a las del ensayo 2).

Un lote sufre inmediatamente dos riegos sucesivos con PEG6000 al 36% (inmersion, espera del resecado, y
después nueva inmersion) (PEG el D-1).

Después de una aclimatacién de 24h del conjunto de las plantulas, se trata un 2° lote también con PEG6000 de
manera idéntica a la anterior (PEG el D0).

El conjunto de los lotes se pulveriza después hasta el rechazo con un pulverizador manual con una mitad de Bion
(0,4 g/l) y la otra mitad agua.
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Se efectlian unas extracciones (metodologia idéntica a la del ensayo 2) el DO sobre el lote no tratado con PEG y
antes del tratamiento Bion o agua, después los D2 y D3 sobre el conjunto de los lotes (1 repeticion de 10
discos/tratamiento/condicion hidrica/fecha de extraccion).

Las muestras son extraidas y analizadas con la ayuda de la herramienta segun la invencién, de manera idéntica a la
del ensayo 2. Este experimento se realizd una vez.

Resultados:
* Estrés luminoso

Los resultados de expresion de los 28 genes diana se detallan a continuacion en las tablas 11 y 12; estos resultados
estan repartidos en varias tablas, Unicamente en aras de la presentacion.

En estas tablas, las lineas corresponden respectivamente:
"no tratada" = modulacién observada 24h (D1) después del desplazamiento del invernadero de cria;

"agua" y "Bion" = modulacion observada 48 y 72 horas después del tratamiento, es decir 3 y 4 dias después
del desplazamiento del invernadero de cria (D3 y D4), mediada, en las hojas de plantulas pulverizadas con
Bion o con agua, respectivamente.

La observacion de los perfiles de induccion de las plantulas después de 24h de aclimatacion en las diferentes
condiciones de iluminacion (tablas 11 y 12) muestra una correlacion entre la potencia (y espectro) de la iluminacién
complementaria e induccion de genes de la via de los fenilpropanoides.

El andlisis de los perfiles después del tratamiento de las plantulas con Bion, o con agua, revela que las condiciones
de iluminacion mas estresantes no permiten demostrar un fuerte poder inductor del Bion en particular a nivel de las
proteinas PR (Tabla 11), lo que no es el caso de las condiciones menos estresantes.

Algunos genes son, sin embargo, menos sensibles a las condiciones de iluminacién que los que codifican ciertas
proteinas PR o unas enzimas de la via de los fenilpropanoides, y permiten demostrar el efecto estimulador del Bion
en la mayoria de las condiciones: se trata de PR5, FAR y EDS1.

* Estrés térmico

Los resultados medios de expresion de los 28 genes diana estan detallados en las tablas 13 y 14; estos resultados
estan repartidos en varias tablas, Gnicamente en aras de la presentacion.

Para estas tablas, la leyenda es la siguiente: T normales = 23°C dia/17°C noche; T normales y después estresantes
después del tratamiento = 23T dia/17T noche duran te 24h, después 35T dia/17<C noche; T estresantes = 35C
dia/17<C noche; T estresantes y después normales de spués del tratamiento = 35T dia/17C noche durante 24h
después 23T dia/17< noche.

Unas condiciones de estrés térmicos (35°C) son capaces de activar fuertemente algunos genes de la herramienta
segun la invencién, en particular varias proteinas PR, en las plantulas control (tratadas con agua) cuando el estrés
se mantiene a lo largo del experimento (4 dias), o aplicado justo después de la pulverizacion del agua (tablas 13 y
14).

Esta induccién esta correlacionada con una fuerte represion de los genes de la via de los fenilpropanoides (salvo
PPO).

Estos efectos de induccion/represion son transitorios en cuanto se interrumpe el estrés, ya que no se vuelven a
observar las plantulas control estresadas 24h y devueltas a condiciones "normales”.

La induccidn de ciertas proteinas PR provocada por el estrés térmico aplicado hasta la fecha de la extraccion oculta
las capacidades del Bion para inducir las proteinas PR (tabla 13).

Sin embargo, otros genes de la herramienta permiten revelar el efecto del Bion, incluso en estas condiciones
estresantes, como débilmente inducidos por el estrés térmico en si (CSL, POX, WRKY).

Por dltimo, un estrés térmico transitorio aplicado algunas horas antes del tratamiento con Bion no interrumpe la
demostracion del efecto inductor de este producto.
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* Estrés hidrico

Los resultados de expresion de los 28 genes diana estan detallados en las tablas 15 y 16; los resultados estan
repartidos en varias tablas, Unicamente en aras de la presentacion.

En las plantulas de manzano, el estrés hidrico tal como se ha aplicado (PEG) no induce en si los genes de la
herramienta (Tabla 15 y 16): no se observan claras diferencias entre los perfiles de expresién obtenidos en los 3
lotes de plantas, estresados o no, y pulverizadas con agua. Ademas, no parece perturbar el efecto inductor del Bion,
que se revela en las 3 condiciones.

* Conclusion

Estos experimentos demuestran el interés de estudiar varios grupos de genes de defensas, incluso varios genes
dentro de cada grupo, para revelar el efecto estimulador de un SDN candidato.

En efecto, unas condiciones medioambientales poco estresantes (fuerte iluminacion y temperatura elevada) pueden
inducir por si mismas ciertos genes de defensa presentes en la herramienta segun la invencién y ocultar los efectos
de los SDN.

Para una utilizacion 6ptima de la herramienta en un objetivo de cribado de productos candidatos, se aconseja sin
embargo realizar los experimentos en condiciones de iluminacién artificial moderada y en condiciones térmicas las
mas controladas posibles. Un estrés hidrico, en el limite de lo razonable por supuesto, no deberia perturbar la
utilizacion de la herramienta.
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Ensayo 4: Verificacion de la capacidad de la herramie  nta para estudiar diversas variedades de manzano pa ra
su respuesta a los SDN

Método:

Este experimento se efectla una vez sobre retofios jovenes injertados, de 4 variedades en crecimiento activo:
Braeburn, Gala, Granny Smith, MM106 criados, directamente en invernadero de experimentacion.

* Para el andlisis de las defensas

Los retofios son pulverizados hasta el rechazo con un pulverizador de aire comprimido con Bion (0,4 g/l) o agua
(DO).

Se efectlian unas extracciones de la hojas F3 (3° nivel foliar, hojas jévenes todavia no completamente desarrolladas)
el DO (antes del tratamiento) y el D3 sobre el conjunto de los lotes tratados (tres 1/2 limbos extraidos de tres hojas
F3 (hojas jovenes no totalmente desarrolladas) agrupados/extraccion).

Las muestras son extraidas y analizadas con la ayuda de la herramienta de manera idéntica a la del ensayo 2.

* Para el analisis del poder de proteccion

Los retofios son pulverizados de la misma manera hasta el rechazo con un pulverizador de aire comprimido con Bion
(0,4 g/l) o0 agua (DO).

El D4, las 2 hojas mas jovenes desarrolladas (F1 y F2) de cada retofio son cortadas, a 2/3 y perpendicularmente a la
nervadura principal, con la ayuda de tijeras previamente sumergidas en una suspension bacteriana de Erwinia
amylovora preparada en agua estéril a 10° cfu/ml. Se han inoculado una docena de brotes en crecimiento activo por
variedad y por tratamiento.

La anotacién de los sintomas, es decir la presencia de una necrosis sobre la nervadura de las hojas inoculadas
(marcado con 0,5), o que han alcanzado el peciolo (marcado con 1), o que han evolucionado sobre el tallo (marcado
con 1 + longitud de la necrosis sobre el tallo en cm), se realiza 3 semanas después de la inoculacion. Se calcula la
longitud media de la necrosis sobre los retofios pulverizados (uagua), Y S€ estima la eficacia relativa de proteccion del
Bion segun la férmula: 100 - ((Lgsion X 100)/Hagua).

Resultados:

El Bion provoca unas inducciones en las 4 variedades segun un perfil cualitativo bastante similar (figura 2A).

Al nivel cuantitativo, no se observa una variedad que "responda” globalmente mas fuertemente que otra. Las
diferencias de niveles de induccion varian en amplitud segun los genes.

En lo que se refiere a las eficacias de proteccién de estas 4 variedades por el Bion, frente al fuego bacteriano, se
observan unas diferencias marcadas, siendo Granny Smith la variedad "que responde” mejor al Bion, y Gala, la que
"responde" peor (figura 2B).

Conclusién:

La herramienta aplicada sobre las plantulas de Golden Delicious puede por lo tanto ser utilizada sobre otras
variedades de manzano. Permite revelar la reactividad de las 4 otras variedades ensayadas en la presente memoria,
Braebum, Gala, Granny Smith y MM106, a un tratamiento con Bion, reactividad confirmada por las protecciones
observadas después de la inoculacion artificial por E. amylovora.

Listado de secuencias

<110> INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 6 INRA

<120> Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas o
partes de plantas

<130> W637FR
<160> 93

<170> PatentIn versién 3.3
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<210>1
<211> 304
<212> ADN

<213> Malus domestica

<400> 1
tacctcaatt

gacaatgtag

gtgcactccg

gcagcoggetg tggacctgtg

tgtgctgetg gaaaggtgtg

gtag

<210> 2
<211> 320
<212> ADN

cccacaacgc

caggctatge

gtgggccata

<213> Malus domestica

<400> 2

tatgctettt
cttttcgatg
ttggaaattg
gataatgcga
aagcctggaa
ccagagcttg
<210> 3

<211> 609
<212> ADN

tcacagctec
ccattttgga
ttatatcgga
ggacatataa
ggcccattga

agaaacattg

<213> Malus domestica

<400> 3

aagcctteca
atatcacaac
ctgtggtttg
cctetacaat
atgggatgce
acctgctgge
gactggagct
ggacgtgaat
tatcgtcaac
aatagctata

aaataagct

agaacaacag
atggccggga
gteggeagtg
ccacagcaaa
gataaatcce
cctactggge
caagcaacgg
gtttttaace
tacgactttg

tagttctcta

cgetegagea
acaaaactac
cggtgaaaac

ggtggcggag

tgggcattat

gtcagtttta
tgetgtttac
gagtggttgg

ctegaatttg

aacttacate’

agatattgta
agatcacagc
cattgggaca
acaattacga
tcgaatggeg
aagccgeatg
tgagaattgt
aaattgacac
tcgactgegg

cttccagtat
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gecagtaggeg
goccaaccaac
cttgecatga
aaagccgact

acacaggtgg

gtacaagatg
gctgegettg
caegacagetg
gttcaacatyg

tttgocatgt

gattattgec
aagctctgtg
aagtgegacy
cttgegggea
cagcaaatat
cggaaggtge
tgatcagtgc
cgacggcaat
cgactaaage

tggtaaggaa

44

ttggtcectt
atgttggecga
gcactggtga
acagttatga

tttggcgtaa

gccaacgtgg
acaaggtcgg
gtgggacgge
tgaagggagy

ttgatgagaa

tgettgatte
ttgtttgtee
aatgtgagag
gtaagtgcet
ggatggactg
ctcttggtga
agcaacggag
ggttaccaac
ctgtaaacct

cttaactatg

gacgtgggat
ctgeaatcte
catgteggga
gtcgaacteg

ctcggetegt

ttatcgtaat
tggaggatct
aacaacagtt
gactccaagg

tagaaagace

ggaaaattac
cgatcatgat
ccacataceca
actgegecaac
ccttttgegg
caaacactcg
gattggactt
aaggccacct
taatttttte

tattactaat

60

120

180

240

300

304

60

120

180

240

300

320

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

609
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<210>4
<211> 583
<212> ADN

<213> Malus domestica

<400> 4

actacaaatt
tetecateet
aaaacaactg
gcaaaggcca
gccggacggg

ggggtgtcct
ttaatcaatt
ctatggaatt
ttaacgggea
tgttcaagac
<210>5

<211> 1011
<212> ADN

ttggtaaage
atgtgecatt
tgcctacact
atcectgggee
atgcaacttc
ccaatgccaa
taacaacttg
tagtcoccacg
gtgeccctaac

tgatcaatat

<213> Malus domestica

<400> 5

atggcatcca
tgcaagtcct
accctagcag
acttttggaa
ggtacttgca
ctecetcetega
caagttgctg
ggggacgcgyg
gacgagcteg
gcagetccac
tttgactacg
ggtaatgceg
gtgttcatgg
gacgctctca
atgctttgga
ttaacttctc

gcctcattcee

aaacacaaac
cccaagccge
aagcttgeaa
acaaccaage
cggggcagag
ttggagggge
attacatetg
ttttggacgy
ccaggtcact
aatgcccegtt
tttgggttea
acgctetttt
ggttacegge
agtcacaagt
gcaggttcta
tgoctcaatg

tttcettatg

ttagctecca
ctettettty
gtatgggcag
ttagatgtga
gatggagcag
ggctatggte
gatttcattey
tctggtgggt
caactgaggg

tgttgcaatt

cctageococta
cggaatcgcg
ctogggcaac
ccctgteocta
tgcegacatce
caccgaaact
gaacaacttc
cgtegattte
caaaggacac
cecggatact
gttetacaac
gagcagttgg
agctectgag
tettecaacg
tgacaacggt
gatgctacta

aataaaacat
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caatgagect
catcaaccaa
ctgectgtgee
gtgctggtac
gacgtggcaa
aaccaccaaa
acatetctcet
geactaggag
ctocaggagg

ctggaaattg

actctgtcec
acgtattggg
taccagtttg
aacctecgeeg
agaacctgee
tactctctcea
ctaggtggtc
gacattgagt
aacggacagg
cacctagacqg
aaccccctag
aaccgatggg
gccgeteocga
attaagaatt
tatagtgcat
cttgtaataa

gcatatgtat
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ccttaaaage
tgeagetega
aggeggtgge
caaaggggct
atgccaaacqg
caccctagect
tgttgatggg
gattaggtge
ctgeaacaac

tgg

tcttgatcct
gccaaaacgg
ttaacatagc
gccactgcaa
aatcaaaaaa
cttcagetga
agtcagattc
tgggtggtac
gaaaaacggt
gegctatcca
cccaatgeeca
coteggttte
gcggcggatt
cgcccaagta
ccattaagga
agtgtgttag

tttttggagy

ctottagtte
tttgacatce
cgecagcteyg
cgcatttggg
ggtgattgtg
gaatatgcec
tttaatgtac
acggetgata

cettgeactyg

catttcttca
caacgaagga
tttceteteca
ccccgetagt
cataaaagtc
tgaggcaagyg
gogccegett
gcagttetac
ctatttagec
aaccggttta
gtatgcagac
ggecaceecag
tattcctget
cggaggagtt
cagcatctaa
ggatgatgge

[+]

60
120
180
240
300
366
420
480
540

583

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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<210>6
<211> 588
<212> ADN

<213> Malus domestica

<400> 6

aacaaaggca
tgatagctce
ctccatgeat
taaaagagcet
ttcaggaagg
atgtctgtgg
gctgaatcca
aagccatata
ataatttgga

taataattaa

<210>7
<211> 717
<212> ADN

gctaaccatg
ttttgtcagt
accctttgga
gaatgctgea
agctgcagca
ctctecttgt
taggaggatt
gctagacaga
agggtcgaat

atgatccect

<213> Malus domestica

<400> 7

cgaattcegt
ccetaattag
gcaacctécc
aatgacacca
tcagcaaatg
ggttcaacgyg
teecctagetce
ggcacggaaa
ccagataatc
ggtcttatte
agcagccaga
atcaatcccg
<210> 8

<211>301
<212> ADN

tgctgtegea
ccatgaaagy
ttgtctetge
aattaggggt
atttct;ctt
taacacctgc
gcatagactt
tecetttttet
gtctattcac
acttccaact

acccaggagt

atgttctage

<213> Malus domestica

<400> 8

gccaggtttt
aatgccacca
gtgtttggag
caaaacacca
atccoccgaga
ccttacaaag
ggagaatgga
cctettagtt
cgttctgtat

tttatacaaa

cattaataca
tgetcagttc
ctetgaccoe
gtttgtgaac
ttetgggett
taatgtggat
tgcaccaaat
ccaggaaggt
caaggtgttg

gaatgtggga

catcaccata

caaggcettc

ES 2522551713

cggtcategt
taacttgtgy
gcacagtgcc
cgatggaccg
ttaattatga
tttacccctce
gaataaagcet
gtttaaatca
aaggattgta

adadaazaaa

agttttgagg
ctcogtatgea
agtcccctee
gggaaatttt
caaattccaa
caaatagcag
ggcctaaace
acactctacg
aacaagggaqg
cataccagtg
gcaaatgcag

caagtcgatg

46

ggcaatagtg
tgaagtggta
tcecagattge
gagaattgect
ceggattaac
tacaaattge
teegagaaga
caatgctttt
cgtaatccat

aaaaatge

catcttaagt
ttgttgecat
aggacttctg
gcaaggacec
gaagcacaca
gactaaacac
ctccecacac
ttgggttegt
atgtgtttgt
ctgtegecat
tgttcggege

acaaactggt

ttecttatttg
gcttggetca
tgtaaaggca
tgtagttgca
actcttggtg
tctgecggtaa
ctattecectey

gtggaactta

taccatctat

taagtttaaa
cttggeatte
cgttgcactt
aaagcttgea
aaatccgttg
tcteggeata
tcacectege
aacgtccaac
gttececagtt
tgctggtett
caaccctecc

tteatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

588

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



10

15

20

25

gaggcatttg
aggactttaa
cteocteaaag
acttatccat
gagagtgaga
c
<210>9

<211> 442
<212> ADN

gaggagaatt
caactggggt
ttgtecgatag
tgatgcaaaa

agaatgcaag

<213> Malus domestica

<400>9

atcacggecgg
gcecttgtttg
gagaagccect
gctatcgacg
gggettattt
teggactgga
gtagaggecca
gattacggca

<210> 10
<211> 290
<212> ADN

tgaccticeg
gegaceggtge
tgettgaatt
gacatcteccg
caaagaacat
actcactctt
agttggegtt

acatgtcaag

<213> Malus domestica

<400> 10

acceggttgga
aaagaaaaca
atgcocateca
cattatggeca

attcatetgt

<210>11
<211>1074
<212> ADN

tgtacttegt
acattgattt
tgecaccaag
tcatcaagca

acaageatee

<213> Malus domestica

<400> 11

gaggaacace
aaatggggag
ggagtatgtt
actgaggcaa

cacttcaatce

tgggectagt
agcggeccgte
ggtcteggeg
tgaagtaggg
cgaaaagagc
ctggaktgca
gaagccggag

tg

cotectttact
catcaccatt
cctcatcact

gggccagtat

aaaagccgag

ES 2522551713

gtaaagaaca
cttecacccct
tttgectata
gtgettgttyg

ttccaaaaaa

gacacccacc

atcattggtg

gcacaaacca
cttacgtttc
cttaacgagg

cacccaggtyg

aaattagaag

ctagctgttce
atcecaacte
ggactttege
gttcacttgg

ggecgttaca

47

cggtgagceca
caagattctg
ttgatgagce
agcatgcttt

ttggagettt

ttgacagtet
ccgacccagt
ttctegetga
accttttgaa
cctteaagece
gecctgetat

cgacaagygca

aagetgeatg
ttgtaattgg
cgattttaag
acgacctotg

tttgetecte

agtcgcaaaqg
cgagaaggat
ctgcagegece
gacaaatggce

cgaggaagag

tgtgggtcaa
gccegaagte
cagtgatggg

ggacgttcee
tataggcatt

tctggaccaa

agtgttgtca

gaaatatgecc
gccatttetc
aaatgaatca

cetttetcac

60

120

180

240

300

301

60

120

180

240

300

360

420

442

60

120

180

240

2%0



10

atggtgagct
accatcccaa
gaacaagaga
tctgataacg
tggggtgtta
aaggecggta
caggectcetg
cttgagtggy
atttggecte
agggagctag
aggctggaga
tacccaaaat
gcacteacct
tgggtcactg
attttgagca
gtgaggattt
ctgecggaga

cacattcaac

ctgattcagt
aagagtacat
agaacaacga
aaaaagtgag
tgcéccttgt
aggecttett
gtaagattca
aggactactt
aaacacctge
caaccaaggt
aagaagttgg
gecctcagee
tcatccteca
ccaagtgegt
atgggaagta
catgggcagt
cegtgtecga
acaagttgtt

ES 2522551713

gaattcaagg
cagacctaaa
agggcctcaa
agcaaaatge
gaaccatggc
tgaccttece
aggctatgga
cttccactgt
tgattacatt
actgaaagtt
tggacttgaa
ggagcttgea
caacatggtt
tccaaattece
caaaagtata
tttctgtgag
ggaggagcecg

caggaagagt

gttgagacct
gatgagettg
gttcccaceca
agggaggagt
atctctgacg
attgagctga
agcaagcttg
gtatacccag
gaggcaaceg
ctgtcacttg
gagctecctet
cttggtgttg
cctggectge
atcgtecatge
ctccacaggyg
ccaccaaagg
gcaatgttcc

caaggggctt

tggccggeag
taaacattgg
tegatttgaa
tgaagaagge
agctecatgga
aggagaagta
caaacaatgc
aggacaagcg
ccgagtatge
gcttgggatt
tgcaaatgaa
aagctcacac
agctttteta
acattgggga
gcatggtgaa
agaagatcat
caccacgaac

tgcteececaa

tggaatctca
tgacatcttc
ggagatagag
agctgtggac

caaggtcagg

tgecaatgac
atctgggcag
tgacttgtct
taagcaactg
ggatgaaggg
aatcaactac
tgacgtgagt
tgaaggaaag
cacacttgag
caaggaaaag
ccttaagcca
ttttgectgag

gtga

<210> 12
<211> 1993
<212> ADN

<213> Malus domestica

<400> 12

aaaccagaga
cccaacceeg
ctcacaaagc
caaaatgatc
ctatacggecg

ccagacgtat

gctaagecat
ccacaaaacc
ccaagegttce
aagcacagtc
tggegggtat

ctaaatgtgg

gacgtetett
tcteteceee
ctttgeacgt
caaactagac

gggcacagac

tcctgecagac

tcaccteegyg
ttctctcaaa
aaggtcteat
aggagaaatqg
cagttegett

ttgccacagg

48

tagtcaccac
acaactccca
gcaaagcocac
tgcttettgg
ttgcecaagee

gtgcagtgee

ceccaccegtt
agtttoccta
aaacaatgac
tcttggaggt
tatageccecea

caccaactge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1074

60

120

180

2490

300

360



10

tgccegecge
atcaggccac
gagctcatga
cattgegett
atccacaact
atecctaggea
ccagceggea
cteoccgatetg
gacaatgtgt
gtgtccaatt
cctgaccctg
ggtgacaaca
ccecatatttt
ggaggtaaga
aacgagaacg
gggtatgtat
gcgaaagttg
tegtocagea
acggtggtga
gagatattgg
tatgtgaatg
tttgtaagtyg
gggttgacag
ttggtgcceca
ttagttatgt
tgtgttgtaa
aaaataaaca

cattttgtte

<210> 13
<211> 1827
<212> ADN

cttccacaaa
cggctcacge
aggccctace
attgcgacgg
catggctett
aactcattaa
tgecactgee
ccaatcatca
caaaggaaac
ccaagaatgc
gtggcggcte
cccagcccaa
ttgcacacca
gaactgatct
cagagttagt
accaagatgt
cattgagcaa
aggtggtgge
agagaccgaa
tgattgaggg
acgtcgatga
tgccgcacag
atttgttgga
agttecggege
caaceccaggce
ttettcaatt
tgatgatgat

gtt

<213> Malus domestica

<400> 13

aatcattgac
cgttgaccaa
cgacgacgac
cgectatgace
cttccegtte
cqécccgaca
cgcaatttac
goececcgact
cacaatcaac
taagttgtte
categagggy
ctttgaggac
ttcgaatgte
tactgactcg
ccgagtcaag
ggacattcct
agtagegaag
aggcactgag
gcagaagaag
aatcgagttt
cttgcecgagt
ccacaagcac
ggaaattgag
tgtcaagatt
atcaagaatc
tggtggtttt

gtggtatttt

ES 2522551713

tttaagetge
gectacagygg
ccacgtagct
caagtegggt
caccgttact
ttegetttge
gctgatccaa
ctggtcgate
gécaatctca
tttgggaace
acaccacacg
atggggaatt
gatcgaatgt
gactggttgg
gtcagggact
tggctecaget
aagctgggag
ttecegataa
aggagcaaga
gacagggacg
gggcctgaca
aagaagaaga
gcggaggacyg
ggtggtatca
gtatgatcat
gttecttttg

catcaccatg

ctgcececge
acaaatacta
tcaagcaaca
tcccagaact
acttgtactt
cgttetggaa
agtcccctct
tcgattacaa
aaatcatgta
cgtacagggce
cgecggttea
tttactcecge
ggagtatttg
actccggatt
gettggagace
ccaagccaac
ttgcacacge
gtctggggte
aggccaagga
tggctgtgaa
agacggagtt
tgaacactat
atgacégcgt
agattgaatt
catcatgett
aatagtcaat

aaatatgaat

caaactccge
caaagcgatg
ggcageegtg
cgagctcecaa
tttcgagaag
ctgggacteg
ctacgacaag
cgggaccgay
caggcaaatg
aggggacgag
tttatggace
tggtcgggac
gaaaactctt
cttgttttac
caaaaatctt
accgcgaagg
agctgtEgéq
gaagataagc
ggatgaggag
gtttgatgtg
tgceggaage
tttgaggtta
ggtggtgact
tgcttecttag
ggatcgatea
gttcgtgtac

taggaaatea

atggacgtcc gaaggegatc gacgatggat acacctgeoca ccaaggccag aagtgggeeg

49

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

1993

60



atgaaggtga
gacgecectge
gtcgtctact
gtegtgaace
cteggattet
tgggeegeeg
aaagtgcegt
gctgecgece
tcctgegatt
gtggcgggaa
gcggetatca
ttggaggggt
gttcagatte
ccaatggececa
aacttgtceg
gtgaggttca
aattatgaca
attaagtgtg
gctatgggga
gacttccetg
gctgeggtga
ggtgatgtgg
cttaagaacc
agcaacatcg
agttctcact
gtcaccatge
tcagettgte
gcaagattgt
totgetatct
gatgtctcag
<210> 14

<211> 1401
<212> ADN

aagtggtgga
cgetgeegtt
tectecttac
tctcecgagat
tcgggatcga
acgatgacga
gtggggccegg
ccaaagetgt
tcacecgeoceeca
ccatccctte
ggcgcgaggce
tcgattacga
cagttgggat
ccaccgaagq
geggagecac
actctgctaa
cettgtecac
cecattgctgg
tgaacatggt
acatggatgt
actggattga
tgcagaaggt
ttactgggte
teteegecat
gcattaccat
cttcaattga
tgaaccttet
tggccactgt
cagctggaca

ctgttgcatc

<213> Malus domestica

<400> 14

ccacgagaac
gtacctgact
tegttggege
cgtcgogata
tttecgtgecag
ggaggagcac
actcgactge
tgcacagaag
geegttgacy
ctactctetg
gcttcagagg
gtcaattctg
tgetgggecet
ttgettggtt
cagtgtgttg
gagagctgee
ggttttcaac
gaagaacttg
ctccaaagét
gattggaatt
aggccgcgga
gttgaaaacc
tgcaatgget
ctacatcget
gatggaaccc
ggttggtact
tggagtgaag
tgtggctggt
gcettatgaat

cgcttaa

ES 2522551713

gacgttggtg
aacgccgtct
gagaagatca
ctegegtteg
tegetcatte
gagegcttga
ageccaatte
gtgtttgata
gaggaagatg
gagtcaaagce
atcacaggaa
ggtcagtgct
cttatgetce
gccagcacea
ctgagagatg
gagttgaagt
aggtcaagca
tacatgagat
gtgcaaaacyg
tceggcaact
aaatcggtgg
aatgtggcgt
ggageccteg
accggccaag
atcaatgatyg
gttggaggtg
ggtgctaaca
tctgttcettg

agtcacatga

50

tcgtegggge
gcttcactct
agacctegac
tegectectt
tcecgeoececag
tattgaaaga
cccaaattge
aagaggtagt
aggaggtggt
teggagatty
agtctctggg
gcgagatgec
atggcagaga
accétggctt
ggatgaccag
tctacttgga
gattecggtag
tcacetgeag
tcttggattt
actgctcetga
tetgtgagge

ccetgtgega

gtggattcaa

acccagectca
gacaggacct
ggacccaact
gggaggcacc
ctggagaget

aatactacag

caaggectce
attcttetece
gcecgctecac
catctacttg
caatgacgtc
cgacgcgegg
ctetgttget
cctetcecact
caagtccgtg
caggagggcg
tggtctgeca
agttgggtat
gttttecgta
caaagctatc
agcaccttgt
agaacccaac
gcttcagaca
caccggtgat
cctccagaac
caagaagccce
tgtgatcaag
gcttaacatg
cgecacatgec
gaatgtggag
tcacgtgtct
tgcatctcaa
aggatcaaat
ttctctcatg

atcaagcaaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1827



10

atttttttec
tctgtgagte
gattagattg
cgttctgaaa
atgggttgag
tgttattgac
cctggeccage
tgacatcatg
ggttggtatg
cagaaagtac
ggaatttcaa
agatctatcc
ttactcattt
acatattgat
ttatttggat
tttcaagtge
agtactacat
ctacaaagaa
actgacgagt
cttgggcaag
cteoctatttg
tcagagtcag
acaataageca
aaaaaaaaaa
<210> 15

<211>562
<212 > ADN

ctctgtacca
tgtgagtatc
gcaaaactga
tecggagetgt
cggatgetgy
agctatcagt
gctctoggtt
gatggetcte
attgeagtaa
ttcagagaaa
actgectcag
aaatactcat
tacctttecyg
gtaaaaaaca
tgctttggtg
tcttggttgg
gagaattatg
ctegatattyg
tggattgaag
atttacaaga
tatttggtge
gtttgcttca
tecacgttaa

daaaaaaaaa

<213> Malus domestica

<400> 15

ttaagtcgtyg
tggggagggc
caatggcgga
tggaagacce
actacaatgt
tgttgcaaca
ggtgcatcga
acacacgteg
atgatggtgt
agccatatta
gtcagatgat
tgtcaattca
ttgcatgtge
ttettgttga
atcecggaaac
tggtgaaage
ggaaaccaga
agggtgtatt
ggcacccaag
ggcagaaata
atttgtaata
cttagttata
ttaatacaaa

a

cagcattgea gctatcgaaa gecgacaatct

attacacttc aagatcctca ggcagcatgg

attcatggat gaaaagggca cattagagaa

ggaactttte gaggcctcaa acctgggttt

ES 2522551713

tegtetatac
tctgagatta
tctcaagtca
tgctttcgac
gcetggaggg
aggaagggaa
atggcttcecaa
tggtcagecet
tgtgettega
cgtggatctt
agatttgate
ccgcegtatt
attgcttatg
gatggggatc
gattggtaag
tttggaactc
cccagaaaat
tgcggattat
caaagecggtg
gaaatctcgg
aaacatgcag
agttgagtca
gtttctcagt

aaagcacatc
ccagtgtetg
aagtttctga
ttcaccaatg
aagcttaatc
ttaactgaag
gecattttttco
tgctggttta
aaccatatcc
cttgattigt
actactateg
gttcagtaca

tcaggtgagg

tactttcaag
ataggaacag
tgcaatgagg
gtggcaacag
gagagcaaaa
caatcagtgt
atctggatte
ttgecatttgg
tcagtgttga

ttccagttga

cggcacaaga gacgatctct

ctataaagtt tcacaagata

ccaccattte gegeatttaa

cgaaggtgaa gatattttag

51

tectctecete
tgtggtggeg
aggtgtactc
actctcgeca
ggggattgte
atgaaatctt
tggttcttga
gattgecccaa
caaggattct
tcaatg;ggt
aaggagaaaa
agactgecta
aactggaaaa
tacaggatga
atattgaaga
aacaaaagaa
taaaggccct
gctacaagaa
tgaagtogtt
agttcagcce
tttgegtecag
atgcagacag

gaatattaaa

atggtactge
tatttggtag
aaggaatgct

atgaggcgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1401

60
120
180

240



10

15

20

25

agettecttg
ttccagggac
tgtcaaatgg
cgaattagea
agcatgcagg
actgggtgaa
<210> 16

<211> 198
<212> ADN

acgctagctc
gtagttcatt
caaatcaacg
aagcttaatt

tggtgggcaa

tgttgetgat

<213> Malus domestica

<400> 16

tcagagatag
coctggaget

cctatgaaaa

ES 2522551713

tggtcatatt
tecatcacac

agacatttgt

tgaacgtaag tgaggcccaa

atctgggett

gt

gggagacaac

tgttatccag
cggagagtge
¢gcgtgaacy
ctgcaaaaaa

ttgaaatttg

acagtaacct
agtggtttga
ccacgttact
acttaaggga

caagagatag

ggatacgaca ctatgaagaa tcgectgggaa aaattgacca acaccctgte tgtttccaat

cgettttecte tacagaaaat tgaaccccaa tattgecactt actttcagaa aattagagaa

ccectcaccag cttatgegtg ggtgaagtge gagagggaag aagataaaga ttgctacaaa

atactggaag

<210> 17
<211> 625
<212> ADN

aagcaaaa

<213> Malus domestica

<400> 17

ggatgccecece
ttgagggatg
ggtggtcaca
cccaaccced
ggtecttctaa
gtggaaaaat
aagetcetecyg
agccgatgcecco
ggeagttggt
atttgaagaa

ataatactgt

<210>18
<211> 650
<212> ADN

gtgccaccac
tcttttgecaa
cectgggaag
ttatctttga
tgcttecaac
atgctgegga
agettgggtt
tgtgcgectt
gettttettt
cgaatgtttt

aattttcaaa

<213> Malus domestica

<400> 18

cagaggccgt
gaccatggge
gtgccacaag
caactcctac
tgacaaggcet
tgaagatgct
tgctgaggec
gettttgtat
tttatctate
taaactggat

aaaaa

cttecectgatg
ctcagcgaca
gagcgatetg
ttcaagg£gc
cttctggatg
ttctttgetg
taagcagagc
ttttggatge
agattttagg

ggaatgetygg

ctaccaaggg
aggatattgt
gatttgaagg
ttecttggtgg
accctgtett
actatgctga
tggagaacta
ctettggttg
aaagtgggac

ttatcatecct

taatgaccat
tactctetee
accttggact
agaccaggaa
ccgecctett
atctcacatg
caagggatga
tgaggtigta
ttctagtteg

cgttgattaa

ggctgecate aaggtecacyg gaaacgttat ttcgacecget geaatgegag tttttgetac

52

300
360
420
480
540

562

60
120
180

198

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

625

60



10

15

20

25

tctctacgag
caaaaaggag
agatcttaag
caagggaace
ggaggtggag
aaagectatg
ggctgtggtt
aagcttcact
atcgaagaag
caaggccagc
<210> 19

<211> 503
<212> ADN

aaagacatcg
ccctteocatat
ctctttgaat
cctetagtga
gcccaaaagt
tttaaaatga
cttgatgtat
ttggctgatc
ctgttcgaat

ttggaacaaa

<213> Malus domestica

<400> 19

cttcttette
gtcatgggtt
ttattattec
tegtgteocta
getegeatgg
gatgettcgg
aatgctaatt
ctctgcecca
gttgcattgg
<210> 20

<211> 562
<212> ADN

tctetttgetr
catatattac
ttcttgttgg
atgeccectgte
gagcttcctt
ttetgetgga
ctttgagggg
aagtagtctc

gtggacttac

<213> Malus domestica

<220>

<221> misc_feature
<222> (472)..(472)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 20

aattcgagcet
ccatecaatece
caagggcgat
tccgagacte
tcgacecogge
ccacagacgc
atgagactcg
ttcaccacct
cccgeccece

agtcgttgcce

tcttagttat
tggttecatge
agtagecttct
caccataaaa
gcttcgtett
tgacacagec
atttgatgta
ttgtgctgac

cta

ES 2522551713

tgttccaate
atttggtcaa
tacacaatac
aaagaagatg
ggccacaaaa
ggcagttgtg
tctggctcag
ccccaccata
atgttctcge

cagcaaaagt

attggttatc
actcccacaa
gctcaattgt
tcggcagtgg
catttccatg
aatttcacag
atcgatacaa

atcttaactg

gacatgagag
gttccagcat
attgcccacg
gcaattatat
ctgacctatg
gaggaaaatg
tcgaaatact
cattacttga

atgggtggcyg

gaaaacaagt

agaaaccttg
acactaaaat
cctotacttt
actcageggt
attgetttgt
gagagaaaac
ttaaatetea

ttgctgctag

ctggtgaaca
tcgaagacgg
agtatgctga
cattgtggte
agctagetat
aagccaagtt
tggcaggtga
tgggaacaca

gatatcacag

ttagatatta
ctcattgtea
ctatggaaca
gtcgaaggaa
taatggatgt
agcaggtget
attggagagt

ggactctatt

gatattatta gectttgcget ttttcattta ccagtatggg ctagtctatc accttaacat

cacaaacaac aaaagtttcce tggtatatgg tgtttegtgg ctegtgateca ttetagtttt

gtgtetgatg aaggcetgtgt ctgetggaag gcgacgatta agtgcagact atcagetttt

53

129

180

240

300

360

420

480

540

600

650

60

120

130

240

300

360

420

480

503

60

120

180



10

15

20

gtttcgactg
agtggtccet
gggatgggga
ttgggaatca
tacceceggtt
cttecaaccaa

gggctctcac

<210> 21
<211> 580
<212> ADN

gttaagggat
catatgacac
ttgettttga
gttcaaacac
gcattettgyg
gcattcagca

tceeteccaaca

<213> Malus domestica

<400> 21

gcttactaat
tttgecaatct
ctcactatca
tegtggaaga
tgatcgaaag
agacgggtcc
gggtggggeyg
cgagattaag
tgtcacaggy

ggctaccgga

<210> 22
<211> 1262
<212> ADN

caacagacat
tteccaaact
atacacaagg
cgacggégtt
ctgctacaat
gggaattaca
actaaaaggt
aggacaatga
aataaaaatg

gatggcttta

<213> Malus domestica

<400> 22

ggcacgagga
ggatacattg
tctattegeg
caagacagac
gttgagggtt
ccaaaggcag
gcgaaatcaa
aatggaaage

gtttgtaagg

gagagatgag
cttecatggcet
acccaaatga
ttcaactttt
gtgaaggegt
aactacttga
catcaatcaa
ctcgaactcee

aatcaaagct

ttatatttat
ttecgggatgt
ttgcgcaage
ttgetegegg
cttggtttee
gaggtttaca

aa

gccaaaatgg
acgtcacgct
tetcaactte
tgetttegga
cgataggtag
agtcaattte
ttgtcataca
agaacatcat
cccaagatgg

ttgctcaaaa

cageggagcea
cgttaagctt
tccaactaag
caaagcaaat
attececatact
acctgcégta
acgggtggtt
tgatgtagta

ttggtacgtg

ES 2522551713

tacattttta
tgtagtgtge
ttgtaagcea
ttatgaaata
gtttgtttee

gatctcacgt

tttcaaaaac
ctcaaccaac
ttcatcagect
tgatgggtte
cggaccaaac
tgaagctgtg
cgtgaaggeca
gttcattgga
ttecaactaca

cttgaaatte

gggaaggteg
cttectecage
acagagecace
ctgttggaag
gcatctcect
aaggggaccc
ttgacatctt
gttgatgaga

ctttcaaaga

54

gccatcttca
attcttgect
ctaattaaac
atcattggat
gaattccaaa

attcttggag

ctecaacatte
ttgtccaaga
ctacatttta
ccagaatggg
gctgatatgg
gatgctgegt
ggagtttaca
éatggtatcg

tatcgetetg

tgtgogtcac
geggetacac
tgcatgeget
aaggttettt
tttatcatga
ttaatgttct
ctatageeage
cttggtttac

ctttggetga

ttaccttaat
tcatgccaac
gagcagggtt
tgcttetttt
cncgaatgcet

gacaaaagaa

ctagttetea
tgcttagecaa
gcaaacaaqgt
tttecagecge
tagtageaca
acaagctaca
gagaaaatat
atgcaacgat

ccacatttgg

cggtgegtct
cgtcaaggecc
tgatggagcc
tgactetget
tgtcacagac
taattcegtgt
tgtagcatat
agatccagat

agatgctgeg

240
300
360
420
480
540

562

60
120
180
240
300
360
420
480
540

580

60
120
180
240
300
360
420
480

540



10

15

20

tggaaatttg

ggtcectetgt

ggagctcgaa

gcacatatte
gttgcceact
ccagagaagt
gcgaagaget
agtctgaagg
aagtaaattc
acttaaactc
tagatcacca
atcgtcoctgag
aa

<210> 23
<211> 637
<212> ADN

taaaggagaa
tacagccaac
cttttccaaa
aagcatttga
tctcagaagt
gtgcagacga
tgggtgtcga
aaaagggttt
agtcgeggta
cggtttecet
ttgtgtgtge

taaagtgcege

<213> Malus domestica

<220>

<221> misc_feature
<222> (585)..(585)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 23

aaaaagggaa
ctgetetett
tgetgeagga
tttgttttet
cttgaaaagt
aactatcaac
aatcaaggtg
cggcggtgca
cagtggatct

tcatgectctt

cattgtccct

<210> 24
<211> 342
<212> ADN

tgaaagcttg
gccttggagyg
tcatcagatg
ggagaaagtg
gttgggaact
caagcattcg
caagaggcca
attgctgogt
ttcttetgtg
aggagagaaa

cggattttge

<213> Malus domestica

<400> 24

gggtattgac
tcttaataca
tgcaagtttt
gaggectace
tgtgagaatt
caagectttt
atttattcea
tgtcaattte
aaacatatta
tttteggttt
agaataaaga

tcatgcaact

gagagatgct
cacacaaatt
ttgttatcag
attttggaga
atgatccage
ttgacaaagt
tcactgceaaa
ttgtcacaat
tgactttcgg
attggtctga

ttgctcetet

ES 2522551713

ttggttacaa
agtgctgcag
ggatggatta
getagtggea
ttacgtgage
gtgccaacat
ctagatgtta
tgagtcattt
tctgecttceca
aagacttgcect
agaaatgaac

ttatcccecat

ggatataggg
cccaggtgaa
ctttectgea
agcaaaagte
aaagecagaa
taaacaaata
gaagagaata
ctggttetta
atctcccectt
atacttcata

gtcatce

55

ttaaccccge
cagttttaaa
acgttaaaga
gatattgttt
tgtaccctac
atcaggtgte
gcctcaagga
cagtacggtg
gtttgtgttt
gtccagettg
cttttgaata

tgataaaaaa

gaggagacta
ccgtttettg
ggaacttggt
gatctegaac
gagatagact
ttggacaatt
atatttaccg
gaaaattget
attggtgacec

cattntgtca

aatggtgata
tgttattaag
tgttgccaat
ggttgagaga
tttgcaactt
caaggagaag
aacagttgaa
aagatgtttg
ccggttggtg
ttgattecta
aaatettgga

aaaaaaaaaa

tcaagaaaag
tggagaacte
ctgtggagag
tettteatte
ttgcaattgce
cccagetgaa
gccactctac
cgaaagaaat
acattatttce

tgagatatga

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1262

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

637
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15

20

caggtaactt
cattgggagc
ctacagatcc
aagatcatac
gaaggtgagc
cattecgctaa

<210> 25
<211> 648
<212> ADN

cgttcctata
aaaagagtct
atctcaacgt
tttogtacga
aacaacagcc

atgaaagtec

<213> Malus domestica

<400> 25

ggaggcttge
actggctacg
gtgtcatgca
attctettge
ccaaaaagta
aagaggcact
cacatgggct
gggatgctat
ttgtccagac
ctgacaaaaa

tcatcacaac

<210> 26
<211> 630
<212> ADN

taaagctcat
aacacattgt
cccaatctat
tcgtgaatca
cteccttgag
cccagetgac
aaggctaaca
taaacaatgg
tgétcaagag
agatgagcca

aatggtttgg

<213> Malus domestica

<400> 26

tttttttttt
taacttatct
tgctaattag
aagagcacct
cctatgaaat
ggtccgatcyg
atttctectge
attatgtagt
gctttggact
gtgttttcac

ccacaccggce

ttagataaag
gatccggaag
catatgeagt
tgttgctagt
attccaaaat
aattacttcg
aacattcacc
ggcetggttyg
tgctcaatag
acaactctect

aatggacctc

teteatgtge
tgtaaatgag
tceatettee
aaaagegett
cacaggtcat

ccggagtgaa

gtocttgece
gccacagaac
agattgttac
cttatcaatg
ctctgetctg
cttattagaa
attgaagatt
gtcactgact
ctccaagcat
tggtggecag

gtagcatctg

ttaaacttta
aatttaacce
gctgtaaacc
gcacctaggg
tttcttgaac
cctcgagaca
aagaaccctc
ggtcagcaca
ttgagaccct
gcatttetge

ctectectgg

ES 2522551713

tgctactgac
ctagcacaaqg
tettatggaa
tccatgectga
gttgcaattce

gactccgacce

acgattetgg
cctacataat
atccccattt
ceggtggtat
ttgegtatgg
ggggcatgge

acccttttge
atgtaaacca

ggtggacaga
aactcaacac

gtcatcatgc

tttctgatee
tccatatccg
cttttagtgg
gtettgaatt
gttececcttet
acgtaaccat
tcttcaactt
tcagcatggce
ctcteccacca

tetgeecace

56

aaatggagaa
ggagggatct
cccgggaatt
actctagcag
gaatggttga

gc

ttatcatcag
cgocacaaat
cagatacacce
catcgaaace
gaaggaatgy
tgttgaggac
caatgatgga
ctactaccca
aatcaaaaca
tccggaagac

agctgtca

aaactcatga
tttgccaaat
tgcataaatt
ggctcaatge
ccacaatccg
gatcecacgaa
ctectttgat
ttgtgaagte
ccatttgaag

cactaaatca

ctgcaatata
ggctaggcag
gctggttcaa
ctcagcetea

gtetoegecg

cttgttagtc
c¢ggcaactga
atggagatta
tcattttage
cggtttgace
ccaactgcte
ctcetcttat
gactccageca
gttggccatg

ctaatgggca

ttttgacatg
acaataatgt
gagaatgectce
cgatccattt
aagctctaga
agatgcatcc
cteccecagtat
aatcagttet
gtececttttea

cttgacacac

60
120
180
240
300

342

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

648

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

6320



10

15

20

<210> 27
<211> 1214
<212> ADN

<213> Malus domestica

<220>

<221> misc_feature
<222> (999)..(999)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 27

ccaaacactt
ttcccagtta
atcaaagatg
gagtttetgg
aggttcaagg
atggattggg
c¢cagatctca
ttagecagage
aagaaggcat

ccatgtecca

gttgatgtgc
atcaccaacqg
agaatgtcaa
accctagtgg
gactacatga
atgaaagcag
gagtgattaa
ttatgggtgt
atgtggaaac

cttcaagatt

<210> 28
<211>616
<212> ADN

gtagagcgag
tcaacttgga
cctgtgagaa
acacagtgga
agetggtgge
aaagcacttt
aggatgagta
agctgctgga
tttatggaac

acccagacct

ctcccatgecg
gaaagtacaa
tagcttecatt
agaaagaagce
agetetatge
tggaaattaa
atacttttac
gtgaacgaaa
cgttgtagaa
tgtt

<213> Malus domestica

<400> 28

agagagagag
gagcctcaat
ctggggtttt
gaggetgaca
cagcaaaggc
ccacttgege
caggaatgtg
cttgttgtgt
aaagggacca

gatcaagggt

ccactccatt
gagtgtggaa
ctacaaccca
agaggagaag
tggggteaag
ggccagtttt
tagaagctgt
ttttteecttg

agtaaccaat

ES 2522551713

agagagagaqg
ggtgagggaa
tttgagctgg
aaagagcact
cttgagggtg
catcttcete
atgaaggagt
gagaatcttg
acttttggca
cteccgggece
ggectccage
gttatcaatc
cacagggtga
ggcagtgatg
aatcaagtgt
ttegaggeca
ggtttgggne
tggaaaaaag

aactagattt

gtgatcacta

57

agagagagaa
gaaaagetac
tgagtcatgg
acaagcagtg
ttcagacaga
aatcgaacat
ttgcattgaa
gactggaaca

ccaaggtgag

acaccgatge

ttggtgacca
ttgceccaaac
cggtgatcta
acccgaaatc
aggaaccaag
cagttataag
ggttgtttgce
caaggtttta

ctttattata

aatggagaac
aatggaaaaqg
gattccaact
tttggagcaa
agtcaaagat
ctctgaagta
attggaaaaa
agggtacctt
caactaccet

cggoggectc

acttgaggtg
agatggcacc
cccagcacca
cgtgttcgaa
atttgaagec
tactgcttga
ttaaaagtaa
tttactatta

tataatatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1214
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15

20

cacttcttga
tgacagatga
atcttgatgg
tgtttctteg
tttetteege
cacacaaaag
aacattgtac
gcgatatctt
gatatgaagt
tagatgttaa

tagtggcett

<210> 29
<211> 596
<212> ADN

gagcttggag
agtcgttatg
ttgcagaaag
tgagctagat
agatcagatc
ccteeccttee
tgecactcage
ggcctaataa
aggggtaaga
gcactcacac

gctggt

<213> Malus domestica

<400> 29

tgttcaatge
tgteggtgga
tttcaacage
acacagatgt
tagacatcga
ccttgacaac
caaaccttgt
cagectgcetaa
aaccctcaag

taatgtacag

<210> 30
<211>703
<212> ADN

tgttggtggt
ttatggaaag
agttgttgag
atctgtgete
gagaccaact
atcattgaga
tcecatateece
ggcataccat
catgatggcc

gggtgatgta

<213> Malus domestica

<400> 30

gaagggcttg
gcgttggtta
attactgatg
gtgtcgaagt
aacttgcaag
ctgaaaaaat
tacagatcaa
ggaatagaac
tcaagaaatc

gggtatccac

ggtactggtt
aagtcaaage
ccttataata
ttggacaatg
tacaccaatt
tttgatggag
cgeatccatt
gagcagatct
aagtgtgatc

gttcccaaag

ES 2522551713

tcaaagtgaa
ggctacatgg
caagcttgge
gtgcgattac
teoctcteocat
tgggeccagac
ttgagctact
aatacgcgta
aaaagaattc

gttcagcata

ctggtttggg
ttgggttcac
gtgttctcte
aagctatcta
tgaatagact
cecattaatgt
tcatgettte
caatccctga
cccggecatgg

atgtcaatgce

tcttaacgga

ggaaacttta
gacaatcgca
agattctgge
ttctggetgt
cctggtgggg
tgtggagagce
tatagcgaag
gggttagatt

caacattttt

gtccttgcte
catctatcet
tactcatgce
tgatatttge
gatatcacaa
tgatgtgaca
ctecatatgec
gatcacaaat
aaaatacatg

tgctgttgea

tgcttgaatt
gaagtactga
aacaactgcet
cttgectgcecee
totgaaatet
ttgaatctee
ttgtggagat
gagagaagca
cgtecagtteg

ggccegttgg

ttagaacgct
teteogeagg
ctccttgaac
aggagatcecc
gtcatatcct
gagttccaga
cctgttatct
geagtttttyg
gecctgeotgec

actatc

accataacaa atggcagata cagaagacat tcaacctctc gtctgtgata atggcactgg

aatggttaag getggatttyg ctggagatga tgctececgagg getgttttoe ccagtattgt

58

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

616

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

596

60

120
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15

20

25

30

tggtcgtceet
ggatgaggcc
tgttagcaat
tgtegetect
cagggaaaag
cattcaagca
tggtgatgga
cctceggett
gagagggtat
gcttgectat

<210> 31
<211> 545
<212> ADN

agacacacag
cagtcgaaaa
tgggatgaca
gaagaacate
atgactcaga
gttctctece
gtcagtcaca
gaccttgctg
acttttacta

gtggcccttg

<213> Malus domestica

<400> 31

acaggttegg
agactgttga
tcattcctag
gaaaattgac
ctgtcaagct
ctgaaggcaa
teattggtga
actttgtcaa
acttgatcgt
caata
<210> 32

<211> 22
<212> ADN

aattgttgag
cggtecatca
tagcactgga
cggaatgtcc
tgagaaggct
gttgaagggt
cagcaggtca
gcecttgtetca

gcacgtageca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 32

agcacacgag ttcgactcat aa

<210> 33
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 33

gtgttatggt
ggggtattct
tggaaaagat
ctgtgettet
tcatgtttga
tctatgctag
ctgttccecat

gacgagactt

ctactgectga:

cttatgaaag

ggtctqatga
atgaaggact
getgecaagg
tteegtatge
gcaacctatg
atcttgggtt
agcatctttg
tggtacgaca

tegagtotet

ES 2522551713

ggggatggga
cacattaaaa
ctggecatcat
tactgaagea
gacctteaat
tgqécgtact
ctacgagggt
aacagattca
acggggaatt

ggaatcggaa

ccacggtgea
ggagaggtgg
ctgttggaaa
ccactgttga
aacagatcaa
acaccgaaga
atgccaagge
acgagtgggy

agggttttta

59

cagaaggatg
tacceccattg
actttctaca
cetetgaate
gteccetgeta
acaggtattg
tatgcacttc
ttaatgaaga

gtgcegtgaca

tcg

ctecateact
acgtgcagct
ggtgctcceca
tgtttcegtt
ggccgctétc
tgatgtegtg
tggaattgca
ttacagttcc

ggttatggtt

ccetatgttgy
aacacgggat
atgagetteg
ctaaggecaa
tgtatgtige
tgcttgacte
cacatgccat
teoctgactga

ttaaagagaa

gccacccaaa
tccttcaaca
tctettaaty
gttgacctga
aaggaggagt
teccaccgact
ttgaatgaca
cgtgtggtag

tgggagttca

180

240

300

- 360

420

480

540

600

660

703

60

120

180

240

300

360

420

480

540

545
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cacaaaacta cgccaaccaa
<210> 34
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34

aattgttata tcggagagtg
<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
tggcaaagat gtaagtttc
<210> 36
<211>17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36

gaaggtgcct cttggtg
<210> 37
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
cgtcggtgtc aatttgg
<210> 38
<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
aaaggggctc gcatttgg

<210> 39
<211>19

ES 2522551713

20

20
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17

18

60
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
cttggcattg gaggacacc
<210> 40
<211> 22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40

ccaagcccct gtcctaaacc tc
<210>41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
caacttgcct tgcctcatca ge
<210> 42
<211>21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

agtgttctta tttgtgatag c
<210> 43

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
caactacaag caattctcc
<210> 44

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

ES 2522551713
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<400> 44

gcctaaaccc tccecacact ¢
<210> 45

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45

catctcectt gttcaacacc ttgg
<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46

ggatctcctc aaagttgtcg
<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
ctcactctcg ccatttgtc
<210> 48
<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48

attggtgccg acccagtgc
<210> 49

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49

aatccagaag agtgagttcc agtcc

ES 2522551713
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<210> 50

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50
cggttggatg tacttcg
<210>51
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51

tgtgagaaag gcagagg

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

gcctcaagtt cccaccatcg
<210>53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53

gaagtagtcc tcccactcaa gc
<210> 54

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54
tgceegecgce cttecac
<210>55
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2522551713
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<220>
<223> cebador

<400> 55

gctccategc tttgtagtat ttgtc
<210> 56

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 56
aacaggtcaa gcagattc
<210> 57
<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57

ttgtcagagc agtagttg
<210> 58

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58

tcttggttgg tggtgaaag
<210>59

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59

ctgcctcttg taaatcttge
<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60
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gatattttag atgaggcgaa agc

<210>61

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61

gcgttgattt gccatttgac
<210> 62

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
caccctgtct gtttccaatc g
<210> 63
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 63

agcaatcttt atcttcttcc ctctc
<210> 64

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 64

gcttccaact gacaaggctc ttc
<210> 65

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 65
cgcacaggca tcggcttc
<210> 66

<211> 23
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 66

gagcccttca tatccctcaa tcc
<210> 67

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 67

gcctccacct ccgaccac
<210> 68

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 68

tgtcattatt attccttctt gttg
<210> 69

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 69

aaccgaagca tcacatcc
<210>70

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 70

tgccttcatg ccaacgggat g
<210>71

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 71

cggaaacaaa cggaaaccaa gcc

<210>72

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 72

ggagggaggg tcaactgg
<210>73

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 73

caaacaactt ctctccacaa cc
<210>74

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 74

ggagcccaag acagacttca ac
<210> 75

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 75

cgccttcaca accctcaaca g
<210>76

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 76
tggagaaagt gattttggag aagc

<210> 77
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 77
agaaccagat tgtgacaaac gc
<210>78
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 78

aatatacatt gggagcaaaa gagtc
<210> 79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 79
agagttcagc atggaaagcg
<210> 80
<211>21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 80

gttgcgtatg ggaaggaatg g

<210> 81

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 81

ggtagtagtg gtttacatag tcagtg
<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador
<400> 82
CgttCCCttC tccacaatcc

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 83

gggttcttgg tgaatgttge

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 84

gttggtgctg ggtagatcac

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 85
acggagagtg ggttgatgtg
<210> 86

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 86

cgttatggeg ttggttagg
<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 87

cagaaatgga gaggacttgc
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<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 88

gttcaatgct gttggtggtg

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 89

ctgcggagaa ggatagatgg

<210>90

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 90

caacctctcg tctgtgataa tg
<210>91

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 91
gcatccttct gtaccatcc
<210> 92
<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 92
gctgccaagg ctgttggaa
<210> 93
<211> 22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 93

cagtcaggtc aacaacggaa ac

ES 2522551713

71

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2522551713

REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas o partes de
plantas, comprendiendo dicho dispositivo unos medios de determinacion del nivel de expresion en ARNm expresado
por una combinacion de genes diana en una muestra de plantas o partes de plantas, comprendiendo dichos medios
de determinacion:

(a) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes dianas siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15;

(b) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: PAL, CHS, DFR, ANS, PPO;

(c) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far;

(d) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm del gen diana CSL;

(e) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes siguientes: APOX, GST, POX;

(f) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD;

(g) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: EDS1, WRKY;

(h) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: LOX2, JAR;

(i) un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de
entre los genes diana siguientes: ACCO, EIN3.

2. Dispositivo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que comprende los medios de determinacion del nivel de
expresion en ARNm de los genes siguientes:

(i) para el grupo (a), un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de uno por lo menos de los
genes siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 y/o PR-8, un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm
del gen PR-5, un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm del gen PR-14 y un medio de
determinacién del nivel de expresion en ARNm del gen PR-15,

(ii) para el grupo (b), un medio de determinacion del nivel de expresién en ARNm del gen PAL, un medio de
determinacién del nivel de expresién en ARNm de uno por lo menos de los genes siguientes: CHS, DFR o
ANS, y un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm del gen PPO,

(iii) para el grupo (c), un medio de determinacion del nivel de expresion en ARNm de por lo menos uno de los
genes siguientes: HMGR y Far, y un medio de determinacion del nivel de expresién en ARNm del gen FFPS,

(iv) para el grupo (e), un medio de determinacidn del nivel de expresiéon en ARNm del gen APOX y un medio de
determinacién del nivel de expresion en ARNm de uno por lo menos de los genes siguientes: GST y POX.

3. Dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que comprende los medios de
determinacion del nivel de expresion en ARNm de la combinacion de los genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4,
PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL, CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS, Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect,
CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR, ACCO, EIN3.

4. Dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dichos medios de determinacion
del nivel de expresion en ARNm de un gen diana se seleccionan de entre los fragmentos de acido nucleico capaces
de hibridarse de manera especifica a los ARNm expresados por dicho gen diana o a los ADNc correspondientes, 0 a
unos fragmentos de dichos ARNm o de dichos ADNCc.

5. Dispositivo segun la reivindicacion 4, caracterizado por que los fragmentos de acido nucleico consisten en unos
cebadores nucleotidicos que se hibridan especificamente con los ARNm, los ADNc o unos fragmentos de éstos.

6. Dispositivo segun la reivindicacion 5, caracterizado por que dichos cebadores nucleotidicos estan adaptados para
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la determinacion del nivel de expresién en ARNm de los genes diana por un método de PCR cuantitativa.

7. Dispositivo segun la reivindicacion 6, caracterizado por que los cebadores se seleccionan de entre las secuencias
siguientes, SEC ID n° 32 a 87.

8. Dispositivo segun la reivindicacion 4, caracterizado por que dichos fragmentos de &acido nucleico estan
inmovilizados sobre un soporte.

9. Dispositivo segun la reivindicacion 8, caracterizado por que consiste en un chip de ADN.

10. Procedimiento para identificar un perfil de expresion en ARNm de una combinacién de genes diana que permite
determinar, o por lo menos evaluar, un estado de estimulacion de las defensas naturales de plantas o de partes de
plantas, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

(i) determinar el perfil de expresibn en ARNm de una combinacién de genes diana por medio del dispositivo
segun una de las reivindicaciones 1 a 9, en un conjunto de plantas o de partes de plantas, cuyo estado de
estimulacion de sus defensas naturales es conocido, y después

(ii) determinar un perfil de expresion en ARNm de dicha combinacién de genes diana correspondiente a un
estado determinado de estimulacion de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas,
partiendo de los datos procedentes de la etapa (i).

11. Procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales de una planta o de
una parte de planta, que comprende las etapas siguientes:

(i) extraer una muestra a partir de dicha planta o de dicha parte de planta,

(ii) determinar el perfil de expresiébn en ARNm de una combinacién de genes diana en dicha muestra extraida en
la etapa (i), por medio del dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a 9,

(iii) comparar el perfil de expresiéon en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresién en ARNm de
referencia,

(iv) determinar o evaluar el estado de estimulacion de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de
planta, a partir de dicho perfil de expresion en ARNm obtenido durante la etapa (ii).

12. Procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulacion de
las defensas naturales de una planta o de una parte de planta, que comprende las etapas siguientes:

(i) poner en contacto dicha planta o dicha parte de planta con la sustancia a ensayar,

(ii) determinar el perfil de expresién en ARNm de una combinacién de genes diana en una muestra extraida a
partir de dicha planta o de dicha parte de planta tras la etapa (i), mediante el dispositivo segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9,

(iii) comparar el perfil de expresiéon en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresién en ARNm de
referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulacién de las defensas naturales en dicha muestra,

(iv) seleccionar positivamente dicha sustancia si la comparacion en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia
ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulacién de las defensas naturales de dicha planta o de
dicha parte de planta.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de generar un
estado de estimulacién de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la familia
de las Rosaceae, que asegura una proteccioén frente a un estrés bidtico, caracterizado por que el perfil de expresién
en ARNm de referencia en la etapa (iii) corresponde a los valores observados para unas muestras de plantas o de
partes de plantas no sometidas a un estrés o un estimulador de las defensas naturales, y por que la etapa (iv)
consiste en seleccionar positivamente dicha sustancia ensayada si el perfil de expresién en ARNm obtenido en la
etapa (ii), y comparado en la etapa (iii), muestra una sobreexpresion en ARNm de la combinacién de genes diana
siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR, Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y WRKY.

14. Procedimiento para seleccionar una planta que presenta un estado de estimulacion de las defensas naturales

susceptible de conferirle una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biodtico y/o abiético de interés, que
comprende las etapas siguientes:
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(i) aplicar dicho o dichos estrés a una planta o una parte de planta,

(ii) determinar el perfil de expresion en ARNm de una combinaciéon de genes diana en una muestra extraida a
partir de la planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a
5 9.

(iii) comparar el perfil de expresion en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresion en ARNm de
referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulacién de las defensas naturales en dicha muestra,

10 (iv) seleccionar positivamente dicha planta o dicha parte de planta si la comparacién de la etapa (iii) muestra que
dicha planta o dicha parte de planta posee un estado de estimulacion de las defensas naturales susceptible
de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biético y/o abiético de interés.

15. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, caracterizado por que la o las plantas
15 pertenecen a la familia de las Rosaceae.
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