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DESCRIPCIÓN 
 
Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o partes de 
plantas. 
 5 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere al campo de los dispositivos para determinar y/o estudiar el estado de estimulación 
de las defensas naturales de plantas. 
 10 
Más precisamente, la presente invención se refiere a un dispositivo que comprende unos medios para determinar el 
nivel o perfil de expresión de una combinación determinada de genes dianas endógenos en las plantas o partes de 
plantas, de manera que se identifique la presencia, el nivel y/o la intensidad de la estimulación de las defensas 
naturales de dichas plantas o partes de plantas. 
 15 
Técnica anterior 
 
Las plantas están expuestas a múltiples agresiones, abarcando dichas agresiones los eventos que consisten en 
estrés denominados "abióticos" (sequedad, temperatura extrema, radiación ultravioleta, etc.) y estrés denominados 
"bióticos" (virus, bacterias, hongos, plagas, etc.). 20 
 
Es conocido que las plantas poseen una pluralidad de mecanismos endógenos que son capaces de ofrecer una 
defensa eficaz contra un amplio panel de estrés de este tipo. 
 
En el caso de estrés bióticos, se pueden desarrollar tres niveles de mecanismos de defensa de manera espacio-25 
temporal a partir del punto de infección o de infestación, y contribuir a frenar la propagación de la enfermedad. 
 
En el sitio de penetración del patógeno, las células en contacto con el agente patógeno pueden autodestruirse y 
retrasar así su desarrollo; este primer fenómeno de defensa se conoce con la denominación de reacción de 
hipersensibilidad (HR). 30 
 
A partir del sitio de infección, se pueden transmitir unas señales 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). 
 35 
Las señales también se pueden transmitir a la planta entera, lo que induce un tercer nivel de defensa: la resistencia 
adquirida sistémica (SAR). 
 
Unos fenómenos o vías fisiológicas bien caracterizados de los mecanismos de defensa inducibles por los agentes 
patógenos, implicados en los niveles de defensa LAR y SAR son, por ejemplo: 40 
 

(i) la producción de compuestos anti-microbianos, tales como las proteínas relativas a los patógenos 
(habitualmente denominadas "proteínas PR" o "PRP") y las fitoalexinas, 

 
(ii) el refuerzo de las paredes celulares (depósito de calosa, lignificación, reticulación de proteínas), y 45 
 
(iii) la producción de ciertas hormonas de plantas, en particular el ácido salicílico (SA), el ácido jasmónico (JA) y 

el etileno (ET), desempeñando dichas hormonas un papel importante en la señalización de los mecanismos 
de defensa inducidos por los estrés. 

 50 
Además de estas reacciones de defensa inducidas por el estrés, la inducción de la SAR confiere, a la planta, la 
capacidad de resistir a ataques ulteriores, incluso en localizaciones lejanas con respecto al primer sitio de infección o 
de infestación en dicha planta. 
 
Puede ocurrir que los mecanismos de defensas no estén activados de manera completa, sino que los tejidos 55 
solamente estén "sensibilizados". Una expresión más rápida y reforzada de los mecanismos de defensa se activa 
sólo después de la exposición de la planta a un estrés ulterior. Este fenómeno se denomina habitualmente "priming" 
o "potencialización". 
 
Este conocimiento profundo de los mecanismos de defensa de las plantas ha permitido el desarrollo y la utilización 60 
de productos fitosanitarios, que no actúan ya directamente sobre la causa del estrés, sino que presentan la 
propiedad de actuar indirectamente por la activación y la estimulación 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 acrónimo "SDN") pueden ser clasificados según dos familias 65 
principales: 
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3 

 
(i) los compuestos denominados "estimuladores directos" que conllevan, una vez aplicados sobre la planta, una 

activación completa de las reacciones de defensa, haya presencia o no de patógenos, y 
 
(ii) los compuestos denominados "potencializadores" que activan, después de la aplicación sobre la planta, 5 

únicamente el fenómeno de "potencialización" antes citado (activándose las reacciones de defensa sólo tras 
un ataque por un agente patógeno o un estrés). 

 
La mayoría de estos productos SDN son también conocidos bajo la denominación de "elicitores" (o "elicitor") o 
también de "inductores de resistencia". 10 
 
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 ningún marco reglamentario específico que rija las condiciones 15 
de comercialización y de utilización de los productos SDN. 
 
Así, para beneficiarse de una autorización de comercialización (AMM), dichos productos SDN pueden entrar (i) tal 
cual, en la categoría de los insumos fitofarmacéuticos, o (ii) en mezcla con moléculas fertilizantes, en la categoría de 
los insumos fertilizantes. 20 
 
Hasta la fecha, se han emitido muy pocas AMM para insumos fitofarmacéuticos para productos SDN. 
 
En lo que se refiere más específicamente al conocimiento de los efectos de estos insumos sobre las plantas, la 
estimulación de las defensas naturales se estudia generalmente sólo a una escala celular, por ejemplo sobre 25 
suspensiones celulares o sobre órganos independientes. 
 
Según le consta a la solicitante, generalmente no está demostrado un efecto de estimulación de las defensas 
naturales a nivel molecular sobre las plantas enteras.  
 30 
Por el contrario, se conoce una gran diversidad de productos homologados como insumos fitofarmacéuticos o como 
insumos fertilizantes, que serían susceptibles de ejercer también una acción de estimulación de las defensas 
naturales de plantas, aunque dicha actividad adicional no se haya demostrado o identificado. 
 
Algunos productos también podrían tener un efecto inhibidor de las defensas naturales de las plantas. 35 
 
La situación 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 disposición de los profesionales de un dispositivo o herramienta 40 
polivalente que permita identificar, de manera simple y rápida, el estado de la estimulación de las defensas naturales 
de plantas o de partes de plantas, en particular de la familia de las Rosaceae. 
 
Este dispositivo o herramienta polivalente tendría también ventajosamente como objetivo permitir el cribado de las 
sustancias por sus propiedades de estimulación de las defensas naturales de las plantas, incluyendo de plantas que 45 
pertenecen a la familia de las Rosaceae. 
 
Un dispositivo o herramienta de este tipo debería ofrecer en particular la posibilidad de realizar una discriminación 
entre (i) los productos SDN que activan efectivamente las defensas de las plantas, y (ii) los productos que están 
desprovistos de dicho efecto. 50 
  
Este dispositivo o herramienta permitiría así 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 acción y/o la o las 
vías moleculares implicadas en el efecto de estimulación de las defensas de una planta por un producto SDN 
particular, mediante una combinación particular de productos SDN, o también por una combinación entre uno o 55 
varios productos SDN con uno o varios insumos susceptibles de presentar una acción antagonista sobre la 
estimulación de las defensas. 
 
El documento WO 2009/041805 A1 (2 de abril de 2009) describe la identificación de genes de factores de 
transcripción cuya expresión es inducida o reprimida en raíces de Arabidopsis durante la estimulación de las 60 
defensas naturales (priming) en presencia o bien de una bacteria WCS417r, o bien de ácido beta-aminobutírico 
(BABA), así como la utilización de un juego seleccionado de 37 factores de transcripción como marcadores de la 
estimulación de las defensas naturales. 
 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



4 

Resumen de la invención 
 
La presente invención se refiere a un dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulación de las 
defensas naturales de plantas o partes de plantas, dispositivo que comprende unos medios de determinación del 
nivel de expresión en ARNm expresado por una combinación de genes diana en una muestra de plantas o partes de 5 
plantas, comprendiendo dichos medios de determinación: 
 

(a) un medio de determinación del nivel de expresión 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; 

 10 
(b) un medio de determinación del nivel de expresión 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 determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far; 15 
 
(d) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen diana CSL; 
 
(e) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes siguientes: APOX, GST, POX; 20 
 
(f) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD; 
 
(g) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 25 

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

entre los genes diana siguientes: LOX2, JAR; 
 30 
(i) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: ACCO, EIN3. 
 
En algunos modos de realización, dicho dispositivo comprende los medios de determinación del nivel de expresión 
en ARNm de la combinación de los genes diana siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL, 35 
CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS, Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect, CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR, 
ACCO, EIN3. 
 
En algunos modos de realización, dichos medios de determinación del nivel de expresión en ARNm de un gen diana 
se seleccionan de entre los fragmentos de ácido nucleico capaces de hibridarse de manera específica a los ARNm 40 
expresados por dicho gen diana o a los ADNc correspondientes, o a fragmentos de dichos ARNm o dichos ADNc. 
 
En algunos modos de realización, los fragmentos de ácido nucleico capaces de hibridarse de manera específica 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 nº 32 a 87. 45 
 
La presente invención se refiere asimismo a un procedimiento para identificar un perfil de expresión en ARNm de 
una combinación de genes diana que permite determinar, o por lo menos evaluar, un estado de estimulación de las 
defensas naturales de plantas o de partes de plantas, procedimiento que comprende las etapas siguientes: 
 50 

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

 
(ii) determinar un perfil de expresión en ARNm de dicha combinación de genes diana que corresponde a un 55 

estado determinado de estimulación de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas, 
partiendo de los datos procedentes de la etapa (i). 

 
La invención se refiere asimismo a un procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulación de las 
defensas naturales de una planta o de una parte de planta, que comprende las etapas siguientes: 60 
 

(i) extraer una muestra a partir de dicha planta o de dicha parte de planta, 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en dicha muestra extraída en 

la etapa (i), por medio del dispositivo antes citado, 65 
 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



5 

(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión de referencia, 
 
(iv) determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de 

planta, a partir de dicho perfil de expresión en ARNm obtenido durante la etapa (ii). 
 5 
La presente invención se refiere asimismo a un procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad 
de modular el estado de estimulación 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, 10 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en una muestra extraída a 

partir de dicha planta o de dicha parte de planta tras la etapa (i), mediante el dispositivo antes citado, 
 
(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión en ARNm de 15 

referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 
(iv) seleccionar positivamente dicha sustancia si la comparación en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia 

ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta o de 
dicha parte de planta. 20 

 
La presente invención se refiere asimismo a un procedimiento para seleccionar una planta que presenta un estado 
de estimulación de las defensas naturales susceptible de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un 
estrés biótico y/o abiótico de interés, que comprende las etapas siguientes: 
 25 

(i) aplicar dicho o dichos estrés a una planta o a una parte de planta, 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en una muestra extraída a 

partir de la planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo antes citado, 
 30 
(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión de referencia, 

para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 
(iv) seleccionar positivamente dicha planta o dicha parte de planta si la comparación de la etapa (iii) muestra que 

dicha planta o dicha parte de planta posee un estado de estimulación de las defensas naturales susceptible 35 
de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biótico y/o abiótico de interés. 

 
Descripción detallada de la invención 
 
Los inventores han identificado un conjunto específico de genes diana, cuyo nivel o perfil de expresión constituye un 40 
medio simple y eficaz para determinar y/o estudiar el estado de estimulación 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 análisis de la expresión de una combinación específica de 
genes diana permite determinar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas que son (i) 45 
expuestas a un producto SDN, (ii) expuestas a una fuente o a un evento de estrés biótico, (iii) expuestas a una 
fuente o a un evento de estrés abiótico, o bien (iv) a una combinación de dos o tres de las exposiciones antes 
citadas. 
 
Estos resultados han permitido que los inventores desarrollen un dispositivo, ventajosamente un dispositivo que 50 
comprende unos medios para la determinación, ventajosamente in vitro, del nivel o perfil de expresión de una 
combinación determinada de genes diana (ventajosamente por análisis transcriptómico dirigido o por análisis 
proteómico 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. 
 55 
Los inventores han demostrado que la determinación in vitro del nivel o perfil de expresión de esta combinación 
determinada de genes diana permite el estudio y/o la determinación del estado de estimulación de las defensas 
naturales de la planta de la que procede dicha muestra. 
 
La presente invención tiene así por objeto un nuevo dispositivo o una nueva herramienta de búsqueda, 60 
ventajosamente un dispositivo de biología molecular, para la caracterización de una muestra biológica, por 
determinación del nivel de expresión de una combinación específica de genes diana. 
 
Más precisamente, la presente invención se refiere a un dispositivo para determinar y/o estudiar el estado de 
estimulación de las defensas naturales de plantas, dispositivo que comprende unos medios para determinar el nivel 65 
o perfil de expresión de una combinación de genes diana en una muestra de planta o de parte de planta, 
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comprendiendo dichos medios de determinación: 
 

(a) un medio de determinación del nivel de expresión 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; 

 5 
(b) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 

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

genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far; 10 
 
(d) un medio de determinación del nivel de expresión del gen diana CSL; 
 
(e) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 

genes siguientes: APOX, GST, POX; 15 
 
(f) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 

genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD; 
 
(g) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 20 

genes diana siguientes: EDS1, WRKY; 
 
(h) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 

genes diana siguientes: LOX2, JAR; 
 25 
(i) un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos un gen diana seleccionado de entre los 

genes diana siguientes: ACCO, EIN3. 
 
A pesar del número limitado y determinado de genes diana analizados, los inventores han demostrado que el 
dispositivo según la invención constituye una herramienta particularmente polivalente y potente, que permite el 30 
estudio y/o la determinación del estado de estimulación de las defensas naturales de las plantas (i) expuestas a uno 
o varios compuestos o 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 bióticos como unos estrés abióticos, y/o (iii) expuestas a 
una combinación de las exposiciones antes citadas (i) y (ii). 
 35 
El dispositivo según la invención presenta el interés de aportar unos resultados simples, rápidos y eficazmente 
interpretables, sobre el estado de estimulación de las defensas naturales de una planta. 
 
El dispositivo según la invención 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 40 
mecanismo de reacción de las plantas frente a una agresión por organismos dañinos y/o un mecanismo de reacción 
de defensa frente a estrés abióticos naturales. 
 
Según un modo de realización preferido, el dispositivo según la invención comprende los medios de determinación 
del nivel de expresión de los genes siguientes: 45 
 

(i) para el grupo (a), un medio de determinación del nivel de expresión de uno por lo menos de los genes 
siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 o PR-8, un medio de determinación del nivel de expresión del gen PR-5, un 
medio de determinación del nivel de expresión del gen PR-14 y un medio de determinación del nivel de 
expresión del gen PR-15, y/o 50 

 
(ii) para el grupo (b), un medio de determinación del nivel de expresión del gen PAL, un medio de determinación 

del nivel de expresión de uno por lo menos de los genes siguientes: CHS, DFR o ANS, y un medio de 
determinación del nivel de expresión del gen PPO, y/o 

 55 
(iii) para el grupo (c), un medio de determinación del nivel de expresión de por lo menos uno de los genes 

siguientes: HMGR y Far, y un medio de determinación del nivel de expresión del gen FFPS, y/o 
 
(iv) para el grupo (e), un medio de determinación del nivel de expresión del gen APOX y un medio de 

determinación del nivel de expresión de por lo menos uno de los genes siguientes: GST y POX. 60 
 
Según un modo de realización más preferido, este dispositivo comprende los medios de determinación del nivel de 
expresión de la combinación 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. 65 
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Los medios de determinación del nivel de expresión de un gen diana se seleccionan ventajosamente de entre los 
fragmentos de ácido nucleico capaces de hibridarse de manera específica a los ARNm expresados por dicho gen 
diana o a los ADNc correspondientes, o a unos fragmentos de dichos ARNm o dichos ADNc. 
 
En los modos de realización anteriores, los fragmentos de ácido nucleico antes citados consisten ventajosamente en 5 
cebadores nucleotídicos que se hibridan específicamente con los ARNm, los ADNc o unos fragmentos de éstos, 
derivados de cada uno de los genes diana de interés. 
 
En algunos modos de realización, los cebadores nucleotídicos correspondientes están ventajosamente adaptados a 
la determinación del nivel de expresión de los genes diana mediante un método de PCR cuantitativa. 10 
 
Los cebadores nucleotídicos se seleccionan ventajosamente de entre las secuencias siguientes SEC ID nº 32 a 87. 
La utilización de estos cebadores, en la disposición según la invención, se ilustra en los ejemplos. 
 
Según un modo particular de realización, los fragmentos de ácido nucleico o dichos anticuerpos son inmovilizados 15 
sobre un soporte. 
 
En los modos de realización del dispositivo en los que los medios de determinación del nivel de expresión de un gen 
diana consisten en unos ácidos nucleicos, dicho dispositivo consiste así ventajosamente en un chip de ADN, que 
puede ser designado también bajo la denominación de "chip de baja densidad cuantitativa" o "qPFD" (debido al 20 
número limitado de genes diana). 
 
La presente invención se refiere asimismo a unos procedimientos que utilizan el dispositivo según la invención y que 
se presentarán en detalle en la descripción, a saber: 
 25 

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

 
- un procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o 30 

de una parte de tales plantas; 
 
- un procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulación 

de las defensas naturales de una planta de semillero o de una parte de planta de semillero: 
 35 
- un procedimiento para seleccionar una planta o una parte de planta, que presenta un estado de estimulación 

de las defensas naturales susceptible de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés 
biótico y/o abiótico de interés. 

 
Cada uno de estos dispositivos está muy particularmente adaptado para una utilización sobre plantas o partes de 40 
plantas que pertenecen a la familia de las Rosaceae. 
 
Tal como se da a conocer a continuación, la presente invención proporciona por lo tanto un nuevo dispositivo o 
herramienta para determinar y/o estudiar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas, que utiliza 
para ello la determinación del perfil de expresión y/o la detección del perfil de expresión y/o la cuantificación del nivel 45 
de expresión de una combinación de genes diana en una muestra de planta o de parte de planta. 
 
Los inventores han identificado así un conjunto de genes diana contenidos en el genoma de la planta que 
constituyen unos marcadores biológicos aptos para servir de indicadores en el estudio y/o la determinación de la 
presencia y/o del nivel y/o de la intensidad del estado de estimulación de las defensas naturales de una planta o de 50 
una parte de planta. 
 
Los inventores han demostrado que el dispositivo según la invención permite, con un número limitado y determinado 
de marcadores, determinar y/o estudiar el efecto de un compuesto o de una composición de interés y/o de un estrés 
biótico y/o de un estrés abiótico, sobre el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o partes de 55 
plantas tratadas. 
 
Parece que este dispositivo según la invención es particularmente interesante para el estudio de las plantas o de 
partes de plantas del género Rosaceae o Rosáceas, como se ilustra en los ejemplos. 
 60 
Después de definir ciertos términos, la presente invención da a conocer los genes diana específicamente 
seleccionados para el estudio y/o la determinación del estado de estimulación de las defensas naturales de las 
plantas o partes de plantas, y después describe el dispositivo según la invención con los medios para medir y/o 
determinar el nivel o perfil de expresión de dichos genes diana respectivos. 
 65 
Un dispositivo de este tipo presenta numerosas aplicaciones que se desarrollarán también a continuación, en 
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particular (i) la selección y el estudio de compuestos o de composiciones que son aptos para modificar el estado de 
estimulación de las defensas naturales de plantas o de partes de plantas y/o (ii) la selección de plantas o de partes 
de plantas que presentan o que son aptas para presentar un estado particular de estimulación de las defensas 
naturales, por ejemplo tras la aplicación de un compuesto o de una composición de interés y/o de un estrés biótico 
y/o de un estrés abiótico. 5 
 
Definición  
 
Por "planta" se entiende cualquier organismo pluricelular que pertenece al sub-reino de las Tracheobionta, que 
comprende los pteridófitos y los espertomafitos. Por "espermatofitos" se entiende un organismo que pertenece a los 10 
gimnospermas o preferentemente a los angiospermas. Entre los angiospermas, se entienden las monocotiledóneas 
o también las dicotiledóneas y preferentemente los eudicotiledóneas. Por "dicotiledóneas" 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, Po/ygalales, Proteales, Rafflesiales, Rhamnales, Rhizophorales, 15 
Rosales, Santatales, Sapindales. En las especies de las Rosidea, se seleccionará preferentemente una planta de la 
familia de las Rosaceae, incluyendo los manzanos. 
 
Por "muestra" se entiende una muestra biológica que contiene el material biológico que permite detectar la expresión 
de la combinación de genes diana. 20 
 
El material biológico puede comprender en particular unas proteínas y/o unos ácidos nucleicos tales como, en 
particular, los ácidos desoxirribonucleicos (ADN) o los ácidos ribonucleicos (ARN). Este material biológico 
comprende el material específico de los genes diana, tal como en particular los ARNm transcritos por los genes 
diana o las proteínas procedentes de estos ARNm, pero puede también comprender un material no específico de los 25 
genes diana, tales como en particular los ARNm transcritos por los genes diferentes de los genes diana o las 
proteínas procedentes de estos ARNm. Según un modo de realización de la invención, el material biológico 
comprende unos ARN, y aún más 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. 30 
 
Las muestras biológicas abarcan unos fragmentos de tejidos extraídos de la planta, así como los productos 
resultantes de la extracción o la purificación de los ácidos nucleicos (ADN, ARNm) o de las proteínas contenidas en 
dichos fragmentos de tejidos, así como algunos productos de transformación de las sustancias contenidas en dichos 
fragmentos de tejido o en dichos productos de transformación, por ejemplo los ácidos nucleicos de tipo ADNc 35 
obtenidos por transcripción inversa de los ácidos 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 órgano de la planta (tal como una hoja, una yema, una flor, una raíz, un fruto, una semilla o parte de 
éstos) o un tejido de la planta (tal como un meristemo). 40 
 
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 reacción de adaptación y/o de defensa. Los estrés 
medioambientales pueden proceder de seres vivos (se trata de estrés biótico), o de otros factores (se habla 
entonces de estrés abiótico). 45 
 
Los estrés bióticos agrupan en particular el conjunto de los agentes patógenos microbianos, tales como los agentes 
patógenos fúngicos, bacterianos, virales o de plagas, y las infecciones o infestaciones de las cuales son 
responsables. 
 50 
Los estrés abióticos agrupan el conjunto de los estrés de naturaleza física o química, y en particular los estrés 
oxidativos o climáticos; se trata en particular de estrés hídricos, como la falta de agua, o estrés térmicos como el frío 
o el calor. Los estrés oxidativos agrupan el conjunto de los estrés que llevan al aumento de la concentración de 
agentes oxidantes en una planta o una parte de planta. 
 55 
Por "estado de estimulación de defensas naturales" se entiende el desarrollo de un conjunto de modificaciones 
biológicas que confieren a esta planta (i) una resistencia inmediata, en particular LAR o SAR, y/o (ii) una pre-
sensibilización de tipo potencialización gracias a la cual se vuelve capaz de reaccionar más eficazmente a un estrés 
ulterior, biótico o abiótico. 
 60 
El "estado de estimulación de defensas naturales" se refiere también al estatus, actividad o no actividad, de las 
diferentes vías moleculares implicadas en los mecanismos de defensas naturales. 
 
Por "estado de estimulación 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 bióticos y/o estrés 65 
abióticos. La resistencia al estrés puede ser clasificada según diferentes niveles: - sensibilidad, - tolerancia media a 
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una o varias agresiones bióticas o abióticas, y - tolerancia elevada o resistencia total a una o varias agresiones 
bióticas o abióticas. 
 
Por "estado de estimulación 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, 5 
incluyendo la sensibilidad, la resistencia media y la resistencia elevada o una resistencia total a uno o varios agentes 
patógenos. Puede corresponder a una modificación de los síntomas inducidos por unos agentes patógenos de la 
enfermedad (tales como la frecuencia y/o el tamaño de las lesiones, etc.), así como la extensión de la colonización 
de los tejidos por el agente patógeno o el porcentaje de infección, con respecto a los observados en las plantas 
control sensibles y cultivadas con unas enfermedades idénticas. La resistencia a la enfermedad puede también ser 10 
ilustrada por un crecimiento más elevado y/o un rendimiento de las plantas resistentes en comparación con las 
plantas sensibles cuando se cultivan bajo la presión de la enfermedad. 
 
Las expresiones "estado de estimulación de las defensas naturales activado", "estado de estimulación de las 
defensas naturales inducido", "mejora de la resistencia al estrés", "resistencia incrementada a la enfermedad" y 15 
"reacción 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 o a este mismo estrés o a esta misma enfermedad. 
 
Por "estado de estimulación de las defensas naturales activado", "estado de estimulación de las defensas naturales 20 
inducido", se refiere también a cualquier activación/inducción de las vías 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 estimulación de defensas naturales" se entiende en particular un estado "resistente" o 25 
"sensible" a E. amylovora responsable del fuego bacteriano. 
 
Por "determinación y/o estudio del estado de estimulación de las defensas naturales" se entiende tanto (i) la 
determinación y/o el estudio de la existencia o de la ausencia de dicha estimulación de las defensas naturales, como 
(ii) la determinación y/o el estudio del nivel y/o de la intensidad de esta estimulación de las defensas naturales. 30 
 
Por "nivel de expresión de una combinación de genes diana" o "perfil de expresión de una combinación de genes 
diana" se entiende cualquier parámetro o marcador biológico detectable, medible y/o cuantificable, en la planta o 
parte de la planta estudiada, que corresponde, directa o indirectamente, al nivel de expresión de cada uno de los 
genes seleccionados. 35 
 
Los términos "nivel de expresión" incluyen la ausencia y/o la presencia y/o un valor representativo de la cantidad de 
ARN mensajeros ("ARNm" o "mRNA") transcritos a partir del ADN genómico que corresponde a los genes diana 
seleccionados. 
 40 
Por "sobreexpresión" o "activación" de un gen, se entiende un nivel cuantitativo de expresión del marcador de dicho 
gen que está multiplicado por lo menos por 3 con respecto a un nivel cuantitativo de la referencia, más 
preferentemente 4x, 5x, 10x, 20x, 30x o más. 
 
Por "sobreexpresión" o "inactivación" o "represión" de un gen, se entiende un nivel cuantitativo de expresión del 45 
marcador de dicho gen que está dividido por lo menos por 3 con respecto a un nivel cuantitativo de la referencia, 
preferentemente por lo menos 4x, 5x, 10x, 20x, 30x o más, incluso no detectable. 
 
Un nivel de expresión "constante" de un gen corresponde a un nivel cuantitativo de expresión del marcador de dicho 
gen que está comprendido en un campo delimitado por una división por 3 y una multiplicación por 3 de dicho nivel 50 
cuantitativo, con respecto al nivel cuantitativo de la referencia. 
 
El nivel de expresión de los marcadores puede ser "relativo", es decir que la variación de nivel de expresión de uno o 
varios genes se compara con respecto al nivel de expresión de otras muestras, después de la "normalización" de los 
niveles de expresión utilizando por ejemplo unos genes control. 55 
 
El múltiplo de modulación de expresión de cada uno de los genes diana, en sobreexpresión o en sub-expresión, se 
puede medir utilizando por ejemplo unos medios de determinación de tipo PCR cuantitativa, ventajosamente en 
tiempo real, como se ilustra mediante los ejemplos. 
 60 
Los resultados se pueden obtener según el método de ∆∆Ct (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 65 
25:402-408, 2001). 
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El nivel de expresión de los marcadores puede también ser "absoluto" es decir que los niveles de expresión de los 
marcadores se refieren a la cantidad absoluta de dichos marcadores (ARNm) en una muestra. 
 
Según la invención, un "perfil de expresión" o una "firma de expresión" consiste en una representación del conjunto 5 
de los valores de niveles de expresión de cada uno de los genes diana ensayados, para la combinación de genes 
diana ensayados. 
 
Combinación de genes diana utilizados en el disposi tivo según la invención 
 10 
El dispositivo según la invención comprende unos medios para determinar y/o estudiar el nivel de expresión de una 
combinación establecida de genes diana, o dicho de otra manera "un conjunto de genes diana". 
 
Esta combinación según la invención se compone de nueve grupos de genes diana (a) a (i) siguientes: 
 15 

(a) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas PR-proteínas: 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 vía de los 

fenilpropanoides: PAL, CHS, DFR, ANS, PPO; 20 
 
(c) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas enzimas de la vía de los 

isoprenoides: HMGR, FPPS, Far; 
 
(d) un gen diana CSL, que codifica para una enzima del catabolismo de la cisteína; 25 
 
(e) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican para unas enzimas antioxidantes: 

APOX, GST, POX; 
 
(f) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes que codifican unas enzimas implicadas en las 30 

modificaciones de pared: CalS, Pect, CAD; 
 
(g) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes implicados en la vía de señalización del ácido 

salicílico: EDS1, WRKY; 
 35 
(h) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes implicados en la vía de señalización del ácido 

jasmónico: LOX2, JAR, 
 
(i) por lo menos un gen diana seleccionado de entre los genes diana implicados en la vía de señalización el 

etileno: ACCO, EIN3. 40 
 
En la práctica, la sobreexpresión en una muestra ensayada de por lo menos uno de los genes diana, y más 
preferentemente de una combinación 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 
estimulación de las defensas naturales activado o inducido. 45 
 
Estos genes diana seleccionados se presentan más en detalle en la tabla 1 siguiente. 
 

Tabla 1: lista de los genes diana según la invención 
 50 

SEC ID nº Nombre del gen Unigen manzano 
(NCBI) Función del gen 

N° de registro del 
manzano ADNc 

(NCBI) 

1 PR-1 Modelo 3966 
Proteína 1 relacionada con la 

patogénesis AF507974 
Proteína PR 

2 PR-2 Modelo 2984 
Proteína 2 relacionada con la 

patogénesis (glucanasas) AF494404 
Proteína PR 

3 PR-4 Modelo 2382 
Proteína 4 relacionada con la 
patogénesis (de tipo hevein) CN877594 

Proteína PR 

4 PR-5 Modelo 999 
Proteína 5 relacionada con la 

patogénesis (de tipo taumatina, 
osmotina) 

DR998561 
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SEC ID nº Nombre del gen Unigen manzano 
(NCBI) 

Función del gen 
N° de registro del 
manzano ADNc 

(NCBI) 
Proteína PR 

5 PR-8 Modelo 3935 

Proteína 8 relacionada con la 
patogénesis (quitinasa de clase 

III) DQ318214 

Proteína PR 

6 PR-14 Modelo 12217 

Proteína 14 relacionada con la 
patogénesis (proteína de 

transferencia lipídica) CV656658 

Proteína PR 

7 PR-15 - 

Proteína 15 proteína de 
transferencia lipídica (oxalato 

oxidasa) GO500607 

Proteína PR 

8 PAL Modelo 2983 
Fenilalanina amonio-liasa 

AF494403 
Vía de los fenilpropanoides 

9 CHS Modelo 6113 
Chalcona sintasa 

AF494401 
Vía de los fenilpropanoides 

10 DFR Modelo 13736 
Dihidroflavonol reductasa 

AF494390 
Vía de los fenilpropanoides 

11 ANS Modelo 2932 
Antocianidina sintasa 

DQ156905 
Vía de los fenilpropanoides 

12 PPO Modelo 2905 
Polifenol oxidasa 

L29450 
Vía de los fenilpropanoides 

13 HMGR Modelo 2960 
Hidroximetil glutarato-CoA 

reductasa AY043490 
Vía de los isoprenoides 

14 FPPS Modelo 2964 
Farnesil pirofosfato sintasa 

AY083165 
Vía de los isoprenoides 

15 Far Modelo 3011 
(E,E)-alfa-farneseno sintasa 

EB111255 
Vía de los isoprenoides 

16 CSL Modelo 12560 
C-S-liasa 

AY347795 
Catabolismo de la cisteína 

17 APOX Modelo 1891 
Ascorbato peroxidasa 

CN928974 
Sistema antioxidante 

18 GST Modelo 12372 
Glutatión S-transferasa 

FE969955 
Sistema antioxidante 

19 POX Modelo 11566 
Peroxidasa 

CN913385 
Sistema antioxidante 

20 CalS Modelo 12945 
Calosa sintasa 

CN496203 
Modificación parietal 

21 Pect Modelo 15511 
Pectina-metilesterasa 

CV628630 
Modificación parietal 

22 CAD Modelo 2625 
Cinamil alcohol deshidrogenasa 

AF053084 
Modificación parietal 

23 EDS1 Modelo 1759 
Proteína de de resistencia a la 

enfermedad EDS1 CN949066 
Señalización del ácido salicílico 

24 WRKY - 
factor 30 de transcripción 

WRKY AY347836 
Señalización del ácido salicílico 

25 LOX2 Modelo 10456 
Lipoxigenasa AtLOX2 

CN941066 Señalización del ácido 
jasmónico 

26 JAR Modelo 2326 
Resistente al jasmonato 1 

CN879199 Señalización del ácido 
jasmónico 

27 ACCO Modelo 3241 
1-aminociclopropeno-1-

carboxilato oxidasa AB086888 
Señalización del etileno 
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SEC ID nº Nombre del gen Unigen manzano 
(NCBI) 

Función del gen 
N° de registro del 
manzano ADNc 

(NCBI) 

28 EIN3 Modelo 12601 
PROTEÍNA 1 DE TIPO F-BOX 

EIN3 CV082047 
Señalización del etileno 

29 TuA Modelo 3499 
Tubulin alpha-1 chain 

CO065788 
Gen de referencia 

30 Actina Modelo 701 
Actina 7 

CV151413 
Gen de referencia 

31 GAPDH Modelo 1683 
GlIceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa CN494000 
Gen de referencia 

 
Entre estos genes, se pueden distinguir unos genes cuya función es conocida pero que nunca se han puesto en 
relación con los mecanismos de defensas naturales en las Rosáceas, por ejemplo el gen CSL. 
 
Los genes TuA, Actina y GAPDH constituyen unos genes marcadores cuyo nivel de expresión es independiente del 5 
estado de estimulación de las defensas naturales. Estos genes son citados en la presente memoria únicamente a 
título de ejemplo. Dichos genes "reporteros" permiten corregir el nivel de expresión determinado para cada uno de 
los genes diana. 
 
En la presente descripción, las denominaciones empleadas para designar cada uno de los genes diana 10 
corresponden a una denominación internacional reconocida, que se encuentran en particular en las bases de datos 
de secuencias de genes y de secuencias de proteínas, 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. 
 15 
Los genes diana en cuestión son también definidos respectivamente por las secuencias editables a partir de los 
números de registro Unigene especificados en la tabla 1. 
 
Los genes diana según la invención designan también las "variantes" o "unigenes" o alelos que corresponden a 
estas secuencias. 20 
 
Las variantes incluyen las secuencias, o genes, homólogas u ortólogas encontradas preferentemente en los géneros 
o las variedades de Rosáceas diferentes de Malus domestica. 
 
Más generalmente, las variantes incluyen ventajosamente también las secuencias, o genes, homólogas u ortólogas 25 
que se encuentran en cualquier otra planta, preferentemente en cualquier organismo perteneciente al sub-reino de 
las Tracheobionta, más preferentemente perteneciente a los espermatofitos, más preferentemente a los 
angiospermas, más preferentemente a las dicotiledóneas y más preferentemente a Rosidea. 
 
El término "ortólogo" u "homólogo" para una secuencia, un gen o una proteína, se refiere en la presente memoria a 30 
la secuencia, al gen o a la proteína, homóloga que se encuentra en otra especie, que presenta la misma función que 
la secuencia, el gen o la proteína 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 
común por especiación). Dichas secuencias o genes ortólogos pueden así ser identificados en otras especies 
vegetales mediante una técnica de comparación de secuencias (por ejemplo basadas en el porcentaje de identidad 35 
de secuencias sobre la secuencia entera o sobre dominios específicos) y/o de análisis funcional. 
 
Dichas secuencias ortólogas se han identificado por ejemplo en otros géneros de la familia de las Rosáceas. 
 
La tabla 2A siguiente precisa el número de registro en la base de datos GenBank propuesta por el National Center 40 
for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA), de cada una de las secuencias ortólogas identificadas. 
 

Tabla 2A: Secuencias ortólogas para los genes diana según la invención 
 

n° Nombre del gen Ortólogo en las 
Fragaria 

Ortólogo en los 
Prunus 

Ortólogo en los 
Pyrus 

Ortólogo en las 
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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n° Nombre del gen Ortólogo en las 
Fragaria 

Ortólogo en los 
Prunus 

Ortólogo en los 
Pyrus 

Ortólogo en las 
Rosa 

5 PR-8 
 CV051978   

DY672350 CV052812 AJ504863 BI977412 
6 PR-14 DY673738 AM290861 AF195216 EC589716 
7 PR-15 DY673400 GR410635 - EC586210 

8 PAL 
CO817421    
EX684393 CV046544 - - 

9 CHS 
AI795154 CB820023   
DY667960 FE969272 FK939234 CF349759 

10 DFR 
DY672493 CV046853   
EX661062 CB819555 DB999982 - 

11 ANS CX661854 BU039495 FK939239 BI977949 

12 PPO 
DY667415    
EX674603 CV045870 AJ504916 - 

13 HMGR 
DY669718 AM290185   
EX659154 FC861452 - BQ106200 

14 FPPS 
DY669331    
EX660570 DY644308 - BQ104581 

15 Far DY675841 DY646265 - CF349900 

16 CSL 
 AJ533335   

CO817796 BU047350 - - 

17 APOX 
CX661243 CV045878  EC586214 
CX661894 GE653243 GR957944 BI978785 

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 

23 EDS1 
 DY652698   

DY673255 FC866180 - CF349463 
24 WRKY EX687984 AJ873733 - - 
25 LOX2 DY674691 BU046906 - CF349741 
26 JAR DY667416 FC864077 - - 

27 ACCO 
CX662198    
EX670124 AJ833064 DB999960 EC588379 

28 EIN3 DY666956 EE488205 - - 

29 TuA 
DY671340   BQ106089 
DY674254 BU042671 - BQ105408 

30 Actina 
DY668010 DY650839  BQ104395 
EX688327 CV044868 - BI977396 

31 GAPDH 
DY667270 DW357797  BI978153 
DY667095 DW350728 - BQ104075 

 
De la misma manera, el dispositivo según la invención podría 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 título indicativo, unas secuencias ortólogas, que corresponden a los genes diana, se han identificado por ejemplo 5 
en Vitis vinifera. 
 
La tabla 2B siguiente precisa el número 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 ortólogas identificadas. 10 
 

Tabla 2B 
 

Nombre del gen 
Ortólogo en Vitis vinifera (Vid) 

n° de registro EST (NCBI) n° de registro gen (genoscop e) 
PR-1 EE253686.1 GSVIVT01037005001 
PR-2 GO652966.1 GSVIVT01033538001 
PR-4 FG984977.1 GSVIVT01036279001 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



14 

Nombre del gen 
Ortólogo 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 según la invención son también definidos por las secuencias SEC ID nº 1 a 28, que corresponden a 
sus ADNc respectivos, o por las variantes de dichas secuencias según la definición anterior. 
 
Las secuencias correspondientes también se pueden consultar en la base de datos GenBank (NCBI), mediante unos 5 
números de registro precisados en la tabla 1. 
 
Para la noción de "variante" se puede hacer referencia a las definiciones desarrolladas anteriormente. 
 
Los genes diana según la invención son también designados por las proteínas que codifican, respectivamente. 10 
 
Las secuencias peptídicas 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 números de registro precisados en la tabla 1. 
 
Según un modo de realización preferido, el dispositivo según la invención comprende unos medios para determinar 15 
y/o estudiar el nivel de expresión de por lo menos dos genes en cada uno de los grupos (a), (b), (c), (e), (f), (g), (h) y 
(i) antes citados. 
 
Este modo de realización preferido ofrece en particular las ventajas siguientes: 
 20 

- si los genes diana de un mismo grupo están co-regulados (es sobre todo el caso de los genes de las vías de 
señalización, que son frecuentemente activados de manera transitoria), pueden tener una expresión 
secuencial, y el hecho de seleccionar uno sólo aumenta el riesgo de concluir que hay una ausencia de 
modulación de esta vía (si las extracciones no se efectúan en el momento correcto para un gen dado); 

 25 
- si los genes diana de un mismo grupo no están co-regulados (este es particularmente el caso de las 

proteínas PR, así como de las enzimas de la vía de los fenilpropanoides, para el gen PPO por un lado, PAL 
por otro, y por último el grupo CHS, DFR y ANS), se vuelve entonces arbitrario para seleccionar sólo uno; 

 
- permite seguir las expresiones de varios genes diana en cada grupo, la redundancia de información sobre el 30 

nivel de expresión de más de un gen diana que pertenece a un grupo dado aumenta más la fiabilidad de los 
resultados. 

 
Más precisamente, entre los genes diana anteriores, el dispositivo según la invención permite ventajosamente el 
estudio y/o el análisis de la expresión de una por lo menos de las combinaciones siguientes de genes: 35 
 

- para el grupo (a), uno por lo menos de los genes siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 o PR-8, combinado con uno 
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por lo menos de los genes siguientes PR-5, PR-14 o 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, 5 
 
- para el grupo (e), el gen APOX y por lo menos uno de los genes siguientes: GST y/o POX. 

 
Según un modo de realización preferido, la combinación de genes diana estudiada en el dispositivo según la 
invención es la siguiente: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, PR-15, PAL, CHS, DFR, ANS, PPO, HMGR, FPPS, 10 
Far, CSL, APOX, GST, POX, CalS, Pect, CAD, EDS1, WRKY, LOX2, JAR, ACCO y EIN3. 
 
Dispositivo según la invención, y medios para deter minar y/o estudiar el nivel de expresión de una 
combinación de genes diana según la invención 
 15 
Características generales del dispositivo según la invención 
 
La presente invención abarca el dispositivo o la herramienta, ventajosamente en forma de un estuche o de un "kit" 
para determinar y/o estudiar el estado de estimulación de las defensas naturales en una muestra de plantas o de 
partes de plantas, en particular de plantas de Rosaceae y más en particular de manzanos. 20 
 
Dichos dispositivos de detección y de cuantificación se basan en la preparación de una mezcla de reacción 
destinada a contener los marcadores biológicos de interés y los reactivos específicos apropiados, en condiciones 
adaptadas y durante un tiempo suficiente para permitir que el marcador y su reactivo específico interactúen y se 
enlacen, y formen así un complejo que puede ser retirado y/o detectado en dicha mezcla de reacción. 25 
 
El dispositivo según la invención contiene para eso unos medios adecuados para detectar cualquier marcador 
biológico detectable, medible y/o cuantificable, en la planta o parte de planta estudiada, que corresponde, directa o 
indirectamente, al nivel de expresión de cada uno de los genes seleccionados. 
 30 
Según un modo de realización preferido, los ácidos nucleicos (por ejemplo ARNm o ADNc) constituyen los 
marcadores de expresión de cada uno de los genes diana de interés. 
 
El método de detección del dispositivo de acuerdo con la invención se basa entonces ventajosamente en la 
detección de ARNm, de ADNc en la muestra. 35 
 
Los medios de detección comprenden así ventajosamente unos reactivos o ligandos, o agentes o compuestos, o 
composiciones que comprenden, o que consisten en, un conjunto de reactivos específicos, siendo cada uno de ellos 
capaz de unirse específicamente con un marcador biológico de interés, ventajosamente de tipo ácido nucleico, que 
es representativo del nivel de expresión de uno de los genes diana. 40 
 
Los reactivos adecuados para unirse con unos marcadores de tipo ácido nucleico, en particular un ARNm o un 
ADNc, incluyen los ácidos nucleicos de secuencias complementarias. 
 
Por ejemplo, unos reactivos adaptados para detectar/cuantificar unos ácidos nucleicos marcadores pueden incluir (i) 45 
unos oligonucleótidos (marcados o no marcados) fijados a un soporte, (ii) unos oligonucleótidos marcados no fijados 
con un soporte, (iii) un par de cebadores para una técnica PCR o similar. 
 
El estuche o el kit según la invención contiene también cualquier compuesto adicional apropiado, útil para la 
realización de la invención. 50 
 
Por ejemplo, el dispositivo puede contener unos fluidos o unos medios para la hibridación de ácidos nucleicos 
complementarios. 
 
De manera general, los dispositivos en cuestión comprenden por ejemplo varios reactivos específicos que son 55 
capaces de detectar la expresión de los genes diana según la invención, que pueden ser asociados con unas 
muestras control, unas placas de microtitulación, unos tubos Eppendorf, un manual de empleo, etc. 
 
Los elementos constitutivos del dispositivo según la invención se presentan más en detalle a continuación. 
 60 
Medios para determinar el nivel de expresión de los genes diana en el dispositivo según la invención 
 
El dispositivo según la invención comprende por lo tanto unos medios para cuantificar y/o determinar la expresión de 
los genes diana antes citados. 
 65 
Así, se puede emplear en la presente memoria cualquier medio para detectar y/o cuantificar un ácido nucleico en 
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una muestra biológica. 
 
En este caso, los medios de determinación del nivel o del perfil de expresión de cada gen diana se seleccionan 
ventajosamente de ente los fragmentos de ácido nucleico, seleccionados de entre aquellos capaces de hibridarse de 
manera específica a los ARNm expresados por cada uno de los genes diana, o a los ADNc correspondientes, o a 5 
fragmentos de dichos ARNm o de dichos ADNc. 
 
En la práctica, la cuantificación del nivel de expresión de cada gen diana comprende las etapas siguientes: 
 

(a) la preparación de una muestra de ácidos nucleicos (ARNm y/o ADNc), a partir de una planta o de una parte 10 
de planta, y 

 
(b) la hibridación de los ARNm/ADNc de la muestra preparada, con unos medios de determinación que 

comprenden uno o varios reactivos de referencia (polinucleótidos de tipo sonda(s) o cebador(es) en 
particular) contenidos en el dispositivo según la invención. 15 

 
La muestra de ácidos nucleicos se puede obtener a partir de una parte de la planta (por ejemplo una hoja, raíces, 
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. 
 20 
Así, en una primera fase, se extraen unas partes de plantas, y eventualmente se ponen en común, antes de las 
etapas de aislamiento de la muestra de ácidos nucleicos, o de las etapas de detección. 
 
La muestra de ácidos nucleicos se extrae preferentemente de las células, por ejemplo utilizando unos métodos 
estándares de extracción de los ácidos nucleicos. 25 
 
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 ácidos nucleicos, en la que los marcadores 
transcritos son detectados y/o cuantificados. 
 30 
A partir de la muestra preparada, el dispositivo según la invención permite cuantificar el nivel de expresión en ARNm 
(o de los ADNc correspondientes), que corresponden a los genes diana antes citados. 
 
Según un modo preferido de realización, el dispositivo según la invención está adaptado para estudiar la expresión 
de genes diana en base a marcadores de tipo nucleicos. 35 
 
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 ácidos nucleicos es preferentemente una muestra de ARNm o de ARN total o de ADNc. 40 
 
Los ADNc pueden ser, de manera opcional, amplificados por la utilización de cualquier método basado en las 
reacciones de polimerización en cadena, antes de la hibridación con el o los polinucleótidos de referencia; de 
manera alternativa, estos ADNc no son amplificados. 
 45 
Para la evaluación del nivel de transcripción de los genes diana en cuestión, los medios de determinación pueden 
basarse por ejemplo en (i) los métodos de amplificación del tipo PCR cuantitativa, preferentemente el método de RT-
PCR cuantitativa, o (ii) los métodos de hibridación de ácidos nucleicos, por ejemplo en forma de chips de ADN o 
"hybridation microarray". 
 50 
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 transcripción inversa o RT-qPCR (véanse Czechowski et al., 2004, 55 
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 medición permite la detección de un nivel relativo o absoluto de expresión del ARNm de los genes 
diana en la muestra. 60 
 
Un dispositivo de este tipo que emplea una técnica de qPCR se describe más en detalle a continuación, y se 
presenta una aplicación práctica en los ejemplos. 
 
De manera alternativa, la determinación se obtiene clásicamente por la puesta en contacto de la muestra de ácidos 65 
nucleicos con un soporte en el que se fijan una pluralidad de polinucleótidos que comprenden unas secuencias 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



17 

complementarias (por ejemplo por lo menos 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 500 o más residuos o bases 
nucleotídicas) a la secuencia de cada uno de los ácidos nucleicos o polinucleótidos marcadores. 
 
Estos polinucleótidos fijados comprenden una secuencia que posee una especificidad de hibridación en condiciones 
determinadas para formar un complejo de hibridación con el marcador nucleico de un gen diana. 5 
 
Según la presenta invención, el marcador específico del gen diana puede ser (i) una secuencia nucleotídica 
comprendida en un ARN mensajero procedente del gen diana (se habla entonces de ARNm específico del gen 
diana), (ii) una secuencia nucleotídica comprendida en un ADN complementario obtenido por transcripción inversa 
de dicho ARN mensajero (se habla entonces de ADNc específico del gen diana), o también (iii) una secuencia 10 
nucleotídica comprendida en un ARN complementario obtenido por transcripción de dicho ADNc, tal como se ha 
descrito anteriormente (se hablará entonces de ARNc específico del gen diana). 
 
Aunque los diferentes polinucleótidos marcadores fijados son detectables independientemente sobre un mismo 
soporte (por ejemplo por la utilización de diferentes cromóforos o fluoróforos, o fijados en diferentes posiciones 15 
seleccionadas de dicho soporte), los niveles de expresión de una pluralidad de marcadores pueden ser estudiados 
simultáneamente sobre este soporte único. 
 
Unos métodos apropiados para la detección y la cuantificación por biochips de polinucleótidos fijados están descritos 
en el estado de la técnica y pueden por ejemplo ser encontrados en: Applications of DNA Microarrays in Biology. 20 
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 ácido nucleico a un soporte sólido en sitios 
conocidos o "direcciones". 25 
 
Las moléculas de ácido nucleico fijadas son complementarias de las secuencias nucleotídicas según la invención, y 
en particular de las secuencias SEC ID nº 1 a 28, y se conoce el emplazamiento de cada ácido nucleico sobre el 
chip. 
 30 
Estos chips con polinucleótidos fijados pueden, por ejemplo, ser realizados utilizando unos métodos (i) de depósito 
de sondas pre-sintetizadas, (ii) de síntesis in situ o (iii) de fotolitografía. 
 
Los métodos para generar unos polinucleotídicos marcados y para la hibridación 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. 35 
(1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols (Greene Publishing Associates, Inc, y John Wiley & 
Sons, Inc, New York, 1994 Supplement)). 
 
En el dispositivo según la invención, la hibridación entre dos ácidos nucleicos está ventajosamente realizada en 
condiciones de hibridación rigurosas. 40 
 
El nivel de expresión, obtenido por la aplicación del dispositivo según la invención, 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 señal radioactiva o fluorescente emitida por el material ADNc generado por un análisis PCR del 
contenido en ARN mensajero de la muestra estudiada, que incluye unas técnicas de análisis PCR en tiempo real del 45 
ARN mensajero contenido en la muestra. 
 
Aún de manera alternativa, este valor de la expresión de los genes se puede expresar como una unidad arbitraria 
corregida por el nivel de expresión de uno o varios genes de referencia denominados "reporteros") que no están 
modificados en la muestra por el estado de estimulación de las defensas naturales. 50 
 
En este último caso, el valor de la expresión de cada gen diana se puede expresar como la diferencia (deltaCT) 
entre (i) la cantidad de un ARNm que forma un marcador biológico 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. 55 
 
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 continuación se detallan dos dispositivos preferidos, sin que ello constituya una limitación en las técnicas 60 
susceptibles de ser empleadas para el dispositivo según la invención. 
 
Cuantificación biológica de transcritos marcadores, por amplificación de ácidos nucleicos. 
 
El dispositivo según la invención comprende ventajosamente unos medios para determinar el nivel de expresión de 65 
la combinación antes citada de genes diana, por amplificación de ácidos nucleicos transcritos (ARNm o ADNc) en el 
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ámbito de una técnica denominada de PCR cuantitativa. 
 
La reacción de polimerización en cadena (PCR o "Polymerase Chain Reaction") es un método altamente eficaz para 
dicha cuantificación de ácidos nucleicos que constituyen los marcadores biológicos. 
 5 
Para realizar dichas amplificaciones de ácidos nucleicos en un objetivo de cuantificación de los marcadores 
biológicos de interés, los medios de determinación según la invención comprenden un conjunto de pares de 
cebadores, siendo cada par de cebadores adecuado para fijarse y amplificar específicamente con una diana ARNm 
o con una diana ADNc. 
 10 
Según esta técnica, los ARN totales son extraídos 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 específicamente con cada uno de los ácidos nucleicos marcadores puede 15 
ser diseñado 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 
amplificación de un fragmento de ADN. 
 20 
Unos pares de cebadores degenerados o específicos para la amplificación de los ácidos nucleicos SEC ID nº 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 nucleótidos y presentan una 25 
identidad de por lo menos el 80%, preferentemente el 90% y aún más preferentemente el 95%, y más 
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 específicos de cada una de las secuencias SEC ID nº 1 a 28 son designados por 30 
las secuencias SEC ID nº 32 a 87 (tabla 3 en la parte Ejemplo). 
 
Además, unos ejemplos de cebadores específicos de los genes de referencia SEC ID nº 29 a 31 son designados por 
las secuencias SEC ID nº 88 a 93 (tabla 3). 
 35 
Los medios de determinación comprenden también unas polimerasas, preferentemente la Taq polimerasa, pero 
puede ser cualquier otra enzima que presenta una actividad polimerasa y utilizable en las condiciones de realización 
de la PCR. 
 
Durante la reacción de amplificación, se detecta el producto de reacción, designado también bajo la denominación 40 
de amplímero o amplicón. 
 
La cantidad de ARNm transcrito para cada gen diana se mide mediante unos medios que permiten la aplicación del 
método denominado de PCR cuantitativa o QPCR. 
 45 
La PCR cuantitativa permite la cuantificación de una cantidad inicial de ADN, ADNc o ARN en la muestra preparada. 
 
Para ello, se basa en la detección de un compuesto fluorescente reportero, cuya intensidad de señal aumenta 
cuando el producto de la PCR se acumula con cada ciclo de amplificación. 
 50 
Los medios de determinación comprenden así unos compuestos fluorescentes reporteros, es decir unos compuestos 
que se enlazan al ADN bicatenario (por ejemplo en el caso de una técnica SYBR Green I) o unas sondas específicas 
(por ejemplo en el caso de una técnica TaqMan®, de una técnica HybProbes (FRET) o hibridación de 2 sondas, de 
una técnica Molecular Beacons o balizas moleculares, y de una técnica Scorpion o cebadores Escorpio). 
 55 
Para aplicar esta técnica PCR en el ámbito de la presente invención, 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). 60 
 
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 detección por QPCR es que el análisis de los productos de PCR se lleva a cabo 65 
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 contaminación para los análisis 
ulteriores. Esta detección tiene lugar ventajosamente en plena fase exponencial de PCR y no en el punto final; este 
principio de detección es por lo tanto más sensible y más específico. 
 
Además, la cuantificación del número de dianas iniciales en la reacción es muy fiable y reproducible. La detección 5 
del producto de PCR se realiza durante los ciclos PCR. 
 
Un modo de realización particular para la cuantificación de dichos marcadores biológicos, en base a un dispositivo 
que utiliza una técnica de cuantificación por amplificación, se da a conocer en los ejemplos siguientes. 
 10 
Planta o parte de planta estudiada mediante el dispo sitivo según la invención 
 
El dispositivo según la invención se muestra en particular interesante para el estudio de plantas, o de partes de 
plantas, que pertenecen a la familia de las Rosaceae o Rosáceas. 
 15 
Este dispositivo será en particular interesante para estudiar unas plantas, o partes de plantas, seleccionadas de 
entre una de las sub-familias siguientes: las Amygdaloideae (familia del melocotón), las Maloideae (familia del 
manzano), las Rosoideae (familia del rosal) y las Spiraeoideae (familia de la espírea). 
 
Más precisamente aún, el dispositivo según la invención será interesante para estudiar unas plantas, o partes de 20 
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, 25 
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, 30 
Spenceria, Spiraea, Spiraeanthus, Stephanandra, Taihangia, Tetraglochin, Torminalis, Vauquelinia, Waldsteinia, 
Xerospiraea. 
 
Preferentemente, el dispositivo según la invención está 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, 35 
Rosa canina, Fragaria, Rubus idaeus, Rubus fruticosus agg, Mespilus germanica, Prunus persica, Rubus 
chamaemorus, Pyrus communis, Malus domestica, Prunus domestica. 
 
Aún más preferentemente, el dispositivo está destinado al estudio del manzano, o Malus domestica. 
 40 
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 según la invenció n 
 45 
De manera general, el dispositivo según la invención se puede emplear para el estudio del estado de estimulación 
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 práctica, el perfil de expresión de una pluralidad de muestras de ácidos nucleicos, que proceden de varias 
plantas y/o partes de plantas, se determina por medio de un dispositivo o de una serie de dispositivos según la 50 
invención. 
 
Este comportamiento permite tener en cuenta unas eventuales variaciones en la expresión de los genes entre las 
plantas y/o partes de plantas, y así obtener unos resultados fiables. 
 55 
Paralelamente, se estudian y se analizan ventajosamente unas muestras control con los dispositivos según la 
invención. 
 
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 estimulación de las defensas naturales es conocido. 60 
 
Así, las muestras de control pueden proceder de plantas o de partes de plantas que son no tratadas y no 
estresadas, o 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 estimulación de las defensas naturales de vegetales de interés (que 65 
tienen un estado de estimulación de las defensas naturales desconocido), las muestras obtenidas a partir de estas 
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plantas o partes de plantas se compararán con unas muestras que proceden de plantas o partes de plantas cuyo 
estado de estimulación de las defensas naturales es conocido. 
 
Así, se pueden analizar varias muestras por medio del dispositivo según la invención, tales como unas muestras de 
ácidos nucleicos que proceden (i) de plantas o partes de plantas cuyo estado de estimulación de las defensas 5 
naturales es conocido, (ii) de plantas o partes de plantas cuyo estado de estimulación de las defensas naturales es 
desconocido, (iii) de plantas o partes de plantas sometidas previamente a por lo menos un estrés biótico y/o abiótico 
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. 
 10 
El dispositivo según la invención puede así ser utilizado en un conjunto de procedimiento, algunos de los cuales se 
presentan en detalle a continuación. 
 
Procedimiento para identificar un perfil de expresión de una combinación de genes dianas 
 15 
Una primera aplicación del dispositivo según la invención es la identificación de perfiles de expresión de la 
combinación antes citada de genes diana, también designados "firmas" que permitirían determinar, o por lo menos 
evaluar, el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas. 
 
El procedimiento para identificar un perfil de expresión de una combinación de genes diana comprende las etapas 20 
siguientes: 
 

(i) determinar el perfil de expresión de una combinación de genes diana por medio del dispositivo según la 
invención, sobre un conjunto de plantas, o partes de plantas, que pertenece ventajosamente a la familia de 
las Rosaceae cuyo estado de estimulación de las defensas naturales es conocido, y después 25 

 
(ii) determinar un perfil de expresión de interés de dicha combinación de genes diana que corresponde a un 

estado determinado de estimulación de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas, que 
parte de los datos procedentes de la etapa (i). 

 30 
Por medio del dispositivo según la invención y durante la etapa (i), se obtiene por lo menos un valor cuantitativo de 
expresión para cada uno de los marcadores biológicos utilizados. 
 
La obtención de varios valores cuantitativos, para cada marcador biológico utilizado, permite un pronóstico más 
preciso del estado de estimulación de las defensas naturales. 35 
 
Estas cuantificaciones se utilizan en unas muestras de plantas o de partes de plantas cuyo estado de estimulación 
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 40 
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 45 

naturales. 
 
Por ejemplo, para obtener unas muestras representativas de un estrés biótico, se puede pulverizar peróxido de 
hidrógeno sobre las plantas o partes de plantas. 
 50 
Para obtener unos controles negativos, se puede pulverizar agua osmotizada sobre las plantas o partes de plantas. 
 
Para obtener unas muestras representativas de una protección frente al fuego bacteriano, se puede aplicar Bion® 
sobre las plantas o partes de plantas. 
 55 
La etapa (ii) consiste en comparar los valores cuantitativos obtenidos en la etapa (i) para cada marcador biológico. 
 
Los valores de expresión de referencia para cada uno de los genes diana pueden así ser determinados. 
 
Constituyen juntas "un perfil de referencia" que es pertinente para distinguir y/o identificar y/o determinar una 60 
modificación del estado de estimulación de las defensas naturales. 
 
Cada perfil de referencia determinado para dicha combinación de marcadores biológicos está así correlacionado con 
un estado de estimulación de las defensas naturales. 
 65 
Según un modo de realización ventajoso, los perfiles de referencia, para la combinación de marcadores biológicos 
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según la invención, pueden ser predeterminados por la realización de un procedimiento que comprende las etapas 
siguientes: 
 

a) proporcionar por lo menos una colección de muestras de plantas o de partes de plantas, cuyo estado de 
estimulación de las defensas naturales está determinado; 5 

 
b) cuantificar por medio del dispositivo según la invención, para cada muestra proporcionada en la etapa a), el 

nivel de expresión de dichos marcadores biológicos, por el cual se obtiene una serie de valores cuantitativos 
para los marcadores biológicos de dicha colección de muestra; 

 10 
c) determinar, a partir de dicha serie de valores de cuantificación obtenidos al final de la etapa b), una 

correlación entre un perfil determinado de expresión de dichos marcadores biológicos y un estado específico 
de estimulación de las defensas naturales. 

 
Algunos perfiles de expresión interesantes, obtenidos por medio del dispositivo según la invención, están presentes 15 
en los ejemplos. 
 
Procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales 
 
El dispositivo según la invención tiene también el interés de poder ser utilizado en el ámbito de un procedimiento 20 
para el análisis del estado de estimulación de las defensas naturales de una planta o parte de planta. 
 
El procedimiento para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales de una planta 
comprende las etapas siguientes: 
 25 

(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 expresión de una combinación de genes diana en dicha muestra extraída en la etapa 30 

(i), por medio del dispositivo según la invención, 
 
(iii) comparar el perfil de expresión obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión de referencia. 
 
(iv) determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de 35 

planta, a partir de dicho perfil de expresión obtenido durante la etapa (ii). 
 
El perfil de expresión obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo según la invención, se compara con un perfil 
de expresión de referencia que corresponde a los valores observados para unas muestras de plantas o de partes de 
plantas seleccionadas ventajosamente de entre: 40 
 

- 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 45 
 
- las muestras de plantas o de partes de plantas sometidas a un estimulador de las defensas naturales (por 

ejemplo Bion®). 
 
En particular, la sobreexpresión de por lo menos un gen diana, y más preferentemente de una combinación de 50 
genes diana, en una muestra estudiada, en comparación 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 estimulación de las defensas naturales activado o inducido. 
 
Asimismo, la expresión constante de por lo menos un gen diana, y más preferentemente de una combinación de 55 
genes diana, en una muestra estudiada, en comparación 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 estimulación de las defensas naturales activado o inducido. 
 
Procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulación de las 60 
defensas naturales 
 
Existe la necesidad de nuevos agentes estimuladores de defensas naturales, y de métodos fiables y fáciles para el 
cribado de un gran número de compuestos biológicos o químicos, o de composiciones, para su utilización como 
agentes estimuladores de defensas naturales. 65 
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Existe también la necesidad de verificar la actividad biológica de compuestos o de composiciones presentados como 
estimuladores de defensas naturales. 
 
El dispositivo según la invención constituye una herramienta particularmente interesante para identificar dichos 
compuestos biológicos o químicos, o dichas composiciones que contienen estos compuestos biológicos o químicos, 5 
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 según la invención permite en particular cribar cualquier compuesto activo o composición activa, 
biológica o química, empleada en el campo de la agricultura, preferentemente la arboricultura y más 10 
preferentemente en el campo de las Maloideae. 
 
La identificación de dicho efecto suplementario permitiría evitar los tratamientos redundantes (en particular por la 
aplicación 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 vías moleculares que regulan). 15 
 
El procedimiento de realización del dispositivo según la invención 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 biológicos o químicos, o de composiciones que comprenden uno o 20 
varios compuestos biológicos o químicos, 

 
(ii) la determinación del perfil de expresión de la combinación de genes diana en una muestra extraída a partir de 

dicha planta tratada o de dicha parte de planta tratada tras la etapa (i), por medio del dispositivo según la 
invención, 25 

 
(iii) la comparación del perfil de expresión obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión de referencia, para 

determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 
(iv) la selección positiva de dicha sustancia, si la comparación en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia 30 

ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta de 
semillero o de dicha parte de planta de semillero. 

 
En la etapa (i), cualquier compuesto biológico o químico, o cualquier composición que comprende uno o varios 
compuestos biológicos o químicos, pueden ser puestos en contacto con las plantas o partes de plantas. 35 
 
Por lo menos dos compuestos y/o composiciones diferentes pueden ser puestos en contacto simultánea o 
sucesivamente, con las plantas o partes de plantas. 
 
Preferentemente, cada compuesto o composición se pone en contacto físico con una o varias plantas individuales. 40 
 
Este contacto puede ser realizado también por diferentes medios, tales como la pulverización, el cepillado, la 
aplicación de soluciones o de sólidos en o sobre la tierra, en la fase gaseosa que rodea las plantas o partes de 
plantas, por inmersión, etc.  
 45 
Los compuestos o composiciones ensayados pueden ser sólidos, líquidos, semisólidos o gaseosos. 
 
Los compuestos o composiciones ensayados pueden ser sintetizados artificialmente o naturales, como las proteínas, 
fragmentos de proteínas, compuestos orgánicos volátiles, plantas o animales o extractos de microorganismo, los 
metabolitos, los azúcares, las grasas y aceites, los microorganismos como los virus, bacterias, hongos, etc. 50 
 
El compuesto o la composición biológica comprenden también, o está constituido por, uno o varios microorganismos, 
o uno o varios extractos de plantas. 
 
El perfil de expresión obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo según la invención, se compara según un 55 
método descrito anteriormente, es decir por ejemplo con un perfil de expresión 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 60 

 
- 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®). 65 
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En particular, la sobreexpresión de por lo menos un gen diana, y más preferentemente de una combinación de 
genes diana, en una muestra estudiada, en comparación 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 estimulación de las defensas naturales debido a la acción del compuesto 
ensayado o de la composición ensayada. 5 
 
Por ejemplo, la sobreexpresión de la combinación 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 estimulación de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la familia de las 
Rosaceae, que asegura una protección frente a un estrés biótico. 10 
 
Preferentemente, este perfil de expresión permite la selección de una sustancia que tiene la propiedad de generar 
un estado de estimulación de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la 
familia de las Rosaceae que asegura una protección frente a Erwinia amylovora. 
 15 
En particular, esta sobreepxresión para cada uno de los genes diana antes citados consiste en un nivel de 
sobreexpresión relativa (ventajosamente con respecto a un tratamiento con agua) superior a 3 (o log2 (expresión 
relativa)>1,58). 
 
Asimismo, la expresión constante de por lo menos un gen diana, y más preferentemente de una combinación de 20 
genes diana, en una muestra estudiada, en comparación 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 estimulación de las defensas naturales debido a la acción del compuesto ensayado o a la composición 
ensayada. 
 25 
La planta o parte de planta tratada puede ser sometida eventualmente simultáneamente a un estrés abiótico 
(medioambiental) con el fin de estudiar el efecto de condiciones de cultivo estresantes sobre la eficacia de los 
estimuladores de defensas naturales. 
 
La herramienta según la invención puede permitir seleccionar y distinguir unos compuestos estimuladores directos y 30 
unos compuestos potencializadores. 
 
Para ello, se puede estudiar por ejemplo el cambio del perfil de expresión de los genes diana tras la aplicación de un 
estrés biótico, con o sin aplicación previa de un compuesto o de una composición de interés. 
 35 
La sobreexpresión de una combinación de genes diana en una muestra después de la aplicación de un estrés 
biótico, en comparación con muestras de plantas o de partes de plantas no sometidas a tal estrés biótico, permite 
identificar los compuestos potencializadores (o por lo menos susceptibles de tener dicho efecto potencializador). 
 
Procedimiento para seleccionar una planta o una parte de planta 40 
 
La presente invención se refiere también a la identificación y a la selección de plantas que pertenecen 
ventajosamente a la familia de las Rosaceae, que presenta un estado particular de estimulación de las defensas 
naturales, ya sea este estado obtenido: 
 45 

(a) naturalmente (por crecimiento o utilización 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 aplicación de un compuesto o de una composición estimuladora de las defensas naturales; y/o 50 
 
(c) tras la aplicación de uno o varios estrés biótico(s) y/o abiótico(s). 

 
En efecto, el dispositivo según la invención constituye una herramienta interesante para seleccionar una planta, que 
pertenece preferentemente a la familia de las Rosaceae, que presenta un estado de estimulación de las defensas 55 
naturales susceptibles de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biótico y/o abiótico de 
interés. 
 
Un método para seleccionar una planta o parte de la planta que tiene un estado de estimulación de las defensas 
naturales mejorado (y por lo tanto con resistencia reforzada a los estrés bióticos y/o abióticos) puede comprender las 60 
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, 

 65 
(ii) determinar el perfil de expresión de una combinación de genes diana en una muestra extraída a partir de 
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dicha planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo según la invención, 
 
(iii) comparar el perfil de expresión obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión de referencia, para 

determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 5 
(iv) seleccionar positivamente dicha planta si la comparación con la etapa (iii) muestra que dicha planta o dicha 

parte de planta posee un estado de estimulación de las defensas naturales susceptible de conferirles una 
resistencia mejorada a por lo menos un estrés biótico u/o abiótico de interés. 

 
La planta o parte de la planta seleccionada en la etapa (iv) comprende ventajosamente un estado particular de 10 
estimulación de las defensas naturales en presencia de agentes estimuladores de las defensas naturales y/o de 
estrés biótico y/o de estrés abiótico. 
 
El perfil de expresión obtenido en la etapa (ii), por medio del dispositivo según la invención, se compara según un 
método descrito anteriormente, es decir por ejemplo con un perfil de expresión de referencia que corresponde a los 15 
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; 

 20 
- 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 sobreexpresión de por lo menos un gen diana, y más preferentemente de una combinación de genes diana, en 25 
una muestra estudiada, en comparación 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 estimulación de las defensas naturales susceptible de presentar una resistencia mejorada a por lo menos un 
estrés biótico y/o abiótico de interés. 
 30 
El dispositivo según la invención permite así cribar los genotipos para su reactividad a los productos SDN. 
 
Secuencias 
 

SEC ID nº 1 a 31: secuencias de los ADNc procedentes de los genes diana y de los genes de referencias; 35 
 
SEC ID nº 32 a 93: secuencias de cebadores PCR para la amplificación de las secuencias SEC ID nº 1 a 31. 

 
Figuras  
 40 

Figura 1: Eficacia de protección 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; Representación diagramas de cajas, indicando estos 
últimos los intervalos de confianza de las medianas (P=0,05); Por lo menos seis repeticiones biológicas de 10 45 
siembras de 2 experimentos independientes. 
 
Figura 2: A) Modulación de la expresión de los 28 genes de la herramienta en unas hojas de 4 variedades de 
manzano (retoños injertados) 3 días después del tratamiento con Bion o con agua. Diferencias de expresión con 
respecto a una extracción efectuada el D0 sobre unas plantas no tratadas de cada genotipo. Una repetición 50 
biológica. B) Eficacia media de protección frente al fuego bacteriano efectuada en paralelo (n=12). 

 
Ejemplo 
 
Material: 55 
 
Dispositivo según la invención 
 
Placa de microtitulación de 96 pocillos lista para su empleo, que contiene los pares de cebadores SEC ID nº 32 a 93 
para (i) los 28 genes diana SEC ID nº 1 a 28 y (ii) los 3 genes de referencia SEC ID nº 29 a 31, (repartidos en tres 60 
pocillos por cada par) en forma deshidratada (evaporación durante una noche a 60ºC) y en cantidad suficiente para 
alcanzar las concentraciones finales óptimas detalladas en la tabla 3 siguiente. 
 

Tabla 3: Cebadores y concentraciones óptimas para la técnica PCR 
 65 

Nombre del gen Cebadores SEC ID Tamaño amplicón (pb) Concentración óptima (nm) 
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Nombre del gen Cebadores SEC ID Tamaño amplicón (pb) Concentración óptima (nm) 

PR-1 
PR1-di 32 

167 200 
PR1-re 33 

PR-2 
PR2-di 34 

152 400 
PR2-re 35 

PR-4 
PR4-di 36 

123 200 
PR4-re 37 

PR-5 
PR5-di 38 

100 600 
PR5-re 39 

PR-8 
PR8-di 40 

173 200 
PR8-re 41 

PR-14 
PR14-di 42 

192 200 
PR14-re 43 

PR-15 
PR15-di 44 

132 200 
PR15-re 45 

PAL 
PAL-di 46 

133 200 
PAL-re 47 

CHS 
CHS-di 48 

234 100 
CHS-re 49 

DFR 
DFR-di 50 

239 200 
DFR-re 51 

ANS 
ANS-di 52 

298 200 
ANS-re 53 

PPO 
PPO-di 54 

124 200 
PPO-re 55 

HMGR 
HMGR-di 56 

206 400 
HMGR-re 57 

FPPS 
FPPS-di 58 

255 200 
FPPS-re 59 

Far 
Far-di 60 

161 200 
Far-re 61 

CSL 
CSL-di 62 

134 200 
CSL-re 63 

APOX 
APX-di 64 

185 200 
APX-re 65 

GST 
GST-di 66 

185 200 
GST-re 67 

POX 
POX-di 68 

197 100 
POX-re 69 

CalS 
CalS-di 70 

176 200 
CalS-re 71 

Pect 
Pect-di 72 

173 300 
Pect-re 73 

CAD 
CAD-di 74 

85 200 
CAD-re 75 

EDS1 
EDS1-di 76 

269 200 
EDS1-re 77 

WRKY 
WRKY-di 78 

171 200 
WRKY-re 79 

LOX2 
LOX2-di 80 

199 100 
LOX2-re 81 

JAR 
JAR-di 82 

118 200 
JAR-re 83 

ACCO 
ACCO-di 84 

193 200 
ACCO-re 85 

EIN3 
EIN3-di 86 

212 400 
EIN3-re 87 

TuA 
TuA-di 88 

118 300 
TuA-re 89 

Actin 
Actin-di 90 

140 100 
Actin-re 91 

GAPDH 
GAPDH-di 92 

103 300 
GAPDH-re 93 
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Ensayo 1 - Expresión relativa de los genes de defensa  en unas hojas de manzanos sometidas a diferentes 
tratamientos 
 
Protocolo: 5 
 
La expresión de los 28 genes diana se siguió (i) en unas hojas de plántulas de manzano (obtenidas por polinización 
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 abióticos, así como (ii) en unas hojas de retoños injertados de dos 
genotipos de manzano, Evereste y MM106 (véase Venisse et al. Molecular Plant-Microbe Interactions 15, 1204-10 
1212, 2002), después de la infección por Erwinia amylovora, agente del fuego bacteriano. 
 
El protocolo aplicado comprende las etapas 1 a 7 siguientes: 
 

1) tratamiento de las plantas de semillero por pulverización, riego o infiltración del producto (o de agua 15 
osmotizada para los controles negativos). 

 
Los diversos tratamientos se aplicaron de la siguiente manera: 

 
- Baba (a.i. 95% ácido DL-ß-amino-n-butírico, Sigma ref A-2004) aplicado por riego de una solución 10 mM 20 

(5 ml por maceta de 150 ml), 
 
- Bion® (a.i. 50% acibenzolar-S-metilo, Syngenta) aplicado por pulverización hasta escurrido de una 

solución a 0,4 g/l, 
 25 
- Rhodofix® (a.i. 1% ácido α-naftilacético, Nufarm SAS) aplicado por pulverización hasta escurrido de una 

solución a 1,5 g/l, 
 
- Régalis® (a.i. 10% prohexadion-calcio, BASF Agro, BASF Agro) aplicado por pulverización hasta escurrido 

de una solución a 2,5 g/l, 30 
 
- PRM® 12 RP (a.i. 11,3% etefón, Bayer CropScience) aplicado por pulverización hasta escurrido de una 

solución a 3 ml/l, 
 
- MeJA (a.i. 95% metilo jasmonato, Aldrich ref. 39,270-7) aplicado por riego de una solución 10 mM (5 ml 35 

por maceta de 150 ml), 
 
- deshidratación aplicada por detención del riego, 
 
- PEG (a.i. polietilenglicol 6000, Merck ref. 807491) aplicado por imbibición hasta saturación de la tierra (2 40 

veces 3 mn) con la ayuda de una solución al 36%, 
 
- Paraquat (a.i. paraquat dicloruro x-hidrato PESTANAL®, Fluka ref. 36541) aplicado por pulverización hasta 

escurrido de una solución 100 µM, 
 45 
- H2O2 (a.i. 30% peróxido de hidrógeno) aplicado por pulverización hasta escurrido de una solución a 

10 ml/l, 
 
- E. amylovora aplicado por infiltración de una suspensión de la cepa CFBP1430 añadida a 107 cfu/ml. 

 50 
2) Pulverización opcional de peróxido de hidrógeno 24h después de la etapa 1), para imitar el ataque por un 

patógeno (lo que permite diferenciar los estimuladores directos y los potencializadores). 
 
3) Extracciones de tejidos 24h, 48h y 72h después del tratamiento. 
 55 
4) Congelación inmediata de los tejidos en el nitrógeno líquido y conservación a -80ºC. 
 
5) Extracción de ARN, transcripción inversa, verificación de ausencia de ADN genómico según Venisse et al. 

(Molecular Plant-Microbe Interactions 15, 1204-1212, 2002). 
 60 
6) Amplificación por PCR cuantitativa de cada extracto preparando la mezcla siguiente: 5 µg de ADNc, X µl de 

mezcla qPCR según las instrucciones del proveedor, y csp 2500 µl de agua ultrapura, distribuyéndolo a razón 
de 25 µl por pocillos de la placa de 96 pocillos listo para su empleo, y efectuando la amplificación según un 
programa qPCR de 40 ciclos. 

 65 
7) Explotación de los resultados según el método del ∆∆Ct 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). 

 5 
Los resultados de expresión de los 28 genes diana están 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" (extraídos en los mismos 
tiempos) transformados en log de base 2 (J=día, h=hora). 
 
Estos resultados se distribuyen en tres tablas, únicamente en aras de la presentación. 10 
 
Resultados 
 

a) los productos Bion, Rhodofix y Régalis muestran una activación bastante similar de la combinación 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 15 
niveles de sobreexpresión relativa (con respecto al agua) frecuentemente superiores a 3 (o log2 (expresión 
relativa)>1,58, tablas 4 a 6). 

 
Estos tres productos aseguran por otra parte una protección significativa y reproducible frente al fuego 
bacteriano. 20 
 
Es interesante señalar que entre estos 3 productos, sólo el Bion (análogo del ácido salicílico) está 
homologado como SDN (en unas especies diferentes del manzano). 
 
Los inventores han mostrado ya su eficacia de protección frente al fuego bacteriano, pero también frente a la 25 
sarna del manzano y el pulgón ceniciento, protección correlacionada con la acumulación de algunas 
proteínas de defensas (Brisset et al., 2000 y 2005). 
 
El Rhodofix (análogo de auxina) es un aclarador utilizado en los huertos de manzano para aligerar la carga en 
frutos. 30 
 
Según los presentes ensayos, este producto tendría asimismo unos efectos de estimulación de defensa, lo 
cual nunca se ha descrito. 
 
En cuanto al Régalis (inhibidor de giberelinas por inhibición de dioxigenasas), éste se utiliza también en los 35 
huertos de manzano como reductor de crecimiento de los brotes. 
 
Los inventores han demostrado ya su capacidad de protección frente al fuego bacteriano, que podía estar 
relacionada con la reducción de crecimiento (Brisset et al., 2005). 
 40 
Los análisis de expresión de genes muestran que tiene asimismo la capacidad de inducir unas defensas, en 
particular de tipo proteínas PR, lo cual, una vez más, no se ha descrito jamás. 

 
b) los dos productos MeJA y PRM 12 muestran por su lado una activación bastante similar de una combinación 

de genes de defensa: PR-14, PAL, CHS, DFR, CSL, Pect, ACCO y EIN3 con unos niveles de sobreexpresión 45 
relativa con respecto al agua frecuentemente superiores a 3 (o log2(expresión relativa)>1,58, tablas 4 a 6). 

 
A nivel de protección, estos dos productos muestran una eficacia muy variable según los ensayos, pero, en el 
mejor de los casos, no alcanza jamás la eficacia de los productos Bion, Rhodofix y Régalis. 
 50 
Se señala que PRM 12 (análogo del etileno) es asimismo un aclarador utilizado en los huertos de manzano. 
 
A la vista de los presentes resultados, el Rhodofix se debería de preferir al PRM 12 por su doble función de 
aclarador y de estimulador de defensas. 

 55 
c) el Baba aplicado en las condiciones experimentales (riego) en el marco de la presente memoria muestra poco 

efecto sobre las modulaciones de genes y ningún efecto de protección frente al fuego bacteriano. 
 

Por lo tanto, representa un control negativo en los experimentos. Valida asimismo la utilización de H2O2 en el 
modo de realización. En efecto, el Baba se conoce como potencializador y no como estimulador directo, 60 
siendo su acción sobre las defensas revelada sólo después del estrés provocado por un agente patógeno. 
 
En este modo de realización, la acción de este último está estimulada por la aplicación de H2O2. Los 
resultados muestran bien que este tratamiento suplementario activa la expresión de algunos genes (POX, 
Pect por ejemplo) que no son activados por el único tratamiento Baba. 65 
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Este fenómeno no obstante no se observa claramente para los otros estimuladores, que parecen por lo tanto 
ser más bien unos estimuladores directos. 

 
d) Visto en su conjunto, los resultados obtenidos con los 6 productos tipo SDN parecen indicar que la 

sobreexpresión de los genes PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR, Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y 5 
WRKY (ventajosamente con niveles de expresión relativa, con respecto al agua, superiores a 3) permite 
asegurar una protección significativa frente al fuego bacteriano en condiciones controladas. 

 
Sin embargo, la sobreexpresión de los genes PR-14, PAL, CHS, DFR, CSL, Pect, ACCO y EIN3 (con niveles 
de expresión relativa con respecto al agua ventajosamente superiores a 3) no permite asegurar esta 10 
protección. 

 
e) los estrés abióticos se han aplicado para responder a dos preguntas: i) ¿se pueden tener unos artefactos 

sobre la expresión de los genes de defensa si los experimentos de productos tipo SDN se desarrollan en 
condiciones medioambientales más difíciles para las plantas? (es decir observar unas activaciones de genes 15 
que se deben a las condiciones estresantes y no a los SDN) y ii) ¿unas condiciones medioambientales 
estresantes impiden la reacción de las plantas a los SDN? (lo cual tendría entonces un impacto para el éxito 
de los tratamientos en huertos). 

 
Los resultados actuales responden en parte a la primera pregunta. Los estrés hídricos (deshidratación), 20 
osmóticos (PEG) y poco oxidantes (H2O2 - que sirven también de control para los ensayos de 
potencialización) modulan sólo débilmente las expresiones de los genes diana. Sólo un fuerte estrés oxidante 
(paraquat = herbicida que provoca la producción de ion superóxido) activa fuertemente algunos genes pero 
en su conjunto, las activaciones son más débiles que las obtenidas con el Bion por ejemplo. 

 25 
f) las respuestas de los genes a una infección 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 más baja, en particular para los genes de proteínas PR. 

 
Como la bacteria reprime en gran medida los genes de las vías del ácido jasmónico y de los fenilpropanoides, se 30 
podría esperar que los productos que provocan el efecto inverso de tipo MeJA o PRM 12 sean eficaces en términos 
de protección, lo cual no es el caso en nuestras condiciones experimentales. 
 
Los resultados en su conjunto muestran, al contrario, que los productos que aseguran una protección significativa 
activan la misma combinación de genes que la bacteria en sí (PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8 PR-14 HMGR Far, 35 
CSL, POX, Pect EDS1 y WRKY). 
 

Tabla 4 
 

Expresión relativa de los genes de defensa en unas hojas de manzanos sometidas a diferentes tratamientos (SDN 40 
potenciales, estrés abióticos, infección por E. amylovora) 

 
Tratamientos Tiempo de extracción PR-1 PR-2 PR-4 PR-5 PR-8 PR-14 PR-15 PAL ANS 

Baba 

-H2O2 

D2 1,85 3,04 3,00 2,75 0,02 -0,29 1,84 0,42 1,28 
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 
D3 2,08 -1,69 -0,57 0,86 -0,52 3,90 1,82 0,29 -0,10 

+H2O2 

D2 5,93 8,90 6,58 2,84 3,33 6,56 084 029 1,41 
D2 0,08 -0,98 0,16 0,40 0,39 -2,63 0,71 0,55 2,12 
D3 2,71 4,26 -2,18 1,91 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 

Bion 

-H2O2 

D2 8,37 6,89 8,61 5,77 6,07 3,31 1,88 -0,14 1,51 
D2 3,20 9,64 7,17 1,02 3,50 3,75 1,61 1,11 0,21 
D3 5.99 7,99 5,43 4,46 2,23 4,09 -1,98 -1,29 -1,56 
D3 2,14 1.61 8,07 3,88 1,62 049 4,96 -0,15 0,14 

+H2O2 

D2 8,53 11,96 10,25 6,52 5,57 2,22 4,09 -0,25 -0,15 
D2 3,87 6,36 5,10 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 5,35 7,07 8,03 5,68 3,62 4,52 3,60 0,83 0,14 

Rhodofix 
-H2O2 

D2 2,61 9,34 6,87 1,75 3,16 5,43 0,98 1,78 2,40 
D3 5,99 7,56 9,06 3,15 3,56 6,59 2,93 0,32 0,77 

+H2O2 
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 -H2O2 
D2 4,76 3,80 3,25 2,42 4,07 7,55 2,77 0,22 1,31 
D2 2,08 5,91 3,45 -0,84 2,29 3,31 1,12 1,36 0,77 
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Tratamientos Tiempo de extracción 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 1,91 6,20 1,37 0,58 2,70 

+H2O2 

D2 4,02 11,09 8,82 4,24 4,07 5,07 063 0,81 2,37 
D2 1,85 1,57 6,39 -1,92 2,72 4,80 6,12 2,69 1,92 
D3 4,00 8,88 2,56 1,46 1,00 4,66 3,73 -0,51 -1,58 
D3 1,99 0,07 2,72 1,66 -0,39 2,50 0,54 0,12 0,06 

PRM12 
-H2O2 

D2 0,34 2,00 0,96 0,61 0,37 0,16 0,30 0,41 0,19 
D3 1,13 -1,11 5,13 -0,73 2,56 5,92 5,40 4,10 4,49 

+H2O2 
D2 2,41 1,94 0,14 -0,17 0,91 1,90 2,46 1,38 3,45 
D3 1,89 -2,70 0,21 1,64 -0,30 5,05 3,13 -0,33 2,86 

MeJA 
-H2O2 

D2 1,56 4,03 2,68 -0,59 1,85 3,45 -0,19 3,17 2,31 
D3 2,35 3,69 2,63 1.49 1.00 5,09 1.21 1,66 1,58 

+H2O2 
D2 0,40 3,89 1,25 -2,09 1,41 -0,64 3,20 3,36 3,29 
D3 2,84 0,66 2,84 -1,22 1.51 3,66 2,77 2,01 1,44 

Deshidratación 

D2 -2,01 -1,80 -4,15 0,57 0,39 -2,11 1,82 -2,26 0,60 
D4 -0,91 -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 -1,54 -1,25 

D10 0,47 -1,06 -3,33 2,49 2,15 3,09 2,66 -2,12 -1,24 

PEG 

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 
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 1,51 -2,10 0,21 

D10 0.16 -1.62 2,30 -1.38 1,63 5,71 1,61 -2,72 -1.37 

Paraquat 
D1 0,55 4,09 7,10 0,00 0,00 2,61 0,00 1,99 0,00 
D2 3,00 5,88 6,93 -3,05 5,12 6,04 4,77 2,56 -2,09 
D3 0,54 2,53 6,63 -8,56 5,36 1,28 -0,34 0,66 -0,78 

H2O2 

D2 2,44 4,75 2,53 3,02 0,83 -1,92 -0,20 1,91 -0,58 
D2 -2,09 3,92 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 

E. amylovora 

6h 4,82 7,68 6,71 1,45 5,90 4,20 6,54 1,49 -2,33 
6h 1,56 1,28 4,30 5,49 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 -0,65 2,91 -0,65 3,82 2,00 9,00 -0,63 -2,17 

 
Tabla 5 

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

estrés abióticos, infección por E. amylovora) 5 
 

Tratamientos Tiempo de extracción CHS DFR PPO HMGR FPPS Far CSL APOX GST 

Baba 

-H2O2 

D2 0,27 0,64 -0,06 1,22 -0,02 0,85 -0,37 0,02 0,05 
D2 0,29 093 -1,07 -0,67 -0,41 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 
D3 0,31 072 1,24 -0,52 0,56 -1,03 1,34 0,11 -0,14 

+H2O2 

D2 -0,50 -0,28 -2,03 2,50 0,60 1,91 1,50 1,49 0,14 
D2 1,18 1,17 -1,09 -1,67 -0,79 -1,50 0,36 1,76 -0,71 
D3 -0,47 0,42 -0,67 1,98 1,46 1,25 -0,34 1,20 0,88 
D3 0,12 073 1,87 -0,09 -0,08 -0,31 0,56 2,41 -0,27 

Bion 

-H2O2 

D2 -0,36 -0,09 1,78 3,27 -1,44 4,65 4,37 1,49 0,64 
D2 1,50 2,12 5,84 2,30 1,01 2,22 4,44 0,11 1,81 
D3 -1,36 -0,49 1,65 4,30 1,59 3,82 4,71 -0,34 1,24 
D3 -0,95 -0,13 4,27 1,21 0.74 2,13 4,05 1,09 0,36 

+H2O2 

D2 -0,87 1,18 -0,39 5,25 1,78 4,75 5,08 1,98 0,93 
D2 1,57 1,44 2,22 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 2,30 3,97 2,74 1,14 

Rhodofix 
-H2O2 

D2 1,79 2,28 1,63 0,93 -0,45 1,98 2,99 -1,09 1,76 
D3 0,60 1,89 3,86 1,57 0,54 2,53 4,13 -1 04 1,59 

+H2O2 D2 1,71 1,74 1,84 0,13 -021 1,64 2,93 0,34 1,58 
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Tratamientos Tiempo de extracción CHS DFR PPO HMGR FPPS Far CSL APOX GST 
D3 0,50 1.68 3,01 1,52 0,55 1,71 4,55 -0,20 1,18 

Régalis 

-H2O2 

D2 0,16 0,63 -0,16 1,72 0,11 2,12 0,35 1,25 1,09 
D2 1,83 2,13 0,41 -0,04 -022 0,76 1,87 0,39 1 56 
D3 022 0,67 0,57 2,90 1,42 1,79 1,90 -0,73 2,28 
D3 0,83 2,32 1,15 0,31 0,14 -0,20 2,15 -1,34 1,52 

+H2O2 

D2 0,14 0,67 -1,85 3,50 1,10 2,43 1,63 1,63 1,48 
D2 2,88 3,35 4,53 -0,92 0,22 0,59 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 

PRM12 
-H2O2 

D2 0,08 0,23 1,59 0,23 0,46 -0,18 0,59 0,53 0,48 
D3 3,78 4,60 5,67 1,41 0,62 0,57 4,12 1,15 1,88 

+H2O2 
D2 1,96 1,98 -058 -1,17 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 

MeJA 
-H2O2 

D2 2,97 2,92 1,28 1,49 0,00 2,34 2,29 -3,00 1,00 
D3 1,22 1,55 0,78 1,16 0,13 1,51 1,81 0,95 -0,15 

+H2O2 
D2 3,73 3,43 0,80 -0,38 -0,07 0,74 2,26 1,87 0,47 
D3 1,47 1,36 1,23 0,60 0,43 0,39 1,46 2,11 0,87 

Deshidratación 

D2 0,73 1,83 -1,22 0,38 -1,48 2,62 -0,41 -1,40 -2,02 
D4 2,34 2,06 -0,69 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 -3,63 1,64 0,50 1,90 -1,55 

PEG 

D1 0,93 0,87 0,37 -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 -0,67 0,78 1,76 1,66 -2,51 1,06 -0,15 -1,37 -0,73 
D3 0,64 2,42 -1,57 0,20 -0,79 1,45 2,23 1,31 -0,39 
D4 1,96 1,80 1,17 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 -4,63 -2,01 1,65 -1,06 -0.82 

Paraquat 
D1 -1,56 -0,74 0,67 2,85 1,02 2,76 2,29 0,00 1,99 
D2 -1,49 -1,14 6,27 1,20 0,15 2,30 4,42 2,01 1,83 
D3 -2,04 -2,09 4,63 -0.24 -1,83 1,85 5,43 1.48 0,80 

H2O2 

D2 0,35 0,50 -1,99 2,70 1,94 2,37 0,53 0,41 -0,81 
D2 1,33 0,80 -0,71 -0,07 -1,18 -0,97 -0,02 0,38 -0,02 
D3 -0,51 -0,73 -1,75 3,13 1,96 0,51 -0,38 -1,38 0,33 
D3 -0,09 0,57 1,24 1,37 0,85 2,02 1,64 0,77 0,40 

E. amylovora 

6h -2,67 -1,16 6,27 4,71 5,12 6,13 4,94 -2,33 4,10 
6h -4,28 -4,32 6,18 2,86 2,64 4,46 3,90 0,61 2,53 

24h -1,32 -0,16 7,60 3,71 2,52 3,58 5,20 -0,82 3,24 
24h -2,85 -1,79 8,04 2,68 1,78 5,68 3,70 -2,17 3,43 

 
Tabla 6 

 

Baba 

-H2O2 

J2 0,44 -0,45 0,19 -0,04 0,41 -1,51 0,37 -0,80 0,10 -0,09 
J2 1,57 0,26 0,66 -1,38 0,08 -0,34 -0,61 0,56 -0,26 3,15 
J3 -1,16 0,71 0,00 -0,73 0,16 -1,33 -0,69 -0,29 0,00 -0,65 
J3 0,95 -0,30 0,35 1,66 -1,70 2,55 0,09 0,29 0,43 0,41 

+H2O2 

J2 2,20 -0,87 0,75 2,04 1,13 0,34 0,10 -0,44 1,14 0,60 
J2 2,28 -0,16 0,44 -1,76 -0,69 -1,71 -0,41 -0,16 2,13 1,94 
J3 1,41 -0,15 2,10 2,96 0,97 0,27 -0,62 1,52 0,64 1,69 
J3 3,22 -0,29 1,88 2,11 -0,58 -0,35 0,09 1,02 2,14 1,32 

Bion 

-H2O2 

J2 3,76 -0,36 1,31 2,63 3,21 1,67 -0,75 -1,13 1,28 -0,64 
J2 2,77 0,56 -0,27 -0,32 3,65 4,54 -1,00 -1,32 2,24 2,03 
J3 3,56 -0,30 0,49 1,61 3,26 2,22 -1,18 -0,57 1,36 0,05 
J3 4,65 0,34 0,89 0,99 2,50 4,79 0,00 -0,62 0,69 0,22 

+H2O2 

J2 4,75 -1,34 0,97 2,35 3,50 2,08 -1,78 -1,39 1,60 -0,09 
J2 1,76 0,28 0,06 0,50 2,74 3,47 0,31 -0,32 3,40 2,22 
J3 1,72 -1,08 0,94 1,89 4,09 1,77 -1,71 -1,46 1,78 -0,70 
J3 5,67 0,31 1,27 3,73 4,15 7,33 0,16 0.87 3,01 1,67 

Rhodofix 
-H2O2 

J2 3,68 009 0,44 1,68 2,49 0,38 0,39 -1,04 0,98 2,03 
J3 6,80 -0,10 0,51 2,97 3,04 4,50 -009 -1,54 2,42 -0,13 

+H2O2 
J2 4,84 0,15 090 -0,18 2,16 2,19 0,19 -0,60 2,68 1,42 
J3 5,52 -026 1,11 2,66 1,12 4,09 0,40 0,20 4,22 0,89 
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Régalis 

-H2O2 

J2 2,92 063 0,39 3,00 2,14 1,84 -059 -0,14 0,93 1,52 
J2 2,94 0,63 -0,46 0,30 1,43 0,52 -0,15 -0,10 1,81 1,56 
J3 1,50 0,82 0,19 1,63 3,43 -0,99 0,20 -0,66 0,66 -0,44 
J3 5,21 0,78 -0,07 2,72 1,49 1,08 0,25 -0,38 1,52 -0,17 

+H2O2 

J2 4,60 -054 0,17 3,65 1,40 -0,35 -1,07 -1,78 1,27 0,68 
J2 2,65 0,68 -0,72 -1,86 0,76 2,12 0,44 -0,64 2,81 0,91 
J3 2,10 -0,31 0,58 0,44 2,50 -0,96 0,10 -0,27 0,85 -1,09 
J3 1,28 -0,04 0,51 1,12 0,01 -0,02 0,89 -3,59 3,40 0,66 

PRM12 
-H2O2 

J2 0,56 0,67 0,78 0,29 0,34 -1,70 -0,39 -0,34 0,93 2,56 
J3 3,25 0,94 1,05 -0,90 -0,13 4,08 1,72 0,40 2,23 0,59 

+H2O2 
J2 3,59 0,36 0,30 1,47 -0,50 -0,94 -0,24 -0,22 3,56 2,74 
J3 2,52 0,00 1,24 4,88 -0,32 1,27 0,13 1,03 4,56 2,32 

MeJA 
-H2O2 

J2 0,66 1,52 0,05 0,98 1,91 1,25 1,60 1,25 1,92 3,82 
J3 3,86 0,01 1,14 3,87 1,22 0,85 1,45 0,63 1,96 1,22 

+H2O2 
J2 2,84 0,70 0,48 -2,02 -0,17 -0,06 1,51 0,73 3,48 2,54 
J3 4,29 0,35 1,48 2,16 0,98 3,46 1,99 1,61 2,28 1,80 

Deshidratación 

J2 -0,03 -0,89 0,23 -1,95 -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 1,54 -048 -0,53 2,56 0,13 0,63 1,85 -0,46 0,03 -1,23 

J10 2,44 -043 0,12 4,46 0,23 -0,39 2,06 0,04 1,74 091 

PEG 

J1 0,00 0,59 0,00 0,00 0,24 -1,23 1,51 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 -0,52 0,38 -1,23 -0,92 -0,10 2,19 -0,46 -0,56 -1,82 
J3 -3,29 -031 -089 -098 0,96 3,41 0,41 -1,00 0,51 -0,36 
J4 0,81 0,86 0,43 2,37 -1,62 -1,24 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 -2,50 0,58 -0,08 0,56 -2,40 -1,11 1,00 -1,66 1,16 -0,07 

Paraquat 
J1 0,00 0,04 0,00 0,00 0,83 4,01 -0,58 0,00 -1,33 0,00 
J2 4,26 0,27 0,42 2,17 2,89 6,37 -0,54 -0,81 0,02 0,21 
J3 -0,53 -0,51 0,01 -2,82 2,28 2,76 -2,37 -2,46 0,41 -0,11 

H2O2 

J2 1,07 -1,64 1,67 -0,44 1,42 -0,04 0,18 1,09 0,89 1,44 
J2 1,06 0,29 0,27 -1,62 -0,36 -0,12 -0,45 -0,27 1,36 1,53 
J3 -0,26 -0,72 -0,10 0,71 0,19 -2,26 0,16 -0,56 0,30 -0,26 
J3 1,88 -0,54 0,93 1,65 2,08 4,02 0,42 0,43 0,84 0,41 

E. amylovora 

6h 2,76 1,95 1,31 -1,27 1,36 6,02 -4,60 -3,83 1,66 5,00 
6h 3,64 1,63 2,92 -0,60 2,03 8,29 -4,63 -0,19 1,37 6,02 

24h -0,79 1,81 0,09 -3,72 1,25 2,13 -3,50 -2,34 1,31 1,74 
24h 1,12 2,46 -0,42 -5,98 0,91 2,51 -2,57 -5,31 1,11 0,97 

 
Ensayo 2 - Validación de la pertinencia de los genes seleccionados a partir de 10 SDN 
 
Protocolo: 
 5 
Los productos ensayados se enumeran en la tabla 7. Se trata de 10 candidatos SDN, así como un antibiótico (la 
Plantomicina). 
 

Tabla 7 
 10 

Productos ensayados Materia activa 
Concentración 
ensayada * Observaciones 

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

Régalis (BASF) Prohexadiona-Ca 2,5 g/l Regulador de crecimiento análogo 
ácido 2-oxoglutárico 

Rhodofix (Nufarm) ∞-Naftil ácido acético 1,5 g/l Aclarador análogo a la auxina 

Stifénia (S.O.F.T.) Extracto de semillas de 
fénugrec 10 g/l SDN 

V-Plaask (Plaaskem) Derivados SA + fertilizador 10 ml/l Fertilizador y SDN 
Plantomicina Estreptomicina 0,56 g/l Antibiótico 
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* Concentración en producto formulado 
 
* Para el análisis de defensas 
 
Los ensayos se llevan a cabo en condiciones semicontroladas en invernadero (23ºC día/17ºC noche, iluminación 5 
natural, completamente neón), sobre plántulas 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 D0, con 
pulverizador de aire comprimido. 10 
 
La mitad de estas plantas se pulveriza con peróxido de hidrógeno (dilución a la 200ª de una solución al 30%) con 
pulverizador manual a D1 (D0 + 1 día) 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). 15 
 
Unas extracciones de discos foliares (10 discos de 0,6 cm de diámetro sobre 5 hojas F1 agrupadas/extracción) se 
efectúan el D0 (plántulas no tratadas = calibrador), después el D1 (antes del tratamiento con peróxido de hidrógeno), 
y finalmente el día D2 (D0 + 2 días) y D3 (D0 + 3 días) sobre los lotes, o no, con peróxido de hidrógeno. 
 20 
Los discos foliares son inmediatamente congelados en nitrógeno líquido y conservados a -80ºC hasta la extracción 
de los ARN. Estos últimos son retrotranscritos en ADNc y los niveles de expresión de genes de defensa se siguen 
por qPCR (SYBR Green) con la ayuda de la herramienta según la invención. 
 
Se han realizado tres ensayos biológicos para el conjunto de los productos. 25 
 
Los niveles de expresión relativa son calculados con el método de ∆∆Ct: se trata de expresiones relativas con 
respecto al calibrador (D0) 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 log2 para dar el mismo peso a las inducciones y a las represiones de genes. 30 
 
* Para el análisis del poder de protección 
 
Estos mismos productos se ensayaron por su poder de protección frente al fuego bacteriano de la manera siguiente. 
 35 
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 días o 4 horas antes de la 
inoculación artificial por E. amylovora (parcelas de 3x10 plántulas por producto y por tiempo de tratamiento-40 
inoculación). 
 
El día de la inoculación, la hoja más joven desarrollada (F1) de cada plántula (que ya se haya tratado 4 días antes 
por los productos, o que esté a punto de recibir un tratamiento denominado "-4h") se daña con la ayuda de un 
escalpelo (2 cortes paralelos en el 1/3 inferior de la hoja, y perpendiculares a la nervadura principal). 45 
 
Se realizan entonces los tratamientos "-4h". 
 
Cuatro horas después del tratamiento, una suspensión bacteriana de la cepa CFBP1430 de E. amylovora, preparada 
en agua estéril a 108 cfu/ml, se inocula por pulverización (con pulverizador a presión) sobre el conjunto de las 50 
plantas tratadas 4 días o 4 horas antes, y dañadas 4 horas antes. 
 
La codificación de los síntomas, es decir la presencia de una necrosis que ha evolucionado sobre el tallo a partir de 
la hoja dañada, se realiza 3 semanas después de la inoculación. El porcentaje de plantas infectadas se calcula en 
cada parcela de 10 plantas y se refiere a la media de los porcentajes de infección obtenidos para las 3 parcelas 55 
control "agua" del mismo ensayo (infección relativa). Las distribuciones de los porcentajes de infección relativa 
obtenidos (intra e inter-experimentos) esetám representadas por unos diagramas de cajas de Tuckey: la mediana se 
representa mediante la línea 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). 
 60 
Se han realizado por lo menos dos ensayos independientes sobre el conjunto de los productos. 
 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



33 

Resultados: 
 
* Análisis de las defensas 
 
Los resultados de expresión media de los 28 genes diana están detallados en las tablas 8 y 9 siguientes; estos 5 
resultados están distribuidos en varias tablas, únicamente en aras de la presentación. 
 
Los resultados de expresión de los genes procedentes de la herramienta según la invención (tabla 8 y 9) revelan 4 
productos (Bion, Iodus, Régalis, Rhodofix) capaces de activar unas defensas de manera repetible sobre las 3 
repeticiones biológicas independientes. 10 
 
Las inducciones se refieren a un juego bastante próximo de genes en las hojas de manzano con, no obstante, 
algunas diferencias. 
 

a) Bion es el producto que activa más genes, de manera más intensa (algunos genes son regularmente 15 
expresados 210 veces más en los tejidos tratados con Bion que en los tejidos control) y de manera muy 
reproducible. Los genes de la vía SA son particularmente inducidos, y esta fuerte inducción está 
correlacionada con una represión de los genes de la vía JA, lo que es coherente con el antagonismo vía 
SA/vía JA descrito en la bibliografía. 

 20 
b) Iodus, Régalis y Rhodofix activan, de manera significativa, sólo una parte de los genes inducidos por el Bion, 

o de manera menos constante. Por ejemplo, PR1, PR5 o PPO son 3 genes fuertemente activados por el Bion 
y, nada o poco por estos 3 productos. 

 
c) Régalis muestra un efecto potencializador ya que las inducciones de genes se manifiestan sobre todo 25 

después del tratamiento con peróxido de hidrógeno (particularmente visible para el gen PECT). 
 
d) los 3 otros productos que reivindican una acción SDN, a saber Aliette, Stifenia y V-Plaask, así como los 3 

otros aclaradores, a saber Amid Thin, Maxcel y PRM12, o también el producto biocida Plantomicina, no 
provocan ninguna inducción reproducible y significativa. 30 

 
* Análisis de la protección 
 
Entre los 11 productos ensayados, sólo tres manifiestan una eficacia de protección frente al fuego bacteriano cuando 
son pulverizados 4 días antes de la inoculación (condiciones para revelar un efecto estimulador): se trata del Bion, 35 
de Régalis y de Rhodofix, que reducen significativamente los porcentajes de infección de las plántulas (figura 1A). 
 
Los productos que no inducen ninguno de los genes de defensa presentes en la herramienta, así como Iodus, que 
es capaz de inducir algunas defensas, no tienen eficacia de protección cuando se aplican 4 días antes de la 
inoculación. 40 
 
Pulverizados algunas horas antes de la inoculación, 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. 45 
 
Ningún otro producto disminuye, de manera significativa y reproducible, los porcentajes de infección de las plántulas. 
 
* Conclusión 
 50 
A la vista de estos resultados, la herramienta según la invención permite eliminar la mayoría de los productos 
candidatos SDN que se muestran sin potencial de protección de las plántulas 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, Iodus, Régalis, Rhodofix), sólo Iodus no muestra finalmente 55 
ninguna eficacia de protección sobre las plántulas frente al fuego bacteriano. 
 
La herramienta según la invención es por lo tanto útil para seleccionar los productos que tienen un potencial de 
protección (por lo menos frente al fuego bacteriano), y que merecen ser considerados para experimentación. 
 60 
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Ensayo 3: Verificación de la fiabilidad de la herrami enta sobre unas plantas sometidas a 3 condiciones d e 
estrés: luminoso, térmico e hídrico 
 
Protocolo: 5 
 
*Estrés luminoso 
 
Unas plántulas de Golden Delicious (similares a las del ensayo 2) se desplazan (D0) del invernadero de cría hacia 
diversos invernaderos, cámaras climáticas o armarios climáticos, que poseen unas iluminaciones cuantitativa y 10 
cualitativamente diferentes (Tabla 10) con un fotoperiodo de 16h día/8h noche en caso de iluminación artificial y un 
termoperiodo de 23ºC día/17ºC noche. 
 

Tabla 10 - Condiciones de iluminación ensayadas 
 15 

N° de condiciones Lugar Tipo de iluminación Control  de la temperatura Humedad 
Condición 1 Invernadero Natural + neón De apertura Ambiente 
Condición 2 Cámara HPS + MH Climatizador Controlada 
Condición 3 Cámara MH Climatizador Ambiente 
Condición 4 Cámara HPIT Climatizador Controlada 
Condición 5 Cámara Neón Climatizador Controlada 
Condición 6 Invernadero Natural + HPS Ventilador extractor Ambiente 
Condición 7 Invernadero Natural + HPS Ventilador extractor Ambiente 
Condición 8 Invernadero Natural + neón Ventilador extractor + "cooling" Ambiente 
Condición 9 Armario Neón Climatizador Ambiente 
Condición 10 Armario Neón Climatizador Controlada 

 
Sufren allí una aclimatación de 24h y después se pulverizan hasta el rechazo con un pulverizador manual con Bion 
(0,4 g/l) o agua (D1). 
 
Se efectúan unas extracciones (metodología idéntica a la del ensayo 2) el D0 antes del desplazamiento (3 20 
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 repetición de 10 discos/tratamiento/condición). 
 
Las muestras son extraídas y analizadas con la ayuda de la herramienta según la invención, de manera idéntica a la 
del ensayo 2. Este experimento se realizó una vez. 25 
 
* Estrés térmico 
 
Se desplazan (D0) unas plántulas de Golden Delicious (similares a las del ensayo 2) desde el invernadero de cría 
hacia 2 armarios climáticos regulados con el mismo régimen de fotoperiodo (16h día/8h noche) pero con dos 30 
regímenes diferentes de termoperiodo (23ºC día/17ºC noche o 35ºC día/17ºC noche). 
 
Sufren allí una aclimatación de 24h y después se pulverizan hasta el rechazo con un pulverizador manual con Bion 
(0,4 g/l) o agua (D1). 
 35 
Se efectúan unas extracciones (metodología idéntica a la del ensayo 2) el D1 antes del tratamiento y después el D4 
sobre los lotes tratados (1 repetición de 10 discos/tratamiento/condición de temperatura/fecha de extracción). 
 
Las muestras son extraídas y analizadas con la ayuda de la herramienta según la invención, de manera idéntica a la 
del ensayo 2. Se realizaron dos repeticiones biológicas independientes. 40 
 
* Estrés hídrico 
 
Se disponen en un invernadero de experimentación (D-1) y dispuestos en 3 lotes, unas plántulas de Golden 
Delicious (similares a las del ensayo 2). 45 
 
Un lote sufre inmediatamente dos riegos sucesivos con PEG6000 al 36% (inmersión, espera del resecado, y 
después nueva inmersión) (PEG el D-1). 
 
Después de una aclimatación de 24h del conjunto de las plántulas, se trata un 2º lote también con PEG6000 de 50 
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 efectúan unas extracciones (metodología idéntica a la del ensayo 2) el D0 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 repetición de 10 
discos/tratamiento/condición hídrica/fecha de extracción). 
 5 
Las muestras son extraídas y analizadas con la ayuda de la herramienta según la invención, de manera idéntica a la 
del ensayo 2. Este experimento se realizó una vez. 
 
Resultados: 
 10 
* Estrés luminoso 
 
Los resultados de expresión de los 28 genes diana se detallan a continuación en las tablas 11 y 12; estos resultados 
están repartidos en varias tablas, únicamente en aras de la presentación. 
 15 
En estas tablas, las líneas corresponden respectivamente: 
 

- "no tratada" = modulación observada 24h (D1) después del desplazamiento del invernadero de cría; 
 
- "agua" y "Bion" = modulación observada 48 y 72 horas después del tratamiento, es decir 3 y 4 días después 20 

del desplazamiento del invernadero de cría (D3 y D4), mediada, en las hojas de plántulas pulverizadas con 
Bion o con agua, respectivamente. 

 
La observación de los perfiles de inducción de las plántulas después de 24h de aclimatación en las diferentes 
condiciones de iluminación (tablas 11 y 12) muestra una correlación entre la potencia (y espectro) de la iluminación 25 
complementaria e inducción de genes de la vía de los fenilpropanoides. 
 
El análisis de los perfiles después del tratamiento de las plántulas con Bion, o con agua, revela que las condiciones 
de iluminación más estresantes no permiten demostrar un fuerte poder inductor del Bion en particular a nivel de las 
proteínas PR (Tabla 11), lo que no es el caso de las condiciones menos estresantes. 30 
 
Algunos genes son, sin embargo, menos sensibles a las condiciones de iluminación que los que codifican ciertas 
proteínas PR o unas enzimas de la vía de los fenilpropanoides, y permiten demostrar el efecto estimulador del Bion 
en la mayoría de las condiciones: se trata de PR5, FAR y EDS1. 
 35 
* Estrés térmico 
 
Los resultados medios de expresión de los 28 genes diana están detallados en las tablas 13 y 14; estos resultados 
están repartidos en varias tablas, únicamente en aras de la presentación. 
 40 
Para estas tablas, la leyenda es la siguiente: T normales = 23ºC día/17ºC noche; T normales y después estresantes 
después del tratamiento = 23°C día/17°C noche duran te 24h, después 35°C día/17°C noche; T estresantes = 35°C 
día/17°C noche; T estresantes y después normales de spués del tratamiento = 35°C día/17°C noche durante  24h 
después 23°C día/17°C noche. 
 45 
Unas condiciones de estrés térmicos (35ºC) son capaces de activar fuertemente algunos genes de la herramienta 
según la invención, en particular varias proteínas PR, en las plántulas control (tratadas con agua) cuando el estrés 
se mantiene a lo largo del experimento (4 días), o aplicado justo después de la pulverización del agua (tablas 13 y 
14). 
 50 
Esta inducción está correlacionada con una fuerte represión de los genes de la vía de los fenilpropanoides (salvo 
PPO). 
 
Estos efectos de inducción/represión son transitorios en cuanto se interrumpe el estrés, ya que no se vuelven a 
observar las plántulas control estresadas 24h y devueltas a condiciones "normales". 55 
 
La inducción de ciertas proteínas PR provocada por el estrés térmico aplicado hasta la fecha de la extracción oculta 
las capacidades del Bion para inducir las proteínas PR (tabla 13). 
 
Sin embargo, otros genes de la herramienta permiten revelar el efecto del Bion, incluso en estas condiciones 60 
estresantes, como débilmente inducidos por el estrés térmico en sí (CSL, POX, WRKY). 
 
Por último, un estrés térmico transitorio aplicado algunas horas antes del tratamiento con Bion no interrumpe la 
demostración del efecto inductor de este producto. 
 65 

E11736433
29-10-2014ES 2 522 551 T3

 



 

39 

* Estrés hídrico 
 
Los resultados de expresión de los 28 genes diana están detallados en las tablas 15 y 16; los resultados están 
repartidos en varias tablas, únicamente en aras de la presentación. 
 5 
En las plántulas de manzano, el estrés hídrico tal como se ha aplicado (PEG) no induce en sí los genes de la 
herramienta (Tabla 15 y 16): no se observan claras diferencias entre los perfiles de expresión obtenidos en los 3 
lotes de plantas, estresados o no, y pulverizadas con agua. Además, no parece perturbar el efecto inductor del Bion, 
que se revela en las 3 condiciones. 
 10 
* Conclusión 
 
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. 
 15 
En efecto, unas condiciones medioambientales poco estresantes (fuerte iluminación y temperatura elevada) pueden 
inducir por sí mismas ciertos genes de defensa presentes en la herramienta según la invención y ocultar los efectos 
de los SDN. 
 
Para una utilización óptima de la herramienta en un objetivo de cribado de productos candidatos, se aconseja sin 20 
embargo realizar los experimentos en condiciones de iluminación artificial moderada y en condiciones térmicas las 
más controladas posibles. Un estrés hídrico, en el límite de lo razonable por supuesto, no debería perturbar la 
utilización de la herramienta. 
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Ensayo 4: Verificación de la capacidad de la herramie nta para estudiar diversas variedades de manzano pa ra 
su respuesta a los SDN 
 
Método: 
 5 
Este experimento se efectúa una vez sobre retoños jóvenes injertados, de 4 variedades en crecimiento activo: 
Braeburn, Gala, Granny Smith, MM106 criados, directamente en invernadero de experimentación. 
 
* Para el análisis de las defensas 
 10 
Los retoños son pulverizados hasta el rechazo con un pulverizador de aire comprimido con Bion (0,4 g/l) o agua 
(D0). 
 
Se efectúan unas extracciones de la hojas F3 (3º nivel foliar, hojas jóvenes todavía no completamente desarrolladas) 
el D0 (antes del tratamiento) y el D3 sobre el conjunto de los lotes tratados (tres 1/2 limbos extraídos de tres hojas 15 
F3 (hojas jóvenes no totalmente desarrolladas) agrupados/extracción). 
 
Las muestras son extraídas y analizadas con la ayuda de la herramienta de manera idéntica a la del ensayo 2. 
 
* Para el análisis del poder de protección 20 
 
Los retoños son pulverizados de la misma manera hasta el rechazo con un pulverizador de aire comprimido con Bion 
(0,4 g/l) o agua (D0). 
 
El D4, las 2 hojas más jóvenes desarrolladas (F1 y F2) de cada retoño son cortadas, a 2/3 y perpendicularmente a la 25 
nervadura principal, con la ayuda de tijeras previamente sumergidas en una suspensión bacteriana de Erwinia 
amylovora preparada en agua estéril a 108 cfu/ml. Se han inoculado una docena de brotes en crecimiento activo por 
variedad y por tratamiento. 
 
La anotación de los síntomas, es decir la presencia de una necrosis sobre la nervadura de las hojas inoculadas 30 
(marcado con 0,5), o que han alcanzado el pecíolo (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 inoculación. Se calcula la 
longitud media de la necrosis sobre los retoños pulverizados (µagua), y se estima la eficacia relativa de protección del 
Bion según la fórmula: 100 - ((LgBion x 100)/µagua). 
 35 
Resultados: 
 
El Bion provoca unas inducciones en las 4 variedades según un perfil cualitativo bastante similar (figura 2A). 
 
Al nivel cuantitativo, no se observa una variedad que "responda" globalmente más fuertemente que otra. Las 40 
diferencias de niveles de inducción varían en amplitud según los genes. 
 
En lo que se refiere a las eficacias de protección 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). 45 
 
Conclusión: 
 
La herramienta aplicada sobre las plántulas 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, 50 
Braebum, Gala, Granny Smith y MM106, a un tratamiento con Bion, reactividad confirmada por las protecciones 
observadas después de la inoculación artificial por E. amylovora. 
 
Listado de secuencias 
 55 
<110> INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 6 INRA 
 
<120> Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o 

partes de plantas 
 60 
<130> W637FR 
 
<160> 93 
 
<170> PatentIn versión 3.3 65 
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<210> 1 
<211> 304 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 5 
 
<400> 1  
 

 
 10 
<210> 2 
<211> 320 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 15 
<400> 2  
 

 
 
<210> 3 20 
<211> 609 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 
<400> 3  25 
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<210> 4 
<211> 583 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 5 
 
<400> 4  
 

 
 10 
<210> 5 
<211> 1011 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 15 
<400> 5  
 

 
 

 20 
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<210> 6 
<211> 588 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 5 
<400> 6  
 

 
 
<210> 7 10 
<211> 717 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 
<400> 7  15 
 

 
 

 
 20 
<210> 8 
<211> 301 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 25 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 442 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 9  
 

 10 
 
<210> 10 
<211> 290 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<400> 10  
 

 
 20 

 
 
<210> 11 
<211> 1074 
<212> ADN 25 
<213> Malus domestica 
 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 1993 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 12  
 

 10 
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<210> 13 
<211> 1827 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 13  
 

 10 
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<210> 14 
<211> 1401 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 14  
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<210> 15 
<211> 562 
<212 > ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 15  
 

 10 
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<210> 16 
<211> 198 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 16  
 

 10 
 
<210> 17 
<211> 625 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<400> 17  
 

 
 20 
<210> 18 
<211> 650 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 25 
<400> 18  
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<210> 19 
<211> 503 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 19  
 

 10 
 
<210> 20 
<211> 562 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (472)..(472) 
<223> n es a, c, g, o t 20 
 
<400> 20  
 

 
 25 
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<210> 21 
<211> 580 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 21  
 

 10 
 
<210> 22 
<211> 1262 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<400> 22  
 

 
 20 
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<210> 23 
<211> 637 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (585)..(585) 10 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 23  
 

 15 
 
<210> 24 
<211> 342 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 20 
 
<400> 24  
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<210> 25 
<211> 648 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 25  
 

 10 
 
<210> 26 
<211> 630 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<400> 26  
 

 
 20 
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<210> 27 
<211> 1214 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 5 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (999)..(999) 
<223> n es a, c, g, o t 10 
 
<400> 27  
 

 
 15 
<210> 28 
<211> 616 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 
 20 
<400> 28  
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<210> 29 
<211> 596 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 29  
 

 10 
 
<210> 30 
<211> 703 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
 
<400> 30  
 

 
 20 
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<210> 31 
<211> 545 
<212> ADN 5 
<213> Malus domestica 
 
<400> 31  
 

 10 
 
<210> 32 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 32 20 
 
agcacacgag ttcgactcat aa  22 
 
<210> 33 
<211> 20 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 30 
 
<400> 33 
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cacaaaacta cgccaaccaa  20 
 
<210> 34 
<211> 20 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 10 
 
<400> 34 
 
aattgttata tcggagagtg  20 
 15 
<210> 35 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 35 
 25 
tggcaaagat gtaagtttc  19 
 
<210> 36 
<211> 17 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 35 
<400> 36 
 
gaaggtgcct cttggtg  17 
 
<210> 37 40 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> cebador 
 
<400> 37 
 
cgtcggtgtc aatttgg  17 50 
 
<210> 38 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 38 60 
 
aaaggggctc gcatttgg  18 
 
<210> 39 
<211> 19 65 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 5 
 
<400> 39 
 
cttggcattg gaggacacc  19 
 10 
<210> 40 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 40 
 20 
ccaagcccct gtcctaaacc tc  22 
 
<210> 41 
<211> 22 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 30 
<400> 41 
 
caacttgcct tgcctcatca gc  22 
 
<210> 42 35 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> cebador 
 
<400> 42 
 
agtgttctta tttgtgatag c  21 45 
 
<210> 43 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 43 55 
 
caactacaag caattctcc  19 
 
<210> 44 
<211> 21 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 65 
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<400> 44 
 
gcctaaaccc tccccacact c  21 
 5 
<210> 45 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 45 
 15 
catctccctt gttcaacacc ttgg  24 
 
<210> 46 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 25 
<400> 46 
 
ggatctcctc aaagttgtcg  20 
 
<210> 47 30 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> cebador 
 
<400> 47 
 
ctcactctcg ccatttgtc  19 40 
 
<210> 48 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 48 50 
 
attggtgccg acccagtgc  19 
 
<210> 49 
<211> 25 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 60 
 
<400> 49 
 
aatccagaag agtgagttcc agtcc  25 
 65 
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<210> 50 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 50 
 10 
cggttggatg tacttcg  17 
 
<210> 51 
<211> 17 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 20 
<400> 51 
 
tgtgagaaag gcagagg  17 
 
<210> 52 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> cebador 
 
<400> 52 
 
gcctcaagtt cccaccatcg  20 35 
 
<210> 53 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 53 45 
 
gaagtagtcc tcccactcaa gc  22 
 
<210> 54 
<211> 17 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 55 
 
<400> 54 
 
tgcccgccgc cttccac  17 
 60 
<210> 55 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 65 
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<220> 
<223> cebador 
 
<400> 55 
 5 
gctccatcgc tttgtagtat ttgtc  25 
 
<210> 56 
<211> 18 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 15 
<400> 56 
 
aacaggtcaa gcagattc  18 
 
<210> 57 20 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> cebador 
 
<400> 57 
 
ttgtcagagc agtagttg  18 30 
 
<210> 58 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 58 40 
 
tcttggttgg tggtgaaag  19 
 
<210> 59 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 50 
 
<400> 59 
 
ctgcctcttg taaatcttgc  20 
 55 
<210> 60 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 60 
 65 
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gatattttag atgaggcgaa agc  23 
 
<210> 61 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 61 
 
gcgttgattt gccatttgac  20 
 
<210> 62 15 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> cebador 
 
<400> 62 
 
caccctgtct gtttccaatc g  21 25 
 
<210> 63 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 63 35 
 
agcaatcttt atcttcttcc ctctc  25 
 
<210> 64 
<211> 23 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 45 
 
<400> 64 
 
gcttccaact gacaaggctc ttc  23 
 50 
<210> 65 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 65 
 60 
cgcacaggca tcggcttc  18 
 
<210> 66 
<211> 23 
<212> ADN 65 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 5 
<400> 66 
 
gagcccttca tatccctcaa tcc  23 
 
<210> 67 10 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador 
 
<400> 67 
 
gcctccacct ccgaccac  18 20 
 
<210> 68 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 68 30 
 
tgtcattatt attccttctt gttg  24 
 
<210> 69 
<211> 18 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 40 
 
<400> 69 
 
aaccgaagca tcacatcc  18 
 45 
<210> 70 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 70 
 55 
tgccttcatg ccaacgggat g  21 
 
<210> 71 
<211> 23 
<212> ADN 60 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 65 

ES 2 522 551 T3

 



 

67 

<400> 71 
 
cggaaacaaa cggaaaccaa gcc  23 
 
<210> 72 5 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> cebador 
 
<400> 72 
 
ggagggaggg tcaactgg  18 15 
 
<210> 73 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 73 25 
 
caaacaactt ctctccacaa cc  22 
 
<210> 74 
<211> 22 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 35 
 
<400> 74 
 
ggagcccaag acagacttca ac  22 
 40 
<210> 75 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 75 
 50 
cgccttcaca accctcaaca g  21 
 
<210> 76 
<211> 24 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 60 
<400> 76 
 
tggagaaagt gattttggag aagc  24 
 
<210> 77 65 
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<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> cebador 
 
<400> 77 
 
agaaccagat tgtgacaaac gc  22 10 
 
<210> 78 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 78 20 
 
aatatacatt gggagcaaaa gagtc  25 
 
<210> 79 
<211> 20 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 30 
 
<400> 79 
 
agagttcagc atggaaagcg  20 
 35 
<210> 80 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 80 
 45 
gttgcgtatg ggaaggaatg g  21 
 
<210> 81 
<211> 26 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 55 
<400> 81 
 
ggtagtagtg gtttacatag tcagtg  26 
 
<210> 82 60 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 65 
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<223> cebador 
 
<400> 82 
 
cgttcccttc tccacaatcc  20 5 
 
<210> 83 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 83 15 
 
gggttcttgg tgaatgttgc  20 
 
<210> 84 
<211> 20 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 25 
 
<400> 84 
 
gttggtgctg ggtagatcac  20 
 30 
<210> 85 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 85 
 40 
acggagagtg ggttgatgtg  20 
 
<210> 86 
<211> 19 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 50 
<400> 86 
 
cgttatggcg ttggttagg  19 
 
<210> 87 55 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> cebador 
 
<400> 87 
 
cagaaatgga gaggacttgc  20 65 
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<210> 88 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 88 10 
 
gttcaatgct gttggtggtg  20 
 
<210> 89 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 89 
 
ctgcggagaa ggatagatgg  20 
 25 
<210> 90 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 90 
 35 
caacctctcg tctgtgataa tg  22 
 
<210> 91 
<211> 19 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 45 
<400> 91 
 
gcatccttct gtaccatcc  19 
 
<210> 92 50 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
<223> cebador 
 
<400> 92 
 
gctgccaagg ctgttggaa  19 60 
 
<210> 93 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> cebador 
 
<400> 93 5 
 
cagtcaggtc aacaacggaa ac  22 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Dispositivo para determinar o estudiar el estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o partes de 
plantas, comprendiendo dicho dispositivo unos medios de determinación del nivel de expresión en ARNm expresado 
por una combinación de genes diana en una muestra de plantas o partes de plantas, comprendiendo dichos medios 5 
de determinación: 
 

(a) un medio de determinación del nivel de expresión 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; 

 10 
(b) un medio de determinación del nivel de expresión 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 determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: HMGR, FPPS, Far; 15 
 
(d) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen diana CSL; 
 
(e) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes siguientes: APOX, GST, POX; 20 
 
(f) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: CalS, Pect, CAD; 
 
(g) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 25 

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

entre los genes diana siguientes: LOX2, JAR; 
 30 
(i) un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos un gen diana seleccionado de 

entre los genes diana siguientes: ACCO, EIN3. 
 
2. Dispositivo según la reivindicación 1, caracterizado por que comprende los medios de determinación del nivel de 
expresión en ARNm de los genes siguientes: 35 
 

(i) para el grupo (a), un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de uno por lo menos de los 
genes siguientes: PR-1, PR-2, PR-4 y/o PR-8, un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm 
del gen PR-5, un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen PR-14 y un medio de 
determinación del nivel de expresión en ARNm del gen PR-15,  40 

 
(ii) para el grupo (b), un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen PAL, un medio de 

determinación del nivel de expresión en ARNm de uno por lo menos de los genes siguientes: CHS, DFR o 
ANS, y un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen PPO, 

 45 
(iii) para el grupo (c), un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm de por lo menos uno de los 

genes siguientes: HMGR y Far, y un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen FFPS, 
 
(iv) para el grupo (e), un medio de determinación del nivel de expresión en ARNm del gen APOX y un medio de 

determinación del nivel de expresión en ARNm de uno por lo menos de los genes siguientes: GST y POX. 50 
 
3. Dispositivo según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que comprende los medios de 
determinación del nivel de expresión en ARNm de la combinación 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. 55 
 
4. Dispositivo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dichos medios de determinación 
del nivel de expresión en ARNm de un gen diana se seleccionan de entre los fragmentos de ácido nucleico capaces 
de hibridarse de manera específica a los ARNm expresados por dicho gen diana o a los ADNc correspondientes, o a 
unos fragmentos de dichos ARNm o de dichos ADNc. 60 
 
5. Dispositivo según la reivindicación 4, caracterizado por que los fragmentos de ácido nucleico consisten en unos 
cebadores nucleotídicos que se hibridan específicamente con los ARNm, los ADNc o unos fragmentos de éstos. 
 
6. Dispositivo según la reivindicación 5, caracterizado por que dichos cebadores nucleotídicos están adaptados para 65 
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la determinación del nivel de expresión en ARNm de los genes diana por un método de PCR cuantitativa. 
 
7. Dispositivo según la reivindicación 6, caracterizado por que los cebadores se seleccionan de entre las secuencias 
siguientes, SEC ID nº 32 a 87. 
 5 
8. Dispositivo según la reivindicación 4, caracterizado por que dichos fragmentos de ácido nucleico están 
inmovilizados sobre un soporte. 
 
9. Dispositivo según la reivindicación 8, caracterizado por que consiste en un chip de ADN. 
 10 
10. Procedimiento para identificar un perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana que permite 
determinar, o por lo menos evaluar, un estado de estimulación de las defensas naturales de plantas o de partes de 
plantas, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 
 

(i) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana por medio del dispositivo 15 
según una de las reivindicaciones 1 a 9, en un conjunto de plantas o de partes de plantas, cuyo estado de 
estimulación de sus defensas naturales es conocido, y después 

 
(ii) determinar un perfil de expresión en ARNm de dicha combinación de genes diana correspondiente a un 

estado determinado de estimulación de las defensas naturales de dichas plantas o partes de plantas, 20 
partiendo de los datos procedentes de la etapa (i). 

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

 25 
(i) extraer una muestra a partir de dicha planta o de dicha parte de planta, 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en dicha muestra extraída en 

la etapa (i), por medio del dispositivo según una de las reivindicaciones 1 a 9, 
 30 
(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión en ARNm de 

referencia, 
 
(iv) determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta o de dicha parte de 

planta, a partir de dicho perfil de expresión en ARNm obtenido durante la etapa (ii). 35 
 
12. Procedimiento para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de modular el estado de estimulación 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, 40 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en una muestra extraída a 

partir de dicha planta o de dicha parte de planta tras la etapa (i), mediante el dispositivo según cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 9, 

 45 
(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión en ARNm de 

referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 
(iv) seleccionar positivamente dicha sustancia si la comparación en la etapa (iii) muestra que dicha sustancia 

ensayada en la etapa (i) modula el estado de estimulación de las defensas naturales de dicha planta o de 50 
dicha parte de planta. 

 
13. Procedimiento según la reivindicación 12, para seleccionar una sustancia que tiene la propiedad de generar un 
estado de estimulación de las defensas naturales de una planta o de una parte de planta que pertenece a la familia 
de las Rosaceae, que asegura una protección frente a un estrés biótico, caracterizado por que el perfil de expresión 55 
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 expresión en ARNm obtenido en la 
etapa (ii), y comparado en la etapa (iii), muestra una sobreexpresión en ARNm de la combinación de genes diana 
siguientes: PR-1, PR-2, PR-4, PR-5, PR-8, PR-14, HMGR, Far, CSL, POX, Pect, EDS1 y WRKY. 60 
 
14. Procedimiento para seleccionar una planta que presenta un estado de estimulación de las defensas naturales 
susceptible de conferirle una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biótico y/o abiótico de interés, que 
comprende las etapas siguientes: 
 65 
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(i) aplicar dicho o dichos estrés a una planta o una parte de planta, 
 
(ii) determinar el perfil de expresión en ARNm de una combinación de genes diana en una muestra extraída a 

partir de la planta o de dicha parte de planta, por medio del dispositivo según una de las reivindicaciones 1 a 
9. 5 

 
(iii) comparar el perfil de expresión en ARNm obtenido en la etapa (ii) con un perfil de expresión en ARNm de 

referencia, para determinar o evaluar el estado de estimulación de las defensas naturales en dicha muestra, 
 
(iv) seleccionar positivamente dicha planta o dicha parte de planta si la comparación de la etapa (iii) muestra que 10 

dicha planta o dicha parte de planta posee un estado de estimulación de las defensas naturales susceptible 
de conferirles una resistencia mejorada a por lo menos un estrés biótico y/o abiótico de interés. 

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