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DESCRIPCION
Plantas resistentes a enfermedades
Antecedentes de la invencion

La presente invencion esta relacionada con las plantas resistentes a enfermedades, en particular con plantas
resistentes a organismos del filo Oomycota, los oomicetos.

La resistencia de las plantas a los patégenos ha sido estudiada extensivamente, tanto la resistencia especifica de
patégeno como la de amplio espectro. En muchos casos la resistencia esta especificada por genes de resistencia
dominantes. Se ha identificado que muchos de estos genes especificos de raza o genes de resistencia gen-por-gen
median el reconocimiento del patégeno interaccionando de forma directa o indirecta con productos de genes de
avirulencia u otras moléculas del patégeno. Este reconocimiento conduce a la activacion de un amplio espectro de
repuestas de defensa de la planta que detienen el crecimiento del patdgeno.

En la mejora vegetal se realiza un esfuerzo constante para identificar nuevas fuentes de genes de resistencia, sobre
todo monogénica y dominante. En variedades obtenidas por seleccién con genes de resistencia individuales
recientemente introducidos, la proteccion frente a enfermedades a menudo se rompe rapidamente, porque los
patégenos evolucionan y se adaptan a una alta frecuencia y recuperan la habilidad de infectar con éxito la planta
huésped. Por tanto, la disponibilidad de nuevas fuentes de resistencia a enfermedades es muy necesaria.

Los mecanismos de resistencia alternativos actuan, por ejemplo, a través de la modulacién de la respuesta de
defensa de las plantas, como la resistencia mediada por el gen recesivo mlo al patégeno del oidio Blumeria graminis
f.sp. hordei en cebada. Las plantas con alelos mutados del gen silvestre MLO muestran una resistencia casi
completa que coincide con el aborto del intento de penetracion del hongo en la pared celular de células individuales
de la epidermis atacadas. El gen silvestre MLO actda, por tanto, como regulador negativo de la resistencia al
patégeno. Esto esta descrito en W09804586.

Otros ejemplos son los genes de resistencia recesivos al oidio, encontrados en un cribado para detectar la pérdida
de susceptibilidad a Erysiphe cichoracearum. Hasta el momento se han clonado tres genes, denominados PMR6,
que codifica una proteina similar a la pectato liasa, PMR4, que codifica una calosa sintasa, y PMR5, que codifica una
proteina de funcidon desconocida. Ambos genes mlo y pmr parecen conferir resistencia especifica al oidio y no a
oomicetos como los mildius.

Se ha obtenido resistencia amplia a patégenos, o formas sistémicas de resistencia como RSA, mediante dos vias
principales. La primera es mutando reguladores negativos de la defensa de las plantas y de la muerte celular, como
en los mutantes de Arabidopsis cpr, Isd y acd. La segunda es sobreexpresando transgénicamente inductores o
reguladores de la defensa de las plantas, como en las plantas que sobreexpresan NPR1.

La desventaja de estos mecanismos de resistencia conocidos es que, ademas de la resistencia a patdgenos, estas
plantas muestran a menudo fenotipos detectables adicionales e indeseables, como crecimiento atrofiado o la muerte
celular espontanea.

Es objeto de la presente invencion procurar una forma de resistencia que es amplia, duradera y que no esta
asociada con fenotipos indeseables.

En la investigacion que condujo a la presente invencion, se realizé un cribado de mutantes de Arabidopsis thaliana
para detectar una susceptibilidad reducida al patégeno de mildii Hyaloperonospora parasitica. Se generaron
mutantes EMS en la linea de Arabidopsis altamente susceptible Ler eds7-2. Se analizaron en detalle ocho mutantes
resistentes al mildiu (dmr), correspondientes a 6 loci distintos. Un analisis microscopico mostro que el crecimiento de
H. parasitica estaba severamente reducido en todos los mutantes. Se asoci6 la resistencia de dmr3, dmrd y dmr5
con la activacion constitutiva de las defensas de la planta. Ademas, dmr3 y dmr4, pero no dmr5, también eran
resistentes a Pseudomonas syringae y Golovinomyces orontii.

En contraste, no se observé un aumento de la activacion de las defensas de las plantas en los mutantes dmr1, dmr2
y dmr6. Los resultados de esta investigacion han sido descritos en Van Damme et al. (2005) Molecular Plant-
Microbe Interactions 18(6) 583-582. Sin embargo, este articulo no describe la identificacion y caracterizacion de los
genes DMR.

De acuerdo con la presente invencion ahora ha sido encontrado que DMR1 es un gen que codifica una homoserina
kinasa (HSK). Los cinco alelos mutados dmr1 de Arabidopsis han sido secuenciados y cada uno de ellos da lugar a
un cambio de aminoacido diferente en la proteina HSK. HSK es una enzima clave en la biosintesis de los
aminoacidos metionina, treonina e isoleucina y es por tanto considerada como esencial. Los distintos mutantes dmr1
muestran defectos en HSK que causan que la planta acumule homoserina. Los cinco alelos diferentes muestran
diferentes niveles de resistencia que se correlacionan con los diferentes niveles de acumulacién de homoserina en
los mutantes.
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La presente invencidon proporciona, por tanto, una planta, que es resistente a un patégeno de origen oomiceto,
caracterizada por que la planta tiene niveles alterados de homoserina comparada con una planta que no es
resistente a dicho patégeno.

Esta forma de resistencia es particularmente efectiva contra patdgenos del filo Oomycota, como las especies
Albugo, Aphanomyces, Basidiospora, Bremia, Hyaloperonospora, Pachymetra, Paraperonospora, Perofascia,
Peronophythora, = Peronospora, Peronosclerospora, Phytium, Phytophthora, Plasmopara, Protobremia,
Pseudoperonospora, Sclerospora, Vienotia.

La resistencia esta basada en un nivel alterado de homoserina in planta. Mas en particular, la resistencia esta
basada en un nivel incrementado de homoserina in planta.

El nivel endégeno de homoserina ha sido incrementado. Esto puede conseguirse disminuyendo la actividad
enzimatica del gen homoserina kinasa que da lugar a una menor conversiéon de homoserina y por tanto una
acumulaciéon de la misma. Alternativamente, se puede reducir la expresion de la enzima homoserina kinasa. Esto
también conduce una menor conversion de homoserina y por tanto una acumulacion de la misma. Otra manera de
incrementar el nivel endégeno de homoserina es incrementando su biosintesis a través de la ruta del aspartato. La
reduccion de la expresion del gen homoserina kinasa en si mismo puede conseguirse de varias maneras, tanto
directamente, tal como mediante silenciamiento génico, como indirectamente modificando sus mismas secuencias
reguladoras o mediante la estimulacion de la represion del gen.

La modulacion del gen HSK para reducir su actividad o expresion se puede conseguir a varios niveles. Primero, el
gen endogeno puede ser mutado directamente. Esto se puede conseguir por medio de un tratamiento mutagénico.
Alternativamente, un gen HSK modificado puede ser introducido en la planta con por medio de técnicas transgénicas
o mediante introgresion, o la expresion de HSK puede ser reducida a nivel regulatorio, por ejemplo modificando las
secuencias reguladoras o mediante silenciamiento génico.

En una realizacion, el aumento de la produccién enddgena es el resultado de una reducciéon endogena de la
expresion del gen HSK que de este modo conduce a una conversion menos eficiente de homoserina en homoserina
fosfato y la biosintesis subsecuente de metionina y treonina. Esta expresion reducida de HSK es el resultado de una
mutacion en el gen HSK que conduce a una reduccion de la estabilidad del ARNm o de la proteina.

En otra realizacion la expresion reducida puede conseguirse regulando a la baja la expresion del gen HSK a nivel de
transcripcion o de traduccion, p. ej. mediante mutaciones en las secuencias reguladoras que afecten la expresion del
gen HSK.

En una realizacion mas se puede obtener el incremento en el nivel endégeno de homoserina induciendo cambios en
la biosintesis o el metabolismo de homoserina. En una realizacion particular esto se consigue mediante mutaciones
en la secuencia codificante de HSK que resultan en una proteina HSK con una actividad enzimatica reducida
conduciendo por tanto a una menor conversién de homoserina en homoserina fosfato.

Esta invencion se basa en una investigacion realizada sobre la resistencia a Hyaloperonospora parasitica en la
planta Arabidopsis pero es un concepto general que puede ser aplicado de forma generalizada en plantas, en
particular en plantas cultivadas que son susceptibles a infecciones con patégenos, tales como Oomycota.

La invencién es apropiada para un gran numero de enfermedades de plantas causadas por oomicetos tales como,
Bremia lactucae en lechuga, Peronospora farinosa en espinaca, Pseudoperonospora cubensis en miembros de la
familia de las cucurbitaceas, p. ej. pepino, Peronospora destructor en cebolla, Hyaloperonospora parasitica en col,
Plasmopara viticola en vid, Phytophthora infestans en tomate y patata, y Phytophthora sojae en soja.

El nivel de homoserina de estas otras plantas puede ser incrementado con todas las técnicas descritas
anteriormente. Sin embargo, cuando la modificacion de la expresion del gen HSK en una planta se ha de conseguir
a través de la modificacion genética del gen HSK o a través la identificacion de mutaciones en el gen HSK y todavia
no se conoce el gen, éste ha de ser identificado primero. Para generar plantas resistentes al patégeno, en particular
plantas cultivadas, a través de la modificacion genética del gen HSK o mediante la identificacion de mutaciones en el
gen HSK, se deben aislar los genes HSK ortélogos de esas especies vegetales. Los ortdlogos se definen como los
genes o proteinas de otros organismos que tienen la misma funcién.

Hay disponibles varios métodos para la identificacion de secuencias ortélogas en otras plantas.

Un método para la identificacion de secuencias de HSK ortdlogas en una especie vegetal, puede por ejemplo
comprender identificar ESTs de homoserina kinasa en una base de datos de la especie vegetal; disefiar cebadores
para la amplificacion del transcrito o ADNc completos de homoserina kinasa; realizar experimentos de amplificacion
con los cebadores para obtener el transcrito o ADNc completos correspondientes; y determinar la secuencia de
nucledtidos del transcrito o ADNc.

Unos métodos adecuados para amplificar el transcrito o ADNc completos en situaciones en las que solo se conoce
una parte de la secuencia codificante son las técnicas avanzadas de PCR 5-RACE, 3-RACE, TAIL-PCR, RLM-PCR
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y PCR vectorette.

Alternativamente, si no hay secuencias nucleotidicas disponibles para la especie vegetal de interés, los cebadores
se disefian sobre el gen HSK de una especie vegetal estrechamente relacionada con la planta de interés, se basan
en dominios conservados tal como lo determine el alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas, y se usan para
amplificar mediante PCR la secuencia ortdloga. Dichos cebadores son cebadores adecuadamente degenerados.

Otro método fiable para evaluar si una secuencia es una ortéloga de HSK es mediante la identificacion del mejor
resultado reciproco. Se identifica una secuencia candidata a ortéloga de HSK de una determinada especie vegetal
como el mejor resultado obtenido de una busqueda con la proteina o secuencia de ADN de Arabidopsis, o de otra
especie vegetal, en una base de datos de ADN usando el programa Blast. La secuencia candidata a ortéloga de
HSK de la especie vegetal determinada obtenida se utiliza buscar homologias con todas las proteinas de
Arabidopsis presentes en la base de datos de ADN (p. €j. en NCBI o TAIR) usando el método de busqueda BlastX.
Si el mejor resultado y puntuacion es para la proteina HSK de Arabidopsis, puede decirse que la secuencia de ADN
es un ortélogo, o secuencia ortdloga

Tal y como se deduce de las secuencias del genoma completo disponibles publicamente para Arabidopsis y arroz,
HSK esta codificada por un tnico gen en estas dos especies. En la mayoria de las otras especies estudiadas hasta
el momento, parece que HSK esta codificada por un unico gen, tal y como se determina analizando las secuencias
de ARNm y datos de EST de bases de datos de ADN publicas, excepto para la patata, el tabaco y el alamo para los
que se han identificado dos homdlogos de HSK. Los genes y proteinas ortdlogos han sido identificados en estas
plantas mediante comparaciones de nucleétidos y aminoacidos con la informaciéon presente en bases de datos
publicas.

Alternativamente, si no hay secuencias de ADN disponibles para la especie vegetal deseada, se pueden aislar
secuencias ortélogas mediante hibridacién heterdloga utilizando sondas de ADN del gen HSK de Arabidopsis u otra
planta o mediante métodos de PCR, haciendo uso de dominios conservados en la secuencia codificante de HSK
para definir los cebadores. Para muchas especies cultivadas, estan disponibles secuencias parciales de ARNm de
HSK que se pueden utilizar para disefiar cebadores para amplificar subsecuentemente mediante PCR las
secuencias de ARNm o genémicas completas para el analisis de secuencias de ADN.

La Fig. 1 muestra secuencias de HSK ortdlogas que han sido identificadas en bases de datos disponibles
publicamente y que han sido obtenidas a través de la amplificacion de ADNc mediante PCR y su secuenciacion
subsecuente.

Tras la identificacion de secuencias ortdlogas de HSK, se identifica la secuencia nucleotidica completa de la
secuencia reguladora y codificante del gen mediante técnicas estandar de biologia molecular. Para esto, se criban
genotecas gendmicas de la especie vegetal mediante hibridacion de ADN o PCR con sondas o cebadores derivados
de un gen homoserina kinasa conocido, tales como las sondas y cebadores descritos anteriormente, para identificar
los clones gendmicos que contienen el gen HSK. Alternativamente, se pueden utilizar métodos avanzados de PCR,
como RACE mediada por ARN Ligasa (RLM-RACE), para amplificar directamente secuencias génicas y de ADNc
desde ADN genomico o ARNm inversamente transcrito. La secuenciacion subsecuente de ADN resulta en la
caracterizacion de la secuencia génica o codificante completa.

Una vez se conoce la secuencia de ADN del gen se utiliza esta informacion para preparar los medios para modular
la expresion del gen homoserina kinasa en una de las formas descritas anteriormente.

Mas en particular, para conseguir una actividad HSK reducida la expresion del gen HSK puede ser regulada a la
baja o la actividad enzimatica de la proteina HSK puede ser reducida mediante sustituciones aminoacidicas que
resultan de cambios nucleotidicos en la secuencia codificante de HSK.

La regulacion a la baja del gen puede conseguirse por mutagénesis de los elementos reguladores en el promotor, la
region terminadora, o intrones potenciales. Las mutaciones en la secuencia codificante de HSK conducen en
muchos casos a sustituciones aminoacidicas o codones de terminacion prematuros que afectan negativamente a la
expresion o la actividad de la enzima HSK codificada.

Estas y otras mutaciones que afectan la expresion de HSK son inducidas en plantas usando quimicos mutagénicos
tales como el metanosulfonato de etilo (EMS), irradiando de material vegetal con rayos gamma o neutrones rapidos,
o por otros medios. Los cambios nucleotidicos resultantes son aleatorios, pero en una gran coleccion de planta
mutagenizadas las mutaciones en el gen HSK pueden ser faciimente identificadas utilizando el método TILLING
(Targeting Local Lesions IN Genomes) (McCallum et al. (2000) Targeted screening for induced mutations. Nat.
Biotechnol. 18, 455-457, y Heinkoff ef al. (2004) TILLING. Traditional mutagenesis meets functional genomics. Plant
Physiol. 135, 630-636). El principio de este método se basa en la amplificacion mediante PCR del gen de interés a
partir de ADN genomico de una gran coleccion de plantas mutagenizadas en la generacion M2. Mediante la
secuenciacion de ADN o buscando mutaciones puntuales utilizando una nucleasa especifica de cadena sencilla, tal
como la nucleasa CEL-/ (Till et al. (2004) Mismatch cleavage by single-strand specific nucleases. Nucleic Acids Res.
32, 2632-2641) se identifican las plantas individuales que tienen una mutacion en el gen de interés.
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Cribando muchas plantas se obtiene una gran colecciéon de alelos mutantes, en la que cada uno aporta un efecto
diferente en la expresion génica o en la actividad enzimatica. La expresion génica o la actividad enzimatica puede
ensayarse analizando los niveles del transcrito de HSK (p. ej. mediante RT-PCR), cuantificando los niveles de
proteina HSK con anticuerpos o analizando los aminoacidos, midiendo la acumulacién de homoserina como
resultado de una actividad HSK reducida. Estos métodos son conocidos para expertos en la técnica.

El experto en la técnica puede utilizar los ensayos de patdgenos habituales para ver si la acumulacion de
homoserina es suficiente como para inducir una resistencia al patégeno.

Las plantas con la reduccién deseada de la actividad o expresion de HSK son entonces retrocruzadas o cruzadas
con ofras lineas de mejora vegetal para transferir solamente el nuevo alelo deseado en el fondo genético del cultivo
deseado.

La presente invencidon demuestra que las plantas que contienen un incremento en los niveles de homoserina
muestran resistencia a patdgenos, en particular a aquellos de origen oomiceto. Con este conocimiento, un experto
en la técnica puede modificar activamente el gen HSK por medio de aproximaciones mutagénicas o transgénicas,
pero también identificar variantes naturales hasta el momento desconocidas en una especie vegetal dada que
acumule homoserina y que tenga variantes del gen HSK que conduzcan a un incremento de homoserina, y usar
estas variantes naturales de acuerdo con la invencion.

En la presente solicitud los términos “homoserina kinasa” y “HSK” se usan de forma intercambiable.

La presente invencion esta ilustrada con los siguientes ejemplos. En los ejemplos se hace referencia a las siguientes
figuras.

La Figura 1 muestra el alineamiento de secuencias aminoacidicas de las proteinas HSK de Arabidopsis thaliana y
ortélogas de Citrus sinensis, Populus trichocarpa (1), Populus trichocarpa (2), Solanum tuberosum (2), Vitis vinifera,
Lactuca sativa, Solanum tuberosum (1), Solanum lycopersicum, Nicotiana benthamiana, Ipomoea nil, Glycine max,
Phaseolus vulgaris, Cucumis sativus, Spinacia oleracea, Pinus taeda, Zea mays, y Oryza sativa utilizando el
programa de alineamiento multiple de secuencias Clustal W (1.82) (EBI). Bajo las secuencias se indican los
aminoacidos conservados mediante puntos, y los aminoacidos idénticos mediante asteriscos. Los triangulos negros
y su texto correspondiente indican los aminoacidos que han sido sustituidos en los cinco mutantes dmr de
Arabidopsis.

La Tabla 2 muestra los nimeros de orden Genbank y los identificadores GenInfo del ARNm de HSK de Arabidopsis
y las secuencias ortélogas de las otras especies vegetales.

La Figura 2 muestra el porcentaje de formacion de conidiéforo de dos aislados de Hyaloperonospora parasitica,
Cala2 y Waco9, en los mutantes dmr1-1, dmr1-2, dmr1-3 y dmri1-4 y la linea parental, Ler eds7-2, 7 dias tras la
inoculacion. Los conidioforos formados en la linea parental se fijaron como 100%.

La Figura 3 es un resumen grafico de los tres pasos principales en la clonacion de DMR1: a) El mapeado inicial de
dmr1 resultd en el posicionamiento del locus en el brazo corto del cromosoma 2 entre las posiciones 7,42 y 7,56
Mpb. Tres marcadores tipo insercién/delecion (INDEL) fueron disefiados (la posicion de los marcadores F6P23,
T23A1 y F5J6 se indica mediante las lineas negras). Estos marcadores se utilizaron para identificar recombinantes
de entre varios cientos de plantas segregantes F2 y F3. Las secuencias de los cebadores de los marcadores tipo
INDEL y otros marcadores adicionales utilizados para identificar los puntos recombinaciéon en los recombinantes
seleccionados se presentan en la Tabla 3. b) Un marcador, At2g17270 (indicado por una linea gris), mostré el mayor
ligamiento con la resistencia. El locus dmr1 puede ser delimitado ain mas a una regiéon que contiene 8 genes,
at2g17250-at2g17290. Los ocho genes fueron amplificados y secuenciados para la busqueda de mutaciones en las
secuencias codificantes utilizando los cebadores descritos en la Tabla 4. El analisis de las secuencias de ADN de
todos los ocho genes candidatos condujo al descubrimiento de mutaciones puntuales en el gen At2g17265 de todos
los 5 mutantes dmr1. ¢) Cada mutante dmr1 tiene una mutacién puntual en una localizacion diferente del gen
At2g17265, que codifica para una homoserina kinasa.

La Figura 4 muestra un dibujo esquematico de la secuencia codificante de HSK y las posiciones y sustituciones
nucleotidicas de 5 mutaciones dmr1 diferentes en la secuencia codificante de HSK (las posiciones nucleotidicas,
indicadas mediante los triangulos negros, son relativas al codén de inicio ATG que comienza en la posicion 1). Se
muestran las regiones 5-UTR y 3-UTR mediante cajas gris claro. Bajo la secuencia nucleotidica se muestra la
secuencia proteica. La proteina HSK contiene una secuencia putativa de transito de cloroplasto (parte gris oscuro).
Los cambios de aminoacido resultantes de las 5 mutaciones dmr1 se indican en el nimero de su posicion de
aminoacido (aa) (triangulos negros) en la proteina HSK.

La Figura 5 muestra la posicion de la enzima homoserina kinasa en la ruta del aspartato para la biosintesis de los
aminoacidos treonina, metionina e isoleucina.

La Figura 6 muestra el nimero de conidiéforos por plantula de Ler eds7-2 a 5 dias tras la inoculacion con dos
aislados diferentes de H. parasitica, Waco9 y Cala2. Las plantulas inoculadas fueron infiltradas con dHO, D-
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homoserina (5 mM) o L-homoserina (5 mM) 3 dias tras la inoculacién con el patégeno. Las plantulas tratadas con
L-homoserina muestran una ausencia completa de formacion de conidiéforo y son por tanto resistentes.

La Figura 7 muestra el analisis microscopico del crecimiento y desarrollo de H. parasitica en plantulas tratadas con
agua, D-homoserina (5 mM), o L-homoserina (5 mM) y tefiidas con azul de tripano.

a: Formacion de conidiéforos tras el tratamiento con HS en plantulas Ler eds7-2 (aumento 10x). No se detecto
formacion de conidiéforos tras la infiltracion con L-homoserina, mientras que las plantas control muestran
esporulaciéon abundante.

b: El desarrollo del haustorio esta afectado por la infiltracion de L-homoserina (5 mM) (aumento 40x), pero no en
plantas tratadas con agua o D-homoserina.

Las Figuras 8 y 9 muestran las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del gen (At2g17265, NM_127281,
Gl:18398362) y proteina (At2g17265, NP_179318, GI:15227800) homoserina kinasa, respectivamente.

La Figura 10 muestra las secuencias nucleotidica y aminoacidica predicha de la secuencia codificante (CDS) y la
proteina, respectivamente, de la homoserina kinasa de Lactuca sativa.

La Figura 11 muestra las secuencias nucleotidica y aminoacidica predicha de la secuencia codificante (CDS) y la
proteina, respectivamente, de la homoserina kinasa de Vitis vinifera.

La Figura 12 muestra las secuencias nucleotidica y aminoacidica predicha de la secuencia codificante (CDS) y la
proteina, respectivamente, de la homoserina kinasa de Cucumis sativus.

La Figura 13 muestra las secuencias nucleotidica y aminoacidica predicha de la secuencia codificante (CDS) y la
proteina, respectivamente, de la homoserina kinasa de Spinacia oleracea.

La Figura 14 muestra las secuencias nucleotidica y aminoacidica predicha de la secuencia codificante (CDS) y la
proteina, respectivamente, de la homoserina kinasa de Solanum lycopersicum.

Ejemplos
Ejemplo 1
Caracterizacion del gen responsable de la resistencia a patdgenos en los mutantes dmr.

Van Damme et al., 2005, supra describe cuatro mutantes, dmr1-1, dmr1-2, dmr1-3y dmr1-4 que son resistentes a H.
parasitica. El nivel de resistencia puede ser examinado contando los conidiéforos por hoja de plantula siete dias tras
la inoculacion con el aislado de H. parasitica Cala2 (obtenible del Dr. E. Holub, Warwick RHI, Wellesbourne, UK o
del Dr. G. Van der Ackerveken, Departamento de Biologia, Universidad de Utretch, Utretch, NL). Para la linea
parental, Ler eds1-2 (Parker et al., 1996, Plant Cell 8:2033-2046), la cual es altamente susceptible, el nimero de
conidiéforos se fija en 100%. La reduccion en la formacion de conidiéforos en los mutantes dmr? infectados
comparados con las plantulas de la linea parental se muestran en la Fig. 2.

De acuerdo con la invencion, el gen responsable de la resistencia a H. parasitica en los mutantes dmr1 de van
Damme et al., 2005, supra ha sido clonado mediante una combinaciéon de mapeado y secuenciacion de genes
candidatos.

DMR1 fue aislado mediante clonacion basada en mapas. Los mutantes dmr7 fueron cruzados con el mutante FN2
Col-0 para generar una poblacion de mapeado. El mutante FN2 es susceptible al aislado de H. parasitica Cala2,
debido a una mutacién por neutrones rapidos en el gen RPP2A (Sinapidou et al., 2004, Plant J. 38:898-909). Como
las plantas F1 fueron susceptibles, y aproximadamente una cuarta parte de las plantas F2 mostraron resistencia a H.
parasitica, todos los 5 mutantes dmr1 portan una sola mutacién recesiva.

El proceso de clonaje de DMR1 se ilustra en la Fig. 3 y esta descrito con mayor detalle mas adelante. La localizacion
en el mapa del locus dmr1, situado en el brazo corto del cromosoma 2, fue determinada primero genotipando 48
plantas F2 resistentes. A partir de un cribado adicional para detectar nuevos recombinantes en 650 plantas F2 se
identificaron unos 90 recombinantes F2 entre dos marcadores tipo INDEL (insercion/delecion) en el BAC T24112 en
la posicion 7,2 Mpb y en el BAC F5J6 en la posicion 7,56 Mpb (de acuerdo con la version 5.0 de enero de 2004 del
genoma de Arabidopsis publicada en TIGR), lo que permiti6 mapear el gen en una region que contiene un contig de
5 BACs.

Se genotiparon las plantas F2 y se fenotipo la generacion F3 para hacer un mapeado fino del locus dmr1. La
mutacién dmr1 puede ser mapeada a una region de unos 130 Kpb (abarcando 3 clones BAC solapantes: F6P23,
T23A1, y F5J6) entre dos marcadores tipo INDEL localizados en el BAC F6P23, en la posicién 7,42 Mpb y en el
F5J6 en la posicion 7,56 Mpb (de acuerdo con la versién 5.0 de enero de 2004 del genoma de Arabidopsis publicada
en TIGR). Esto resultd en un area con 30 genes putativos candidatos para el locus dmr1, entre los genes de
Arabidopsis con los codigos TAIR AT2g17060 y AT2g17380. Se disefiaron marcadores tipo secuencia polimorfica
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amplificada y cortada (CAPS) basados en SNPs ligados a los genes AT2g17190, AT2g17200, AT2g17270,
At2g17300, At2g17310 y At2g17360.

Los datos del analisis de los 5 recombinantes restantes en esta region con esos marcadores tipo CAPS redujo a 8
los genes candidatos: At2g17230 (NM_127277, G1:30679913), At2g17240 (NM_127278, GI:30679916), At2g17250
(NM_127279, GI:22325730), At2g17260 (NM_127280, GI:30679922), At2g17265 (NM_127281, GIl:18398362),
At2g17270 (NM_127282, GI:30679927), At2g17280 (NM_127283, GIl:42569096), At2g17290 (NM_127284,
GI:30679934). La secuenciacion de todos estos 8 genes resultd en el hallazgo de mutaciones puntuales en el gen
codificante AT2g17265 en los cinco alelos dmr1: dmr1-1, dmr1-2, dmr1-3, dmr1-4 y dmr1-5, demostrando
claramente que AT2g17265 es DMR1. La Fig. 3 muestra un esquema de dmr1 con las mutaciones puntuales de los
diferentes alelos.

At2g17265 codifica para la enzima homoserina kinasa (HSK), hasta el momento el Unico gen de Arabidopsis que
muestra esta funcion.

En Arabidopsis, la HSK esta codificada por un solo gen, At2g17265 (Lee y Leustek, 1999, Arch. Biochem. Biophys.
372:135-142). La HSK es la cuarta enzima en la ruta del aspartato y es requerida para la biosintesis de los
aminoacidos metionina, treonina e isoleucina. La HSK cataliza la fosforilacion de homoserina en homoserina fosfato

(Fig. 5).
Ejemplo 2
Analisis de aminoacidos

La homoserina fosfato es un intermediario en la produccién de metionina, isoleucina y treonina en Arabidopsis.
Como la homoserina kinasa tiene un papel clave en la produccién de aminoacidos, se determinaron los niveles de
aminoacidos libres en la linea parental Ler eds7-2 y en los cuatro mutantes dmr1 diferentes. Se extrajeron estos
aminodacidos a partir de hojas enteras con metanol 80%, seguido de una segunda extraccién con etanol 20%. Los
extractos combinados fueron secados y disueltos en agua. Tras afadir un estandar interno, se detectaron
aminoacidos S-aminoetil-cisteina (SAEC) mediante cromatografia de intercambio de iones automatizada con
postcolumna de derivatizacion con ninhidrina en un equipo JOEL AminoTac JLC-500/V (Tokio, Japon).

Los analisis de aminoacidos de cuatro mutantes dmr1 diferentes y la linea parental Ler eds7-2 mostraron una
acumulacion de homoserina en los mutantes dmr7, mientras este aminoacido intermediario no fue detectable en la
linea parental Ler eds7-2. No hubo reduccién en el nivel de metionina, isoleucina ni treonina en los mutantes dmr1
(Tabla 1).

Tabla 1

Concentracion (en pmol/mg de peso fresco) de homoserina, metionina, treonina e isoleucina en las partes aéreas de
plantulas de dos semanas de la linea parental Ler eds7-2 y los mutantes dmr1-1, dmri1-2, dmr1-3'y dmr1-4.

Homoserina Metionina Isoleucina Treonina
dmr1-1 964 29 12 264
dmr1-2 7.128 14 29 368
dmr1-3 466 11 16 212
dmr1-4 6.597 11 32 597
Ler eds1-2 0 7 10 185

Debido a la reduccién en la actividad de la HSK en los mutantes dmr1, la homoserina se acumula. Este efecto puede
ser aumentado aun mas mediante un influjo mas fuerte de aspartato en la ruta conduciendo a un nivel de
homoserina todavia mas alto. La alta concentracion de homoserina sustrato permitiria todavia una suficiente
fosforilacion por parte de la HSK mutada como para que los niveles de metionina, isoleucina y treonina no se
redujeran en los mutantes dmr1 y en la linea parental, Ler eds1-2 (Tabla 1).

Ejemplo 3
La resistencia a patdégenos se consigue mediante la aplicacion de L-homoserina

Para analizar si el efecto es especifico de la homoserina se analizé el estereoisémero D-homoserina. Se infiltraron
plantulas completas con agua, 5 mM de D-homoserina y 5 mM de L-homoserina. Solamente el tratamiento con el
aminoacido natural L-homoserina resulté en resistencia a H. parasitica. Las plantulas tratadas con agua o D-
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homoserina no mostraron una gran reduccién en el crecimiento del patégeno y fueron susceptibles a H. parasitica.
Se aplicé la infiltracién a dos accesiones de Arabidopsis, Ler eds1-2 y Ws eds1-1, susceptibles a Cala2 y Waco9,
respectivamente. Se determind la formacion de conidiéforos como un indicador de la susceptibilidad a H. parasitica.
Los conidiéforos fueron contados 5 dias tras la inoculacion con H. parasitica y 2 dias tras la infiltraciéon con agua, D-
homoserina o L-homoserina. (Fig. 6). La infiltracion con L-homoserina resulta claramente en una reduccion de la
formacioén de conidioforos y en una resistencia a H. parasitica. Esto fue confirmado mas extensamente estudiando el
crecimiento del patdégeno in planta en plantulas de Arabidopsis mediante la tincion con azul de tripano. Las plantas
fueron inoculadas con el aislado Cala2. Los sintomas fueron evaluados a 5 dias tras la inoculaciéon y mostraron
claramente que solo las plantulas infiltradas con L-homoserina mostraban una fuerte reduccién del crecimiento del
patégeno y ausencia de crecimiento de conidioforos (Fig. 7).

El analisis microscépico mostré que el haustorio, la estructuras de alimentacién hechas por H. parasitica durante el
proceso de infeccion, solamente esta perturbado en las hojas tratadas con L-homoserina.

De nuevo se muestra que los niveles incrementados de homoserina in planta conducen a la resistencia a patégenos.
Ejemplo 4

Identificacion de ortdlogos de HSK en cultivos

1. Cribado de bibliotecas en base a la homologia de secuencias

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del gen y proteina homoserina kinasa de Arabidopsis thaliana se
muestran en Fig. 8 y Fig. 9.

Se compararon bibliotecas de secuencias de nucleétidos y aminoacidos con las secuencias de Fig. 8 y Fig. 9.

Esta comparacion resulté en la identificacion de secuencias codificantes y secuencias aminoacidicas predichas
completas de HSK en Citrus sinensis, Populus trichocarpa (1), Populus trichocarpa (2), Solanum tuberosum (2),
Solanum tuberosum (1), Nicotiana benthamiana, Ipomoea nil, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Pinus tadea, Zea
mays, y Oryza sativa. La informacion de las secuencias de las proteinas ortdlogas identificadas de este modo se
proporciona en la Fig. 1. Se podrian identificar otros muchos fragmentos de ADN ortélogos de otras especies
vegetales utilizando los mejores resultados reciprocos de BlastX de las secuencias proteicas de HSK de Arabidopsis
u otras plantas.

2. Identificacion de ortélogos por medio de hibridacion heterdloga

La secuencia de ADN de HSK de Arabidopsis mostrada en la Fig. 8 se utiliza como sonda para buscar secuencias
homalogas por hibridacion con ADN en cualquier especie vegetal utilizando métodos estandar de biologia molecular.
Utilizando este método se detectan genes ortélogos mediante hibridaciéon tipo southern con ADN digerido por
enzimas o mediante hibridacién con genotecas gendémicas o de ADNc. Estas técnicas son bien conocidas para un
experto en la técnica. Se puede utilizar la secuencia de ADN de HSK de cualquier especie vegetal mas
estrechamente relacionada como sonda alternativa.

3. Identificacion de ortélogos por medio de PCR

Para muchas especies cultivadas, hay secuencias parciales de ARNm o del gen HSK disponibles que se pueden
utilizar para disefiar cebadores para amplificar subsecuentemente mediante PCR la secuencia de ADNc o genémica
completa. Cuando estan disponibles las secuencias 5’ y 3’ la secuencia que falta en el intervalo es amplificada
mediante PCR con un cebador directo 5 y un cebador inverso 3’ especificos de HSK. En los casos en los que
solamente estan disponibles las secuencias 5, interna o 3, se disefian tanto los cebadores directos como los
inversos. En combinacién con cebadores de sitios de multiclonacion plasmidicos disponibles, los insertos se
amplifican a partir de genotecas genomicas o de ADNc de la especie vegetal de interés. De manera similar, las
secuencias 5’ 0 3’ que faltan son amplificadas mediante técnicas de PCR avanzadas; 5-RACE, 3’-RACE, TAIL-PCR,
RLM-PCR y PCR vectorette.

A modo de ejemplo se proporciona la secuenciacion del ADNc de HSK de Lactuca sativa (lechuga). Se identificaron
varios ESTs de HSK de Lactuca en la base de datos Genbank EST de NCBI utilizando la herramienta tblastn
comenzando con la secuencia de aminoacidos de HSK de Arabidopsis. El agrupamiento y alineamiento de los ESTs
resulté en una secuencia consenso para un fragmento 5’ de HSK y una para un fragmento 3’ de HSK. Para obtener
el ADNc completo de HSK de lechuga se utilizé el kit RLM-RACE (Ambion) con ARNm de plantulas de lechuga. La
secuencia 5 de ARNm se obtuvo utilizando un cebador que fue disefiado en la secuencia consenso 3' de HSK
derivada de ESTs (R1Sla: GCCTTCTTCACAGCATCCATTCC) y los cebadores 5 RACE del kit. La secuencia de
ADNc 3 se obtuvo utilizando dos cebadores disefiados en el fragmento 5 RACE (Let3RACEOQut:
CCGTTGCGGTTAATGAGATT, y Let3RACEInn: TCGTGTTGGTGAATCCTGAA) y los cebadores 3' RACE del kit.
Se disefiaron nuevos cebadores basados en la secuencia ensamblada para amplificar la secuencia codificante
completa de HSK a partir de ADNc para proporcionar la secuencia nucleotidica y la secuencia proteica derivada tal y
como se presentan en la Figura 10. Se utilizaron aproximaciones similares para Solanum lycopersicum (Figura 14)y
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Vitis vinifera (Figura 11).

Se han identificado las secuencias codificantes completas de HSK de mas de 10 especies vegetales diferentes a
partir de bases de datos genémicas y de ESTs. A partir del alineamiento de secuencias de ADN, se seleccionaron
regiones conservadas en las secuencias codificantes para el disefio de cebadores degenerados de nucledtidos (las
abreviaturas de los nucledtidos degenerados se corresponden con los simbolos de nucleétidos IUB que son los
codigos estandar utilizados por todas las compaiiias que sintetizan oligonucleétidos; G = Guanina, A = Adenina, T =
Timina, C = Citosina, R=A0G, Y=CoT,M=A0C,K=GoT,S=CoG,W=A0oT,B=CoGoT,D=GoAo
T,H=A0oCoT,V=A0o0CoG,N=AoCoGoT).

El procedimiento para obtener las secuencias internas de ADNc de HSK de una especie vegetal dada es el
siguiente:

1. se aisla el ARNm utilizando métodos estandar,
2. se sintetiza el ADNc utilizando un cebador oligo dT y métodos estandar,
3. se realiza una reaccion de PCR utilizando oligonucleétidos degenerados directos e inversos,

4. se separan los fragmentos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa estandar y se aislan del gel los
fragmentos del tamafio esperado,

5. se clonan los fragmentos de PCR aislados en un vector plasmidico utilizando métodos estandar,

6. se analizan mediante secuenciacién de ADN los plasmidos con los tamafios de inserto correctos, determinados
mediante PCR,

7. se revela que fragmentos contienen las secuencias internas de HSK correctas mediante el analisis de secuencias
utilizando blastx,

8. las secuencias internas de ADN pueden entonces ser utilizadas para disefiar cebadores especificos de gen o de
especie para 5- y 3'-RACE para obtener la secuencia codificante completa de HSK mediante RLM-RACE (tal y
como se ha descrito anteriormente).

Se provee la secuenciacion del ADNc de HSK de Cucumis sativus (pepino) a modo de ejemplo. Para pepino se
amplifico con éxito un fragmento de la secuencia codificante interna a partir de ADNc utilizando dos combinaciones
de  cebadores;  combinacion 1:  cebador F1Kom (GAYTTCYTHGGMTGYGCCGT) y M1RC
(GCRGCGATKCCRGCRCAGTT), y combinacién 2: cebador M1Kom (AACTGYGCYGGMATCGCYGC), y R1Kom
(CCATDCCVGGAATCAANGGVGC). Tras la clonacion y la secuenciacion de los fragmentos amplificados se
disefiaron cebadores especificos de HSK de pepino para 5-RACE (Cuc5RACEOQut:
AGAGGATTTTTACTAAGTTTATTCGTG vy Cuc5RACEInn: AGACATAATCTCCCAAGCCATGA) y 3-RACE
(Cuc3RACEOQuUt: TGATGGCTTGGGAGATTATGTCT y Cuc3RACEInn: CACGAATAAACTTAGTAAAAATCCTCT).
Finalmente se amplificd y secuencid la secuencia completa de ADNc de HSK de pepino (Figura 12). Se utilizdé una
aproximacion similar para espinaca, Spinacia oleracea (Figura 13).

Se pueden maodificar los ortélogos identificados tal y como se describe en este ejemplo utilizando técnicas conocidas
para inducir mutaciones que reduzcan la expresion o actividad de HSK. Alternativamente, la informacion genética de
los ortélogos se puede utilizar para disefiar vehiculos para el silenciamiento génico. Todas esas secuencias son
utilizadas entonces para transformar el cultivo vegetal correspondiente para obtener plantas que sean resistentes a
Oomycota.

Ejemplo 5
Reduccién de la expresion de homoserina kinasa en Arabidopsis por medio de ARNi.

Se han conseguido producir lineas con HSK silenciada en Arabidopsis mediante ARNi. Se transformé con éxito la
accesion de Arabidopsis Col-0 con un constructo que contiene dos fragmentos de unas 750 pb del exén de HSK en
direcciones opuestas. Se analizaron los transformantes para la resistencia a H. parasitica, aislado Waco9. Se
obtuvieron bastantes lineas transgénicas que confirieron resistencia a H. parasitica. El analisis de la expresion de
HSK y la acumulacién de homoserina confirmé que en las lineas transformadas el gen HSK esta silenciado,
resultando en la resistencia a H. parasitica.

Ejemplo 6
Mutacién de semillas

Las semillas de las especies vegetales de interés fueron tratadas con un mutageno para introducir mutaciones
puntuales aleatorias en el genoma. Las plantas mutadas se cultivan para producir semillas y la siguiente generacion
se criba para detectar un incremento en la acumulacion de homoserina. Esto se consigue midiendo los niveles del
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aminoacido homoserina, monitorizando el nivel de expresion del gen HSK, o buscando mutaciones sin sentido en el
gen HSK mediante el método TILLING, mediante secuenciacion de ADN, o mediante cualquier otro método para
identificar cambios de nucleétido.

Las plantas seleccionadas son homocigotas o se convierten en homocigotas mediante autofecundacion o
cruzamiento con otras plantas. Las plantas homocigotas seleccionadas con niveles incrementados de homoserina se
ensayan para un incremento en la resistencia al patdgeno de interés para confirmar el incremento de resistencia.

Ejemplo 7
Transferencia de un alelo mutado al fondo genético de un cultivo deseado.

La introgresion del alelo mutante deseado en un cultivo se consigue mediante cruzamientos y cribado genotipico del
alelo mutante. Este es un procedimiento estandar en la mejora vegetal de cultivos asistida por marcadores actual.

Tablas
Tabla 2

Numeros Gl (identificador GenlInfo) y nimero de orden Genbank de los marcadores de secuencia expresada (ESTs)
y secuencias de ARNm del ARNm de HSK de Arabidopsis y secuencias ortdlogas de otras especies vegetales.

Un namero Gl (identificador GenlInfo, escrito a veces en minuscula, “gi’) es un nimero entero Unico que identifica
una secuencia particular. EI nimero Gl es una serie de digitos que se asignan consecutivamente a cada archivo de
secuencia procesado por NCBI. El nimero Gl cambiara por tanto cada vez que cambie la secuencia. El NCBI asigna
numeros Gl a todas las secuencias procesadas en Entrez, incluyendo secuencias de nucledtidos de
DDBJ/EMBL/GenBank, secuencias proteicas de SWISS-PROT, PIR y muchos otros. El nimero Gl provee por tanto
un identificador unico de la secuencia que es independiente de la base de datos de origen y que especifica una
secuencia exacta. Si una secuencia en GenBank se modifica, incluso un solo par de bases, se le asigna a la
secuencia actualizada un nuevo numero GI. El nUmero de orden permanece el mismo. El nimero Gl es siempre
estable y recuperable. Por tanto, la referencia a numeros Gl en la tabla proporciona una identificacion clara e
inequivoca de la secuencia correspondiente.

Especie Nombre comun Detalle Numero GI Genbank
Arabidopsis thaliana Arabidopsis ARNm 39104571 AK117871
Citrus sinensis Naranja ESTs 55935768 CV886642
28618675 CB293218
55935770 CvV886643
28619455 CB293998
Glycine max Soja ESTs 10846810 BE069552
17401269 BM178051
8283472 BE0O21031
16348965 BI974560
7285286 AW597773
58024665 CX711406
58017647 CX704389

20449357 BQ253481
16105339 BIB93079

37996979 CF808568
37996460 CF808049
6072786 AW102173
26057235 CA800149
6455775 AW186458
6072724 AW102111
9203587 BE329811
Ipomecea nil Gloria de la mafiana ESTs 74407098 CJ761918
74402449 CJ757269
74402115 CJ756935
74388670 CJ743490
Nicotiana benthamiana Tabaco ESTs 39880685 CK295868
39859026 CK284950
39864851 CK287885
39864855 CK287887
39859024 CK284949
39864853 CK287886
39880683 CK295867
39864849 CK287884
Oryza sativa Arroz ARNm 50916171 XM_ 468550
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32970537 AK060519

ESTs 62708660 CVb535256
62710636 CVb37232
62708052 CVv534648
62709395 CVb535991
62710761 CVb537357
62708535 Cvb535131
62708534 CV535130
62711318 Cvb537914
62707924 CV534520
62710733 CV537329
62709601 CV536197
62709064 CV535660
62708834 CV535430
ESTs 70780626 DR6920274
67490638 DR092267
48933532 C0162991
34354980 CEF396563

67706241 DR117931
17243465 BM158115
34349136 CE390719
66981484 DR057917
48932595 C0162054
66689208 DR0O11702
48933450 C0162909
34350236 CEF391819
67706323 DR118013

48932678 C0162137
669813929 DR0O57832
34354850 CEF396433

Genoma v1.0, LG_TIX, 149339-148242
Expresidén confirmada por ESTs

Genoma v1.0, scaffold 66, 1415935-1417032

Expresién confirmada por ESTs

ESTs 66838966 DRO37071
61238361 DN588007
39804315 CK251362
39801776 CK250065

9250052 BE340521
39832341 CK275363
21917848 BQ116921
9249876 BE340345
39815050 CK258070
39804985 CK251702
39804987 CK251703
39825384 CK268406
39832342 CK275364
66838967 DR0O37072
9250394 BE340863
39804317 CK251363

39825385 CK268407
21375072 BQ516203

ESTs 39813353 CK256373
39793361 CK246131
39793359 CK246130
39813352 CK256372
ESTs 76021237 DT948407

76913306 DV165065
71446162 DR827212
71449720 DR830770
78117576 DV535963
91048486 EB158904
71439095 DR820145
76936546 DV174774
76012246 DT939416
78085419 Dv513812
71766843 DR964780
76924795 DV170131
71449067 DR830117
91875652 EB405609
71450175 DR831225
78103551 DV521979
78090555 DV518929
78104654 DV523072
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Solanum lycopersicum Tomate
Lactuca sativa Lechuga
Vitis vinifera vid

Spinacia oleracea Espinac

Cucumis sativus Pepino

Tabla 3

Secuencias de los cebadores de los marcadores tipo insercion/delecion (INDEL, diferencia de tamafio indicada entre
corchetes) y tipo secuencia polimérfica amplificada y cortada (CAP, sitio de restriccion indicado entre corchetes)

utilizados en el mapeado del locus DMR1.

Nobre del cebador Secuencia del

L. cebador directo
Cédigo del BAC y/o

cddigo At de TAIR

T24112 AATCCAAATTTCTT
(At2g16670) GCGAGAACACA
F5J6 CCGTCAGATCAGTC
(AT2¢17370-80) CTCATCTTGTT
F6P23 CGGTTTCATGTCGA
(AT2g17060) GGAAGATCATA
T23A1 TCCTTCCATGTCCG
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76926251 DV170768

78111568 DV529965

71773353 DR971257

71425952 DR807002

93282458 EB674722

78074199 DV502633

76293328 DV032896

78075462 DV503896

91054750 EB165168

86469295 DY235665

74243218 DT651132

74242899 DT650813

101384764 EB814428

91054750 EB165168

71440426 DR821476

78121780 DV540164

78103550 DVv521978

86469294 DY235664

918777717 EB407734

67014441 C0443190

76924794 DV170130

76021236 DT948406

71446161 DR827211

78110960 DV529358

78074736 DV503170

71428043 DR809093

86469052 DY235422

71440425 DR821475

78121779 DV540163

78104653 DV523071

37400920 CF637820

78074198 DV502632

71449719 DR830769

58213736 BP877213

7333245 AW621598

4386685 AT482761
Unigen SGN-U223239 de la Scl Genomics Network
Secuencia descrita en esta solicitud de patente
Secuencia descrita en esta solicitud de patente
Secuencia descrita en esta solicitud de patente
a Secuencia descrita en esta solicitud de patente
Secuencia descrita en esta solicitud de patente

Secuencia del
cebador inverso

AAACGAAGAGTGAC
AATGGTTGGAG
CAGAAGCTGATGAT
CGTGGAAAGTA
AAGAAGAGAACTGC
GTCAACCTTCC
AACAAATTTGCTTC
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TIPO
(tamafio/enzima)

INDEL

INDEL

Numero GI del

cdédigo At de TAIR

18398180

23506018,

30679966

22325728

42570808,
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(AT2g17220-30) AAACCA CAGCCTTT (26)
AT2gl17190 GAATAGAGGTTGAT CTCTTGTATGTTTT CAP
GGAAATCAAGA ACTGGGCTGAT (MseT)
AT2gl17200 CCTCTCCACCCATT CGATCCATTTCGTIC CAP
TCTAATTTCG AAGCAATCTAC (MboIT)
AT2gl7270 GATGCAGCTAAATT ACGAAAATATCAAA CAP
ATCAGTGTGAA AAGCTCCTTC (N1alIII)
AT2gl17300-05 AGGTAGGATGGTAT GCATGTTTTCTCTA CAP
TATGTTTGAACT AGCGATAGAAG (ECoRTI)
AT2gl17310 ATGGGTAACGAAAG CACATGTATAAGGT CAP
AGAGGATTAGT CTTCCCATAGA (MseT)
AT2gl17360 CCAACAAGTATCCT CCACATCAAACTTA CAP
CTITTTGTTGTT ATGAACTCCAC (MaeIII)
Tabla 4

Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar y secuenciar los ocho genes DMR1 candidatos para los que

se indican los codigo TAIR y Gl.

Nombre del
cebador

MvD17230_F

Secuencia del cebador

TTCCCGAAGTGTACATTAAAAGCTC

MvD17230_R TATGTCATCCCCAAGAGAAGAAGAC
MvD17240-F CAATAAAAGCCTTTAAAAGCCCACT
MvD17240_R TAGCTTICTGAAACTGTGGCATTACA

MvD17250_1F
MvD17250_1R
MvD17250_2F
MvD17250_2R
MvD17250_3F
MvD17250_3R
MvD17260_1F
MvD17260_1R
MvD17260_2F
MvD17260_2R
MvD17260_3F

CATGATTTGAGGGGTATATCCAAAA
GGAGGTGGGATTTGAGATAAAACTT
TAGCCTAGAACTCTCTGTITCGCAAG
CATTATTTTIGCGTAGTTGTGAGTGG
CGAAGAAATCCTACAATCAACCATC
TCTCACAATTCCCATCTCTTACTCC
TTACTCATTTGGGTGAACAGAACAA
ATCATCCCTAATCTCTICTGCTTCCT
GATTAAGATACGGGGAATGGAGTCT
ATGCAGACAAATAAGATGGCTCTTG
GTTGTTGCTCCTIGTCACAAGACTTA

MvD17260_3R GAACAAAGACGAAGCCTTTAAACAA
MvD17265_F GAGGACTGCATCTAGAAGACCCATA
MvD17265_R TGGGCTCTCAACTATAAAGTTTGCT

MvD17270_F1
MvD17270_R1
MvD17270_F2
MvD17270_R2
MvD17280_F1
MvD17280_R1
MvD17280_F2
MvD17280_R2
MvD17290_F1
MvD17290_R1

TAACGGTAAAGCAACGAATCTATCC
TCAAACTGATAACGAGAGACGTTGA
TTGCGTITCGTTTITTGAGTICTTTTAT
AAACCAGACTCATTCCTTTGACATC
TTTAGGATCTCTGCCTTTITCTCAAC
GAGAAATCAATAGCGGGAAAGAGAG
GCTTAAATAGTCCTCCTTTCCTTGC
TCTGCTGGTTCTCATGTTGATAGAG
CTCTCCTTCATCATTTCACAAATCC
TTCCTCTCGCTGTAATGACCTCTAT
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Cédigos
TAIR

At2gl17230
At2gl7230
At2gl7240
At2gl7240
At2gl7250
At2gl7250
At2gl7250
At2gl7250
At2gl7250
At2gl7250
At2gl7260
At2gl7260
At2gl7260
At2gl7260
At2gl7260
At2gl7260
At2gl7265
At2gl7265
At2gl7270
At2gl7270
At2gl7270
At2gl7270
At2gl7280
At2gl7280
At2gl7280
At2gl7280
At2gl17290
At2gl17290

30679913
30679898

30679902

30679927

30679937,
22325732
42569097

30679959

Cédigos
GI

30679913
30679913
30679916
30679916
22325730
22325730
22325730
22325730
22325730
22325730
30679922
30679922
30679922
30679922
30679922
30679922
18398362
18398362
30679927
30679927
30679927
30679927
42569096
42569096
42569096
42569096
30679934
30679934



MvD17290_F2
MvD17290_R2
MvD17290_F3
MvD17290_R3
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TGCCACAGGTGTTGACTATGC At2gl7290 30679934
TGCTCTTAAACCCGCAATCTC At2gl7290 30679934
GAAGATGGCTTTAAAGGTCAGTTTIGT At2gl7290 30679934
AGCAACAACAACTAAAAGGTGGAAG At2gl7290 30679934
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REIVINDICACIONES

1. Una planta, que es resistente a un patégeno, en donde la planta y el patégeno se seleccionan de Bremia
lactucae en lechuga, Peronospora farinosa en espinaca, Pseudoperonospora cubensis en miembros de la familia de
las cucurbitaceas, Pseudoperonospora cubensis en pepino, Peronospora destructor en cebolla, Hyaloperonospora
parasitica en col, Plasmopara viticola en vid, Phytophthora infestans en tomate y patata, y Phytophthora sojae en
soja; dicha planta tiene un nivel incrementado de homoserina in planta comparada con dicha planta que no es
resistente a dicho patdgeno; y dicha planta tiene una mutacion en su gen homoserina kinasa que disminuye la
actividad homoserina kinasa de la enzima codificada.

2. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1, en la que la mutacidon en el gen homoserina kinasa
conduce a una sustitucién aminoacidica en la proteina codificada.

3. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la que el gen es un gen de
homoserina kinasa tal y como se identifica en la lista de Tabla 2.

4. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el gen es el gen de la
homoserina kinasa de Lactuca sativa que tiene la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos tal y
como se muestran en la Fig. 10.

5. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el gen es el gen de la
homoserina kinasa de Vitis vinifera que tiene la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos tal y como
se muestran en la Fig. 11.

6. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el gen es el gen de la
homoserina kinasa de Cucumis sativus que tiene la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos tal y
como se muestran en la Fig. 12.

7. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el gen es el gen de la
homoserina kinasa de Spinacia oleracea que tiene la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos tal y
como se muestran en la Fig. 13.

8. Una planta segun se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el gen es el gen de la
homoserina kinasa de Solanum lycopersicum que tiene la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos
tal y como se muestran en la Fig. 14.
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Fig. 1

-=--MASLCFQSPS---KPISYFQPKS~---- NPSPPLFAKVSVFRCRASVQTLVA-----
----MAICFSSAV~---KPANHFTVFF--==~ NPAP----KKPIFKCSCSLPTVTT-----
---MAICCFPSPL~---KPMTPATPLT~—--~-— NLKPK---RPDILRCNFSLPTITT-~---~
-=--MAIC-FLSPL---KPITPTTSLTT~---NLNPK~--KPNILRCNFSLPIITT-~----
----MAVLCQSP---LNLKLITSSSSS~---- SRNRTANP----SFRLNLSAHSR----~-
~---MAICFHSP---SKPTCISPSSNH----- YRPNLHAR----SFRCNFSKTLT-----
----MAIRHYQPPFASTSSSISSTDLEF----- KPPKLYLSS---SVRCNISVASK-----
----MAITYQSP---MKLNFITSNGFS—~~-- NPPSLYPINTHFSFGFNLSSVSSKTQT-
----MAITFQSP---MKLSFITSNGFS~~-~- NPPSLYPINTHFSFGFNLSSVSSKTQT-
~--MARICYQSP---VKLNFTTSNAFSNPIPNNPPPLYPIKTRFSSGFNLSAVPSKTQTT
------------------ ASISSTRHP-----NPPLCLPALNISRCGPLFSAVTSSTLA-
----MATSTCFLC--PSTASLKGRARF--~--- RIR---IRCSSS----VSVNIR-----
----MATAMSFLC--PSPATFKGTEMP--~--- IAR---FRCCSSNTNSVSLNTR-~~--
----MAMLSYQPP--LKSLTIPPVSLS=-~---- NPKPVLFRCSLSLPSRTAVTS~~~-~~
~=~=~-MAICAQSP---FKPVNLSPHSPS---~-PTHKSPFICKLSLSSHSTHSPLTT-----

MESVFAQTKNHCFYLEPDLGLINSCFGLSRFRTKFSRGHLPHVENVRCNAQQVSLKP---
----MAPAATSTAS--APSSFHSTGRHR----ARVGARPSLVSLRVRAANPNVT------

---MAAAAAAAAAP--SPAPCFPSTRH----- TLPGLVSVRVSRRVKVA-~VAI------
K (dmrl-2)
v
----VEPEPVFVSVKTFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----LGDHVTLRVDPSVRAGEV

---~TEPEPVFTSVKTFAPATVANLGPCFDFLGCAVDG---~LGDYVSLKVDPSVHPGEV
---~-TEPEPVFTSVRSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----LGDFVSLRVDPSVHPGEL

----TEPEPVFTSVRSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----LGDFVSLRVDPSVHPGEL
----SEPSPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----IGDFVTLRLDPNVHPGEV
-—-—-ADPQPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGAAVDG----IGDFVSLRVDPDVRPGEI
--LEPEPHPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAIDG----IGDYVTLTVDPQVQPGRL
HITIPEPEPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----IGDFVTLRVDPNVKAGEV

HITIPEPEPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG---~VGDFVTLRVDPNVKAGEV
HITIPEPEPVFASVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----IGDFITLRVDSKVKPGEV

---VSDPEPVYASVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----IGDFVTVRVDPDVPPGQV
----REPEPVITLVKAFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG---~LGDIVSVKVDPQVHPGEI
----TEPQPVTTFVKAFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----IGDIVSVRVDPEVRPGEI

~-~-VEPQPVFSSVKAFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----LGDYVSLSVDSNVHPGEV
————— EPTPLLTSVTTFAPATVANLGPGFDFLGCAVDG----LGDFVSLSVDPSVHPGQL
-VIQFEATPILQSVKAFAPATIANLGPGFDFLGCAVEG----LGDHVTVEVNEDVEPGKI
--~~-ADPAPAFQSVTTFAPATVANLGPGFDFLGCAVADASLSLGDTVTATLDPSLPPATV
----ADPAPAFNSVTAFAPATVANLGPGFDFLGCAVADASLSLGDTVTATLDPSLPPGTV

* * :*****:***** ****i"*: . :*" . e
SISEITGTTT----- KLSTNPLRNCAGIAAIATMKMLGIRSVGLSLDLHKGLPLGSGLGS
SISEVIGPS------ KLSKNPLWNCAGIAAISAMKMLGVRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
SISDISGPK------ KLSKNPLYNCAGIAAIATMKMLNIRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
SISDISGTK--~--- NLSKNPLNNCAGIAAIATMKMLNIRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
SISDISGAG~----- KKLRRNPRWNCAGIAAISVMKMLNIRSVGLTLSLHKGLPLGSCLGS

SIVDIDGVGNS--AKKLSKNPLWNCAGIAAISVMKMLGVRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
SIAEINGVDKS~-SKRLSRNPLWNCAGIAAISVMKMLKIRSVGLSLSINTCLPLRGGLGS

SISDISGAG---~-~ NRLSKDPLSNCAGIAAISVMKMLNIQSVGLSISLEKGLPLGSGLGS
SISDISGAG----~ NRLSKDPLSNCAGIAAISVMKMLNIQSVGLSISLEKGLPLGSGLGS
SISDISGAG~---- GKLSKDPLSNCAGIAAISVMKMLNIQSVGLSISLEKGLPLGSGLGS
SISEISGAG----- NKLSKNPLWNCAGIAAIAVMKMLRIQSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS

CISDISGHAP----NKLSKNPLWNCAGIAAIEVMKMLSIRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
RISDITGHAP-~~-~NKLSTNPLWNCAGIAAIEVMKMLAIRSVGLSLSLQKGLPLGSGLGS
AISDITGNNT----NKLSKNPLYNCAGIAAIEVMKMLGIRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGS
SISSISGDAS-~---SKLSKDPLLNCAGISALAAMKLLNIRSVGLSLSLQKGLPLGSGLGS
VISFIDGDN----- NRLSLNPMKNCAGIAAKATMELLGVRSVGLSLGLHKGLPLGSGLGS
SIASVTSPSRPNLAERLSRDPLRNCAGVAAIAALRALGVRSHAVSIHLTKGLPLGSGLGS
AIASVTSPSRPTLADRLSRDPLRNCAGVAAIAALRALDVKSHAVSIHLTKGLPLGSGLGS
FrREE L LrLo* ot o REF L R

> . * .

D (dmrl-5) R (dmrl-4)

v v
SAASAARAAVAVNEIFGRKLGSDQLVLAGLESEAKVSGYHADNIAPAIMGGFVLIRNYEP
SAASAAARRVAVNEMFGNKLLPDELVLAGLESEAKVSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYEP
SAASAAAAAVAVNELFGRKLEVKDLVLAGLESEAKVSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAAVAVNEMFGRKLEVKDLVLAGLESEAKVSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAAVAVNELFGRPLTLTDLVLAGLDSESKVSGYHADNVAPAIMGGFVLIRSYHP
SAASAAARAVAVNEI FGRKLGVDDLVLAGLDSEAKVSGYHANNVAPALMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAAVAVNEIFGGKLHDSDLILAGLEAEAKLSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAAVAVNEIFGRKLSVDDLVLAGLESETKVSGYHADNIAPSIMGGFVLVRSYDP
SAASAAAAAVAVNEIFGRKLSVDDLVLAGLESETKVSGYHADNIAPSIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAAVAVNELFGGKLSVSDLVLAGLESETKVSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAAARVAVNELFGSRLSVSDLVFAGLESESKVSGYHADNVAPSIMGGFVLIRSYDP
SAASAAAARVAVNELFGKKLSVEELVLASLKSEEKVSGYHADNVAPSIMGGFVLIGSYSP
SAASAAAAAVAVNEMFGKRLSVEDLVVASLKSEEKVSGYHADNVAPAIMGGFVLIQSYEP
SAASAAAAAIAVNGLFGGKLGVEELVLAGLKSEEKVSGYHADNVAPAIMGGFILIRNYEP
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SAASAAAAAVAVNSLFGSPLSPLDLVHAGLESESKVSGYHADNIAPAIMGGFILIRSYEP
SAASAAAAAVAVNGLFGNKLTKSDLVLAGLESEAAVSGYHADNVAPSLMGGFVLVRSYSP
SAASAAAAAKAVDALFGSRLGRDDLVLAGLESEKAVSGFHADNIAPAILGGFVLVRSYDP
SAASAAAAAKAVDALFGSLLHQDDLVLAGLESEKAVSGFHADNIAPAILGGFVLVRSYDP

Kk khkddkhkk Fks kK * sk Kk Kk -k AL EE FE L EETELLEL FENE S

I (dmrl-3)

v v
LDLKPLRFPSDKDLFFVLVSPDFEAPTKKMRAALPTEIPMVHHVWNSSQAAALVAAVLEG
LDLMRLNFPEKKQLLFVLVTPEFEAPTKKMRAALPAEVGMPHHIWNCSQAGALVAAVLNG
LELMSLQFPVEKDLIFVLVSPDFEAPTKKMRAALPAEIGMPHHVWNCSQAGAFVASVLQG
LELMSLQFPVEKDLIFVLVSPDFEAPTKKMRAALPAEIGMSHHVWNCSQAGALVASVLQG
LELIQLNFPHEKDLFFVLANPEFEAPTKKMREALPQEITMSHHIWNCSQAGALVASVLLG
LELIPLTFPSDKELFFVLVNPEFEAPTKKMRAALPSEIGMSDHVWNCSQAAALVASILQG
LELISLKFPPEKNLFFVLVNPEFQAQTKKMRAVLPTEITMSDHVWNCSQAAALVAGVLQG
LELISLKFPFEKDLFFVLVNPEFEAPTKKMRAVLPSEVTMSHHIWNCSQAGALVAAILQG
LELIPLKFPFEKDLFFVLVNPEFEAPTKKMRAVLPSEVTMSHHIWNCSQAGALVAAILQG
LELIELKFPLEKDLFFVLVNPEFEAPTKKMRAALPNEVTMSHHIWNSSQAGALVAAILQG
LELIQLKFPQEKSLFFVLVNPEFEAPTKKMRAALPAEITMSSHVWNCSQAGALVASVLQG
LELMPLKFPAEKELYFVLVTPEIEAPTKKMRAARLPTEIGMPHHVWNCSQAGALVASVLQG
LRLIELKFPAEKELYFVLVSPEFEAPTKKMRAALPGEIAMAHHVWNCSQAGALVAAVLQOG
LELIRLKFPVEKELFFVLVSPEFEAPTKKMRAALPAEVGMPHHVWNSSQAGALVAAVLQG
LDLMKLEFPETNDLYFVLVSPEFEAPTKKMRAALPKEIGMPHHIWNSSQARAALVAAVLMG
LDLIHLPFPSEKELFFVLVTPAFEAPTKEMRAVLPKNITMKDHIQNCSQAAALVAAILQG
FHLVPLSFPPALRLHFVLVTPDFEAPTSKMRAALPRQVDVQQHVRNSSQAAALVAAVLQG
FHLIPLSSPPALRLHFVLVTPDFEAPTSKMRAALPKQVAVHQHVRNSSQAAALVAAVLQOG
. * * * * 'k*‘k.‘* ::* *_:** .** - B *: *‘***.*:**‘:* *
DAVMLGKALSSDKIVEPTRAPLIPGMEAVKKAALEAGAFGCTISGAGPTAVAVIDSEEKG
DPVGLGKALSSDKIVEPNRAPLI PGMEAVKKVAVEAGAYGCTISGAGPTAVAVVDNEEKG
DLVGLGKALSSDKIVEPKRAPLIPGMEGVKKAALEAGAFGCTISGAGPTAVAVVDSEERG
DLVGLGKALSSDKIVEPKRAPLI PGMVGVKKAALEAGAFGCTISGAGPTAVAVVGSEDRG
DVSGFGKALSSDKIVEPRRTPLI PGMEGVKKAAMEAGAFGCTIRGAGPTVVAVTDNEETG
DLRGLGKALSSDRIVEPRRAPLI PGMEGVKKAALEAGAFGCTISGAGPTAVAITDDEEKG
DLVGFGKALSSDRIVEPRRAPLLPGMEDVKKAAMEAGAYGCTISGSGPTVVAVTDDEDRG
DSRGLGKALSSDKIVEPRRGPLIPGMEGVKKAALKAGAFGCTISGAGPTLVAVTDDEERG
DSRGLGKALSSDKIVEPRRGPLIPGMEGVKKAALKAGAFGCTISGAGPTLVAVTDDEERG
DSRGLGKALSSDKIVEPKRGPLIPGMEGVKKAALEAGAFGCTISGAGPTLVAVTDGEERG
DLPGLGKALSSDKIVEPRRAPLIPGMEAVKKARIQAGAFGCTISGAGPTAVAVTDDEEKG
DVVGLGKALSSDKIVEPRRAPLIPGMEAVKRAAIQAGAFGCTISGAGPTAVAVIDDEQTG
DVVGLGKALSSDKIVEPRRAPLIPGMEAVKKAALQAGAFGCTISGAGPTAVAVIDDELAG
DTMGLGKALSSDKIVEPRRSPLIPGMDGVKKAAIAAGAFGCTISGAGPTAVAVIDNEEKG
DVEGIGKAMSSDKVVEPRRAPLIPGMMAVKKAAIEGGAFGCTISGAGPTAVAVTDREEKG
DPCLLGAALSSDSIVEPKRGPFIPGMMAVKAAALETGAFGCTISGAGPTAVAITDTAEKG
DAGLIGSAMSSDGIVEPTRAPLIPGMAAVKAAALQAGALGCTISGAGPTVVAVIQGEERG
DATLIGSAMSSDGIVEPTRAPLIPGMAAVKAAALEAGALGCTISGAGPTAVAVIDGEEKG

* ek Kaekkx kX F K K.k FK * * * . *Fk KkEk Kk KFakrkk hok . *

QVIGEKMVEAFWKVGHLKSVASVKKLDNVGARLVNSVSR~--- 370
KVIGEKMVEAFWKEGNLKAVSMVKRLDRVGARLVGSVRAPR-- 366
VEIGERMVETFWKEGKLKAVASVKRLDRVGARLVGSVPR---- 366
MEVGERMVEAFWKEGNLKAVAMVKRLDRVGARLVGSVPR-~-- 366
REIGQRMVEVFLEHGKLKALAMVKKLDRIGARLVSSQPI--~- 365
REIGERMVEAFLEEGKLKAVAMVKQLDRVGARLMSSILR---- 368
REIGEKMVEAFVEKGKLKALAMVKKLDRVGARVISRISSQ--- 375
REIGERMVDAFMKEGNLKALAMVKKLDRVGARLVSSNS~~--- 376
REIGERMVEAFMKEGNLKALAMVKKLDRVGARLVSSNS----- 376
REIGERMVEAFMKEGKLKALAMVKQLDRVGARLVSSNPR---- 384
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 10

>CDS de HSK de Lactuca sativa
ATGGCAATTCGCCATTATCAACCTCCATTCGCCTCCACTTCTTCTTCTATCTCTAGTACA
GATTTATTCRAAACCCCCTAAACTTTATCTTTCATCGTCTGTCCGGTGCAACATCTCCGTC
GCTTCCAAACTGGAACCCGAACCTCATCCAGTTTTCACCTCCGTTAAGTCATTCGCCCCC
GCCACCGTAGCCAACCTCGGGCCTGGTTTCGACTTCCTCGGCTGCGCAATCGACGGCATC
GGAGATTACGTTACCCTCACAGTCGACCCCCAAGTCCAACCCGGCAGATTATCAATTGCA
GAAATCAACGGCGTTGACAAGTCTTCCAAGAGGCTCAGCAGAAACCCTCTATGGAATTGC
GCCGGAATTGCTGCAATCTCCGTCATGAAGATGCTCAAGATCCGATCCGTTGGTCTCTCT
TTATCCATCAATACATGTCTCCCCCTTCGAGGCGGCCTAGGCTCCAGCGCCGCTAGCGCT
GCCGCCGCCGCCGTTGCGGTTAATGAGATTTTCGGAGGGAAGTTACATGATTCCGATTTG
ATACTCGCGGGGCTCGAAGCTGAAGCGAAGTTATCCGGTTATCACGCCGATAACATTGCT
CCGGCGATCATGGGCGGGTTTGTGTTGATCAGAAGCTACGATCCATTAGAGTTGATCTCC
TTGAAGTTTCCACCGGRAARAGAATCTGTTTTTCGTGTTGGTGAATCCTGAATTCCAAGCA
CAAACGAAGAAGATGAGGGCGGTTCTACCGACGGAGATAACAATGTCGGATCATGTATGG
AATTGTAGTCAGGCGGCGGCGTTGGTGGCAGGCGTATTGCAGGGGGATTTGGTGGGGTTT
GGGAAGGCATTGTCATCGGATAGAATAGTGGAGCCACGGCGGGCGCCATTGCTTCCGGGA
ATGGAAGATGTGAAGAAGGCAGCAATGGAAGCAGGGGCATATGGGTGTACGATAAGTGGG
TCAGGGCCGACGGTGGTGGCGGTGACGGATGATGAAGATAGAGGGAGGGAGATCGGGGAG
AAGATGGTGGAAGCTTTTGTAGAGAAGGGAAAGTTGAAAGCTTTGGCTATGGTGAAGARAA
CTGGACAGAGTTGGTGCTAGAGTTATCAGTCGTATCTCCAGCCAATGA

>proteina HSK de Lactuca sativa
MATIRHYQPPFASTSSSISSTDLFKPPKLYLSSSVRCNISVASKLEPEPHPV
FTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGCAIDGIGDYVTLTVDPQVQPGRLSIAEINGVDKSSKR
LSRNPLWNCAGIAAISVMKMLKIRSVGLSLSINTCLPLRGGLGSSAASAAAAAVAVNEILF
GGKLHDSDLILAGLEAEAKLSGYHADNIAPAIMGGFVLIRSYDPLELISLKFPPEKNLFF
VLVNPEFQAQTKKMRAVLPTEITMSDHVWNCSQAAALVAGVLQGDLVGFGKALSSDRIVE
PRRAPLLPGMEDVKKAAMEAGAYGCTISGSGPTVVAVTDDEDRGREIGEKMVEAFVEKGK
LKALAMVKKLDRVGARVISRISSQ*
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Fig. 11

>CDS de HSK de Vitis vinifera
ATGGCGATTTGCTTCCACTCCCCCTCAAAACCCACTTGCATTTCTCCCTCATCARACCATTACAGACCCAATCTT
CATGCTCGGTCCTTCAGATGCAACTTCTCTAAAACATTAACTGCTGATCCTCAACCAGTTTTCACCTCTGTGAAG
TCCTTCGCACCCGCAACCGTTGCTAACCTCGGTCCCGGTTTCGATTTCCTCGGTGCTGCTGTTGATGGTATAGGC
GATTTCGTCTCCCTTCGCGTGGATCCTGATGTTCGGCCCGGGGAGATTTCGATTGTCGATATCGATGGTGTTGGG
AATAGCGCCAAGAAGCTCAGTAARAATCCCCTCTGGAACTGCGCCGGCATTGCCGCTATCTCCGTCATGAAAATG
CTCGGAGTCCGATCGGTGGGGCTGTCCCTTTCCCTCGAGAAGGGGTTGCCATTGGGAAGTGGACTTGGGTCGAGC
GCTGCCAGTGCCGCCGCGGCTGCTGTGGCGGTGAATGAGATTTTTGGGCGGARAATTGGGAGTTGATGACCTTGTC
CTTGCTGGGCTTGACTCGGAAGCTAAAGTTTCGGGTTATCACGCGAACAATGTGGCGCCGGCTCTTATGGGAGGA
TTCGTGTTGATTCGGAGTTATGATCCTTTGGAGTTGATTCCTTTGACGTTTCCGAGCGACAAGGAGTTGTTTTTT
GTGTTGGTGAATCCGGAATTTGAAGCTCCCACCAAGAARATGCGGGCGGCATTGCCGTCGGAGATCGGGATGTCT
GATCACGTGTGGAATTGTAGCCAGGCCGCTGCATTGGTAGCCTCGATTTTGCAAGGAGATTTGAGGGGGTTGGGC
AAGGCATTGTCCTCCGACAGAATTGTGGAGCCAAGGAGGGCACCCTTGATCCCTGGGATGGAAGGAGTGAAARAAG
GCTGCTCTTGAGGCTGGTGCATTTGGCTGTACAATTAGTGGAGCAGGGCCGACTGCAGTTGCAATTACAGATGAC
GAAGAGAAGGGAAGGGAGATTGGAGAACGGATGGTAGRAAGCTTTCTTGGAGGAAGGGAAGTTGAAGGCTGTAGCA
ATGGTGAAGCAACTCGATAGGGTTGGTGCTAGGCTTATGAGTAGCATCCTCAGATGA

>proteina HSK de Vitis vinifera
MAICFHSPSKPTCISPSSNHYRPNLHARSFRCNFES
KTLTADPQPVFTSVKSFAPATVANLGPGFDFLGAAVDGIGDFVSLRVDPDVRPGEISIVD
IDGVGNSAKKLSKNPLWNCAGIAATISVMKMLGVRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGSSAASAA
AAAVAVNEIFGRKLGVDDLVLAGLDSEAKVSGYHANNVAPALMGGFVLIRSYDPLELIPL
TFPSDKELFFVLVNPEFEAPTKKMRAALPSEIGMSDHVWNCSQAAALVASILOGDLRGLG
KALSSDRIVEPRRAPLIPGMEGVKKAALEAGAFGCTISGAGPTAVAITDDEEKGREIGER
MVEAFLEEGKLKAVAMVKQLDRVGARLMSSILR*
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Fig. 12

>CDS de HSK de Cucumis sativus
ATGGCTATGCTCTCCTATCAACCGCCATTGAAGTCGTTGACCATTCCTCCAGTTTCTTTATCTAACCCTAAACCT
GTTCTCTTCAGGTGCAGTTTGTCTCTTCCATCTAGAACCGCCGTCACTTCCGTCGAACCTCAACCCGTTTTCTCT
TCCGTCAAGGCGTTTGCTCCTGCAACCGTCGCTAATTTAGGTCCTGGGTTTGATTTCCTTGGCTGCGCTGTTGAT
GGCTTGGGAGATTATGTCTCTCTTAGTGTTGATTCCAATGTTCATCCAGGTGAAGTTGCGATTTCTGATATTACA
GGGAATAACACGAATAAACTTAGTAAAAATCCTCTCTATAATTGTGCTGGTATTGCTGCTATTGAAGTTATGAAA
ATGCTAGGGATCCGATCTGTTGGTCTTTCTCTTTCGCTTGAGARAGGTTTGCCGTTAGGGAGTGGATTGGGATCT
AGTGCTGCGAGTGCAGCTGCTGCGGCGATTGCTGTTAATGGATTGTTCGGTGGGAAATTAGGAGTAGAGGAATTG
GTTCTCGCGGGGTTGARATCGGAAGAGAAGGTTTCTGGGTACCATGCGGATAATGTCGCACCGGCTATCATGGGG
GGTTTCATTCTGATTCGAAATTACGAACCCTTGGAATTGATTCGTTTGAAATTCCCCGTCGAGAAGGAGCTGTTC
TTCGTGTTGGTCAGCCCGGAATTCGAAGCACCGACGAAGAAAATGCGGGCTGCGTTACCTGCTGAAGTTGGGATG
CCACACCATGTGTGGAATTCCAGCCAAGCCGGGGCGTTGGTGGCTGCGGTGCTGCAGGGTGACACGATGGGATTG
GGGARAAGCATTGTCATCAGACAAAATTGTGGAACCAAGGCGTTCGCCGTTGATTCCAGGTATGGATGGTGTTAAG
AAGGCAGCCATTGCTGCTGGGGCATTTGGGTGCACGATAAGCGGAGCAGGGCCAACAGCGGTGGCGGTGATCGAT
AACGAAGAGAAGGGGAAGGAGATTGGTGAGAGGATGGTTATGGCATTTCTGAAGGAAGGAAATTTGAAAGCTACG
GCATCTGTARAGAGACTAGATCGAGTTGGTGCAAGGCTTATTGGATCAACTCCTTTAGATAGAGTTTTATGA

>proteina HSK de Cucumis sativus
MAMLSYQPPLKSLTIPPVSLSNPKPVLFRCSLSLPSRTAVTSVEPQPVESSVKAFAPA
TVANLGPGFDFLGCAVDGLGDYVSLSVDSNVHPGEVAISDITGNNTNKLSKNPLYNCAGI
AATEVMKMLGIRSVGLSLSLEKGLPLGSGLGSSAASAAAAATAVNGLFGGKLGVEELVLA
GLKSEEKVSGYHADNVAPAIMGGFILIRNYEPLELIRLKFPVEKELFFVLVSPEFEAPTK
KMRAALPAEVGMPHHVWNSSQAGALVAAVLQGDTMGLGKALSSDKIVEPRRSPLI PGMDG
VKKAAIAAGAFGCTISGAGPTAVAVIDNEEKGKEIGERMVMAFLKEGNLKATASVKRLDR
VGARLIGSTPLDRVL*
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Fig. 13

>CDS de HSK de Spinacia oleracea
ATGGCAATCTGCGCACAATCTCCATTCAAACCCGTCAATCTATCACCTCACTCCCCTTCTCCCACCCACAAATCC
CCATTCATCTGTAAACTTTCTCTCTCCTCCCACTCAACCCACTCACCTCTCACCACTGAACCAACACCACTCCTC
ACCTCCGTCACCACCTTCGCCCCCGCTACCGTCGCCAACCTCGGCCCAGGGTTCGACTTCCTCGGTTGCGCTGTC
GATGGCCTCGGTGACTTCGTTTCTCTTTCCGTTGACCCCTCCGTTCATCCCGGTCAACTCTCCATCTCCTCCATT
TCCGGCGACGCTTCTTCCAAACTCTCCAAAGATCCCCTTCTTAACTGCGCCGGTATCTCTGCCCTAGCCGCCATG
AAGCTCCTTAACATTCGCTCCGTCGGCCTTTCTCTATCTCTCCAARAAGGGCTCCCACTTGGCTCCGGTCTCGGA
TCTTCAGCAGCTTCCGCTGCTGCTGCCGCTGTTGCTGTGAACTCCCTATTTGGCTCCCCTCTCTCTCCACTCGAC
CTCGTACACGCTGGACTTGAGTCAGAATCTARAGTTTCCGGTTACCACGCTGACAACATTGCACCGGCGATAATG
GGTGGTTTTATCTTAATCAGGAGT TATGAGCCATTGGATT TGATGAAATTGGAGTTCCCTGAGACTAATGATTTG
TATTTCGTATTGGTTAGTCCGGAATTTGAAGCCCCAACGAAGAAGATGAGGGCGGCATTGCCGAAGGAGATCGGG
ATGCCGCACCACATATGGAATTCTAGCCAAGCGGCAGCATTGGTGGCGGCAGTTTTGATGGGTGACGTAGAAGGG
ATAGGAAAGGCAATGTCTTCCGATARAGTGGTGGAGCCAAGGCGGGCACCATTGATTCCCGGGATGATGGCGGTG
AAGAAGGCGGCTATTGAAGGGGGAGCGTTCGGGTGTACAATTAGCGGGGCAGGGCCTACGGCTGTGGCAGTAACG
GATAGGGAGGAGAAGGGAAGAGAGATCGGAGAGAGAATGGTGGAAGCGTTTTGGAAGGAAGGAGGGTTARAGGCT
GCCGCTGTGATTCAAAAGCTAGATAGAGTTGGTGCTAGAGTTGTTAGCAGTGTTCCCAGATGA

>proteina HSK de Spinacia oleracea
MAICAQSPFKPVNLSPHSPSPTHKSPFICKLSLSSHSTH
SPLTTEPTPLLTSVTTFAPATVANLGPGFDFLGCAVDGLGDFVSLSVDPSVHPGQLSISS
ISGDASSKLSKDPLLNCAGISALAAMKLLNIRSVGLSLSLQKGLPLGSGLGSSAASAAAA
AVAVNSLFGSPLSPLDLVHAGLESESKVSGYHADNIAPAIMGGFILIRSYEPLDLMKLEF
PETNDLYFVLVSPEFEAPTKKMRAALPKEIGMPHHIWNSSQAAALVAAVLMGDVEGIGKA
MSSDKVVEPRRAPLIPGMMAVKKAAIEGGAFGCTISGAGPTAVAVTDREEKGREIGERMV
EAFWKEGGLKAAAVIQKLDRVGARVVSSVPR*
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Fig. 14

>CDS de HSK de Solanum lycopersicum
ATGGCTATAACCTTTCAATCTCCCATGAAACTCAGCTTCATCACTTCTAATGGCTTCTCAAATCCTCC
TTCTCTTTATCCCATCAATACCCATTTCTCATTTGGATTCAATCTCTCATCTGTCTCCTCCAAAACCC
AAACCCATATCACCATACCCGAACCCGAACCCGTATTCACCTCCGTCAAGTCGTTTGCTCCGGCCACT
GTTGCTAATCTAGGTCCGGGTTTTGATTTCCTCGGATGCGCCGTTGATGGAGTCGGAGATTTTGTCAC
TCTTCGGGTTGACCCAAATGTTARAAGCTGGGGAGGTTTCGATTTCTGATATCTCCGGTGCTGGAAATA
GGCTTAGTAAAGACCCTTTATCGAACTGTGCTGGAATAGCTGCTATTTCTGTTATGAAGATGTTGAAT
ATACAGTCTGTTGGTTTATCGATTTCGCTTGAAAAAGGGTTGCCGTTGGGTAGTGGACTTGGGTCTAG
TGCTGCTAGTGCTGCGGCGGCGGCGGTGGCTGTGAATGAGATTTTTGGACGGAAGTTGAGTGTTGATG
ATCTTGTGCTTGCTGGGTTGGAATCGGAAACGAAGGTTTCGGGTTATCATGCTGATAATATAGCACCT
TCGATTATGGGTGGTTTTGTGTTGATAAGAAGTTATGATCCGTTGGAATTGATCCCATTGAAGTTTCC
ATTTGAAAAAGATTTGTTTTTTGTGCTTGTGAATCCCGAATTCGAAGCTCCAACGAAGAAGATGAGGG
CGGTATTGCCATCGGAGGTGACAATGTCGCATCATATATGGAATTGTAGTCAGGCTGGGGCGTTGGTG
GCTGCGATATTGCAGGGGGATTCGAGGGGTTTAGGGAAGGCGTTGTCGTCTGATAAGATTGTGGAGCC
GAGGAGAGGGCCGTTGATTCCTGGGATGGAGGGAGTGAAGAAGGCGGCGTTGAAGGCTGGGGCATTTG
GTTGCACGATAAGCGGAGCTGGACCTACTTTGGTCGCGGTGACGGATGATGAAGAGAGAGGGAGGGAG
ATTGGGGAGAGAATGGTGGAGGCGTTTATGAAGGAAGGGAACTTGAAGGCTTTGGCTATGGTGAAGAA
GCTTGATCGAGTTGGTGCCCGCCTTGTTAGTAGCAATTCATGA

>proteina HSK de Solanum lycopersicum
MAITFQSPMKLSFITSNGFSNPPSLYPINTHFSFGFNLSSVSSKTQTHITIPEPEPVETS
VKSFAPATVANLGPGFDFLGCAVDGVGDFVTLRVDPNVKAGEVSISDISGAGNRLSKDPL
SNCAGIAAISVMKMLNIQSVGLSISLEKGLPLGSGLGSSAASAAAAAVAVNEIFGRKLSV
DDLVLAGLESETKVSGYHADNIAPSIMGGFVLIRSYDPLELIPLKFPFEKDLFFVLVNPE
FEAPTKKMRAVLPSEVTMSHHIWNCSQAGALVAAILQGDSRGLGKALSSDKIVEPRRGPL
IPGMEGVKKAALKAGAFGCTISGAGPTLVAVTDDEERGREIGERMVEAFMKEGNLKALAM
VKKLDRVGARLVSSNS*
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