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DESCRIPCION
Plantas resistentes al estrés y su produccion
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a genes de plantas implicados en la regulacion negativa de la resistencia al estrés
biético y/o abidtico y usos de los mismos. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a plantas que
comprenden una funcion de gen de caja MADS inactivada, y que tienen la resistencia aumentada al estrés bidtico o
abidtico. La invencion también se refiere a los métodos para producir plantas modificadas que tienen una resistencia
aumentada a patdgenos fungicos, bacterianos y/o al estrés por sequia. En particular, la invencion se refiere a los
métodos para producir plantas con genes MADS26 inactivados, o un ortélogo del mismo, y que muestran resistencia
al estrés bidtico y/o abidtico.

Antecedentes de la invencion

Las plantas cultivadas se enfrentan continuamente con diversos patdgenos. En particular, la infeccion de las plantas
cultivadas con bacterias y hongos puede tener un impacto devastador en la agricultura debido a la pérdida de
rendimiento y contaminacién de las plantas con toxinas. Otros factores que causan la reducciéon drastica del
rendimiento en la mayoria de los cultivos son los factores de estrés abidtico tales como sequia, salinidad, metales
pesados y temperatura.

De acuerdo con las estimaciones de la FAO, enfermedades, insectos y malas hierbas causan tanto como un 25% de
pérdida de rendimiento en los cultivos de cereales (Khush, 2005). Por ejemplo, solo en China, se estima que 1 millon
de hectareas se pierden anualmente debido a la enfermedad de quemazon (Khush y Jena 2009). Entre 1987 y 1996,
los fungicidas representaron, por ejemplo, hasta el 20 y 30% de los costos de cultivo en China (46 Millones de
dolares) y Japén (461 Millones de délares) respectivamente.

Para satisfacer la creciente demanda del suministro mundial de alimentos, sera necesario producir hasta un 40%
mas de arroz en 2030 (Khush 2005). Esto tendra que ser en una superficie reducida de siembra debido a la
urbanizacion y al aumento de la contaminacion ambiental.

Por ejemplo, la superficie de siembra en China disminuy6 en 8 millones de hectareas entre 1996 y 2007.

La mejora del rendimiento por planta no es la Unica manera de conseguir el objetivo; la reduccion de las pérdidas por
estrés bidtico y abiotico es también una solucion.

Una de las enfermedades fungicas mas devastadoras es la enfermedad de quemazon, que es causada por el
ascomiceto Magnaporthe oryzae, también conocido como hongo de la quemazén del arroz. Los miembros del
complejo M. grisea/M. oryzae (que contienen al menos dos especies biologicas: M. grisea y M. oryzae) son
patégenos de las plantas extremadamente eficaces ya que se pueden reproducir tanto sexualmente como
asexualmente para producir estructuras infecciosas especializadas conocidas como appressorias que infectan los
tejidos aéreos e hifas que pueden infectar los tejidos de la raiz. El hongo Magnaporthe pude infectar también una
serie de otros cereales de importancia agricola incluyendo trigo, centeno, cebada, y mijo perlado causando
enfermedades llamadas enfermedad de quemazon o enfermedad de tizon. Otros patdgenos fungicos de plantas de
importancia econdmica incluyen patdgenos fungicos de especies seleccionadas de especies Puccinia, Aspergillus,
Ustilago, Septoria, Erisyphe, Rhizoctonia y Fusarium. La contaminacién por Fusarium en los cereales (p.ej., cebada
o trigo) puede dar como resultado la enfermedad del tizon de la cabeza. Por ejemplo, las pérdidas totales en los
Estados Unidos de los cultivos de cebada y trigo entre 1991 y 1996 se han estimado en 3 billones de dolares
(Brewing Microbiology, 32 Edicion. Priest and Campbell, ISBN 0-306-47288-0).

Otros patdgenos de plantas devastadores para la agricultura son patégenos bacterianos de las especies
Xanthomonas, Ralstonia, Erwinia, Pectobacterium, Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Burkholderia,
Acidovorax, Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma y Phytoplasma. Las bacterias patégenas de plantas
causan muchas clases diferentes de sintomas que incluyen gallas y sobrecrecimientos, marchitez, manchas de las
hojas, motas y picaduras, pudriciones blandas, asi como costras y chancros. Algunas bacterias patéogenas de
plantas producen toxinas o inyectan proteinas especiales que conducen a la muerte de la célula huésped o
producen enzimas que descomponen los componentes estructurales clave de las células de las plantas. Un ejemplo
es la producciéon de enzimas por bacterias de pudricion blanda que degradan la capa de pectina que mantiene las
células de la planta unidas. Otras, tal como Ralstonia spp., colonizan los vasos de xilema que conducen el agua
causando que las plantas se marchiten y mueran. Las especies Agrobacterium tienen incluso la capacidad de
modificar genéticamente o transformar sus huéspedes y provocar la formaciéon de sobrecrecimientos cancerigenos
llamados galon de la corona. Las enfermedades bacterianas en plantas son dificiles de controlar. El hincapié esta en
prevenir la expansion de la bacteria mas que en curar la planta.

Las practicas culturales pueden o eliminar o reducir las fuentes de contaminacién bacteriana, tales como la rotacion
de cultivos para reducir la hibernaciéon. Sin embargo, el procedimiento de control mas importante esta garantizado
por la resistencia genética del huésped que proporciona variedades, cultivares, o hibridos resistentes.
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La infeccion patdégena de las plantas de cultivo puede tener un impacto devastador en la agricultura debido a la
pérdida de rendimiento y contaminacion de las plantas con toxinas. En la actualidad, los brotes de la enfermedad de
quemazon se controlan mediante la aplicacion de tratamientos quimicos fungicidas caros y téxicos usando por
ejemplo probenazol, triciclazol, piroquilén y ftalida, o quemando los cultivos infectados. Estos métodos son solo
parcialmente exitosos ya que los patdgenos de las plantas pueden desarrollar resistencia a los tratamientos
quimicos.

Para reducir la cantidad de pesticidas usados, los criadores de plantas y genetistas han intentado identificar la
resistencia a la enfermedad del loci y explotar el mecanismo de defensa natural de las plantas frente al ataque de
patégenos. Las plantas pueden reconocer ciertos patdgenos y activar las defensas en forma de respuesta de
resistencia que puede resultar en la limitacion o detencion del crecimiento de patégenos. Se han identificado muchos
genes de resistencia (R), que confieren resistencia a varias especies de plantas frente a una amplia gama de
patégenos. Sin embargo, la mayoria de estos genes R no son normalmente duraderos ya que los patdgenos pueden
vencer facilmente este tipo de resistencia.

En consecuencia, existe una gran demanda de nuevos métodos eficaces para controlar las enfermedades de las
plantas, asi como para producir plantas de interés con mayor resistencia al estrés biético y abidtico.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona métodos nuevos y eficientes para producir plantas resistentes al estrés biotico y
abiotico. Sorprendentemente, los inventores han descubierto que las plantas mutantes con un gen de caja MADS
defectuoso son resistentes a las enfermedades de las plantas. En particular, los inventores han demostrado que el
gen MADS26 es un regulador negativo de la respuesta al estrés bidtico, y que las plantas con el gen MADS26
defectuoso son resistentes a los patégenos fungicos y bacterianos mientras que las plantas con una sobre expresion
del gen MADS26 son mas susceptibles a las enfermedades de las plantas. Ademas, los inventores han mostrado
que inhibir la expresion del gen MADS26 aumenta la resistencia de la planta al estrés por sequia. A nuestro
entender, este es el primer ejemplo de regulacion de la resistencia bidtica y abidtica en plantas por un factor de
transcripcion de la familia de caja MADS. Ademas, los inventores han identificado ortélogos de MADS26 en varias
plantas, asi como otros miembros de la familia de genes de caja MADS, extendiendo asi la aplicacion de la
invencion a diferentes cultivos y modificaciones.

Un objetivo de esta invencion se refiere por lo tanto a plantas que comprenden una funciéon de MADS26 defectuosa.
Como se discutira, dichas plantas muestran una resistencia aumentada o mejorada al estrés bittico y/o abidtico.
Preferiblemente, dichas plantas son monocotiledéneas. Mas preferiblemente, dichas plantas son cereales
seleccionados de la familia Poaceae (p.€j., arroz, trigo, cebada, avena, centeno, sorgo o maiz).

La invencion mas particularmente se refiere a plantas que tienen una funcion de MADS26 defectuosa y muestran
una resistencia aumentada al estrés bidtico y abidtico.

Otro objetivo particular de esta invencion se refiere a plantas que comprenden un gen de caja MADS defectuoso y
muestran una resistencia aumentada al estrés bidtico y abidtico.

Un objetivo adicional de la presente invencion se refiere a semillas de plantas de la invencién, o a plantas, o
descendientes de plantas cultivadas o sino derivados de dichas semillas.

Un objetivo adicional de la invencion se refiere a un método para producir plantas que tienen una resistencia
aumentada al estrés bidtico y abiotico, en donde el método comprende las siguientes etapas:

(a) inactivacion de un gen o proteina MADS26, o un ortélogo del mismo, en una célula vegetal;
(b) opcionalmente, seleccion de células vegetales de la etapa (a) con la funcion de MADS26 inactivada;
(c) regeneracion de las plantas a partir de las células de las etapas (a) y (b); y

(d) opcionalmente, seleccion de una planta de (c) con una resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico,
teniendo dicha planta un gen o proteina MADS26 defectuoso, o un ortélogo del mismo.

Como se describira ademas en la presente invencion, la funcion del factor de transcripcion de caja MADS se puede
hacer defectuosa por diversas técnicas tales como, por ejemplo, por inactivacion del gen (o RNA), inactivacion de la
proteina, o inactivacién de la transcripcion o traduccién de los mismos. La inactivacién puede estar acompanada de
por, p.€j., delecion, insercion y/o sustitucion de uno o mas nucleétidos, mutagénesis especifica del sitio, mutagénesis
por metanosulfonato de etilo (EMS), lesiones locales inducidas en genomas por direccionamiento (TILLING),
técnicas de bloqueo génico, o silenciamiento génico, p.€j., mecanismos de interferencia por RNA, ribocimas,
antisentido, aptameros, y similares. La funcion de caja MADS se puede hacer también defectuosa por la alteracion
de la actividad de la proteina de caja MADS, ya sea por la alteracion de la estructura de la proteina, o por la
expresion de un ligando de la proteina en la célula, o un inhibidor de la misma, por ejemplo.
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La invencion también se refiere a un método para conferir o aumentar la resistencia al estrés biético y/o abidtico a
una planta, que comprende una etapa de inhibicién, permanente o transitoria, una funciéon MADS26 en dicha planta,
p.€ej., por inhibicion de la expresion del gen(s) MADS26 en dicha planta.

Otro objetivo de esta invencion se refiere a un RNAIi, como se describe en las reivindicaciones, que inhibe la
expresion (p.ej., transcripcion o traduccion) de un gen MADS26.

Otro objetivo de la invencion se refiere al uso de dicho acido nucleico para aumentar la resistencia de las plantas o
células vegetales al estrés biotico y/o abidtico.

Un objetivo adicional de la invencién se refiere a plantas transformadas con un vector que comprende dicho RNAi
que inhibe la expresion de un gen MADS26.

La invencion se aplica para producir cereales que tienen una resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico, y
es particularmente adecuada para producir trigo, arroz, cebada, avena, centeno, sorgo o maiz resistentes.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Expresion constitutiva del gen OsMADS26. Analisis QPCR del perfil de expresion de OsMADS26. A:
expresion de OsMADS26 en diferentes érganos de plantulas cultivadas en condiciones estandar (MS/2). L: hoja, S:
tronco, CR: raiz de corona, SR-A: raiz seminal sin apéndice, SR+A: apéndice de raiz seminal. B-C, patrones de
expresion de OsMADS26 en el brote (B) y en la raiz (C) de plantulas de arroz de 7 dias cultivadas en condiciones
estandar (C), con 150 nM de NaCl (SS), 100 nM de manitol (OS). Los valores representan la media obtenida de dos
repeticiones bioldgicas independientes, siendo las barras el error estandar. *: Diferencia significativa con p=0,05.

Figura 2: Expresion del vector pANDA usado para clonar cDNA de OsMADS26. El vector pANDA permite la
expresion bajo el control del promotor constitutivo del gen ubitiquina del maiz del marcador de la secuencia génica
clonada (GST) con orientacion en sentido y antisentido separadas por una secuencia de espaciado GUS. La
insercion de las GSTs se verificd por secuenciacion. Los plasmidos obtenidos se nombraron pANDA-GST1 y
pANDA-GST2 (para GST1 y GST2 respectivamente), y se transfirieron a una cepa EHA105 de A. ftumefaciens para
la transformacion de la planta.

Figura 3: Amplificacion de los marcadores de secuencias GST1 y GST2 especificos de cDNA de MADS26 (de la raiz
Oryza sativa) y prediccion de RNAi de MADS26. Se realizd6 una amplificacion PCR con un par de cebadores
especificos disefiados en las UTR 5 y 3' de OsMADS26 (PC8 Hacia adelante: 5-aagcaagagatagggataag-3’, PC8
Reverso: 5’-attacttgaaatggttcaac-3’). EI cDNA amplificado fue clonado usando el kit de clonacién facil pGEM-T de
Promega. El plasmido obtenido se nombré pGEM-T-PC8. A partir de este plasmido se hicieron ademas reacciones
PCR usando cebadores especificos que poseen la secuencia recombinante para la recombinasa BP de la tecnologia
de clonacién de puerta de enlace de Invitrogen en su extremo 5’ para amplificar el cDNA de OsMADS26 (PC8 BP
Hacia adelante: 5-ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctgaagaggaggaagaaggagg-3’ y PC8 BP Reverso: 5-
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtgctcctcaagagttctttag-3'), un fragmento de 215 bp situado en la UTR 5 de
OsMADS26, llamado GST1 (PC8 BP hacia adelante y GST1 reverso: 5-
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtccctcticttcctectctce-3’) y un fragmento de 321 bp que comprende el final del uUltimo
exo6n y la mayor parte de la region UTR 3 de OsMADS26, llamado GST2 (GST2 hacia adelante: 5'-
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcatgatggtagcagatcaac-3' y PC8 BP reverso).

Figura 4: patrén de expresion de genes MADS26 en plantas transgénicas y mecanismo de interferencia por RNA
usando un analisis cuantitativo QPCR. A: niveles de expresion de OsMADS26 en sobreexpresion (barras oscuras) y
el control correspondiente (barras blancas) de plantas cultivadas en invernadero. B: niveles de expresion de
OsMADS26 en el mecanismo de interferencia por RNA (barras grises) y el control correspondiente (barras blancas)
de plantas cultivadas en invernadero. C: niveles de expresion de OsMADS26 en el mecanismo de interferencia por
RNA (barras grises) y el control correspondiente (barras blancas) de plantulas de 7 dias cultivadas en medio MS/2
afiadido con 125 mM de manitol. Los valores representan la media obtenida de dos repeticiones biolégicas
independientes, siendo las barras el error estandar.

Figura 5: Las plantas con mecanismo de interferencia por RNA de MADS26 son mas resistentes a la infeccion
fungica mientras que las plantas que sobreexpresan el gen MADS26 son menos resistentes a la infeccion fungica.
Resistencia de las lineas trasgénicas de OsMADS26 frente a Magnaporthe oryzae (M. oryzae). Se ensayaron nueve
lineas de arroz independientes con sobreexpresion de OsMADS26 (PCA, PCB) (barras negras) o interferidos (PD1,
PD2) (barras grises) y las correspondientes lineas de control transformadas con vectores vacios (PCO, PDO) y
plantas de tipo nativo (WT) (barras blancas). A: gravedad de los sintomas en hojas de plantas transgénicas y de
control inoculadas con la cepa GY11 de M. oryzae. Se tomaron fotografias a los 3 dias después de la inoculacion.
Maratelli, control altamente susceptible. B: Porcentaje de susceptibilidad frente a las lesiones totales observadas en
hojas infectadas de M. oryzae a los 3 dias después de la inoculacion. Los valores representan la media obtenida de
diez plantas inoculadas por cada linea, siendo las barras el error estandar correspondiente. Los resultados que se
muestran son representativos de los datos obtenidos para tres experimentos independientes. *: diferencia
significativa con p<0,05; **: diferencia significativa con p<0,01; ***: diferencia significativa con p<0,001.
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Figura 6: Las plantas con mecanismos de interferencia por RNA en MADS26 son mas resistentes a la infeccion
bacteriana mientras que las plantas que sobreexpresan el gen MADS26 son menos resistentes a la infeccion
bacteriana. Resistencia de las lineas transgénicas de OsMADS26 frente a Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (Xoo).
Se ensayaron nueve lineas de arroz independientes con sobreexpresion de OsMADS26 (PCA, PCB) (barras negras)
o interferido (PD1, PD2) (barras grises) y las correspondientes lineas de control transformadas con vectores vacios
(PCO, PDO) y plantas de tipo nativo (WT) (barras blancas). A: gravedad de los sintomas en hojas de plantas
transgénicas y de control inoculadas con la cepa POX99 de Xoo. Se tomaron fotografias a los 14 dias después de la
inoculacion. B: longitud de la lesiéon producida en las hojas Xoo-infectadas a los 14 dpi. Los valores representan la
media obtenida de diez plantas inoculadas para cada linea, siendo las barras el error estandar correspondiente. Los
resultados que se muestran son representativos de los datos obtenidos para dos experimentos independientes. *:
diferencia significativa con p<0,05; **: diferencia significativa con p<0,01.

Figura 7: induccion de MADS26 bajo estrés osmético. EI gen OsMADS26 se induce bajo estrés osmético.

Figura 8: Patrén de expresion de los genes MADS26 en plantas transgénicas. A: el gen OsMADS26 se silencia en
plantas con un mecanismo de interferencia por RNAi (lineas 2PD1-A, 2PD1-B, 2PD2-A, 2PD2-B). B: Bajo estrés
osmotico, el gen MADS26 esta todavia silenciado.

Figura 9: Las plantas con un mecanismo de transferencia por RNA en MADS26 son mas resistentes al estrés por
sequia y las plantas que sobreexpresan el gen MADS26 son menos resistentes al estrés por sequia. Cinéticas
relativas del contenido de agua en las hojas de plantas con OsMADS26 transgénico durante el estrés por sequia. El
estrés por sequia se aplicod en plantas de veinte dias que crecen en invernadero en macetas de tierra, mediante la
interrupcion del riego. Los valores representan la media obtenida de cinco plantas por linea, siendo las barras el
error estandar. 4PC1, 4PC2: plantas que sobreexpresan OsMADS26, 4PD1A, 4PD2A: plantas con OsMADS26
interferido, 4PCO, 4PDO: plantas transformadas con vectores vacios, 4WT: plantas no transformadas.

Figura 10: las plantas con RNAi silenciado de MADS26 son mas resistentes al estrés por sequia. En la 62 etapa de la
hoja, las plantas no se regaron mas, y se mantuvieron bajo condiciones de estrés por sequia durante 21 dias.

Descripcion detallada de la invencién

La familia de genes de caja MADS codifican factores de transcripcion que tienen altamente conservado el motivo de
la secuencia llamado caja MADS. Estos factores de transcripcion de caja MADS se han descrito para controlar
diversos procesos de desarrollo en plantas con flores, que van desde la raiz hasta el desarrollo de flores y frutos
(Rounsley y colaboradores, 1995). La parte N-terminal del factor codificado parece ser el mayor determinante de la
especificidad de unién al DNA y la parte C-terminal parece ser necesaria para la dimerizacion.

Hay varios miembros reportados de la familia de genes de caja MADS, incluyendo MADS26, MADS33 y MADS14.

Se ha propuesto recientemente que el gen MADS26, el ortologo del arroz de AGL12 en Arabidopsis thaliana, esta
involucrado en procesos de senescencia 0 maduracion ya que el nivel de transcripcion del MADS26 aumentd de una
manera dependiente de la edad en hojas y raices (Lee y colaboradores, 2008). Sin embargo, las plantas noqueadas
con MADS26, que se testaron bajo diversas condiciones de estrés (tales como sequia, elevada sal y mediadores de
estrés), no mostraron diferencia en comparacion con las plantas de tipo nativo.

Sorprendentemente, los inventores han mostrado ahora que las plantas con el gen MADS26 inactivado son mas
resistentes al estrés abidtico tal como el estrés por sequia. Ademas, los inventores han descubierto también que el
MADS26 es un regulador negativo de la resistencia de la planta a patégenos, es decir, su inhibicion aumenta la
resistencia. Este es el primer ejemplo de regulacion de la resistencia en plantas por el factor de transcripcion de la
familia de caja MADS. Por lo tanto, los genes de caja MADS representan objetivos nuevos y altamente valiosos para
producir plantas de interés con resistencia aumentada a patégenos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a métodos para incrementar la resistencia a patégenos en plantas
basado en una regulacién de la funcion del gen MADS26.

La invenciéon también se refiere a plantas o células vegetales que tienen la funcién de un gen de caja MADS
inactivada, preferiblemente la funcion del gen MADS26, o un ortélogo del mismo.

La invencion también se refiere a construcciones (p.ej., acidos nucléicos, vectores, células, etc) adecuados para la
produccion de tales plantas y células, asi como a métodos para producir reguladores resistentes a las plantas.

La presente descripcion se entendera mejor haciendo referencia a las siguientes definiciones:
Definiciones

Como se usa aqui, el término “proteina de caja MADS” designa proteinas que contienen una secuencia de
aminoacidos de caja MADS y que tienen una actividad del factor de trascripcion. Proteinas tipicas de caja MADS se
unen a una secuencia de consenso de DNA CC(A/T)sNNGG (en donde N representa cualquier base de nucleoétido),
0 una secuencia homogénea de la misma. Proteinas de caja MADS preferidas comprenden la siguiente secuencia
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de aminoacidos IXXXXXXXXTXXKRXXGXXKKXXEXXXL (en donde X representa cualquier aminoacido). Ejemplos
especificos de una proteina de caja MADS incluyen, sin limitacion, las proteinas MADS26, MADS33 o MADS14. Las
cajas MADS se han aislado o identificado en diversas especies de plantas. Ejemplos especificos de proteinas de
caja MADS incluyen proteinas de caja MADS de Oriyza sativa que comprenden una secuencia seleccionada de SEQ
ID Nos: 2, 9, o0 10, proteinas de caja MADS de Triticum aestivum que comprenden una secuencia de SEQ ID NO: 3,
y proteinas de caja MADS de Hordeum vulgare que comprenden una secuencia seleccionada de SEQ ID Nos: 11,
12, 13, 14 o 15. El término proteinas de caja MADS también abarca cualquier variante (p.ej., polimorfismo) de una
secuencia como se describid anteriormente, asi como ortélogos de tales secuencias en distintas especies de
plantas.

Dentro del contexto de la presente invencion, el término “gen de caja MADS” designa cualquier acido nucleico que
codifiqgue una proteina de caja MADS como se definié anteriormente. El término “gen de caja MADS” incluye DNA de
caja MADS (p.ej., DNA gendémico) y RNA de caja MADS (p.ej., mMRNA). Ejemplos de genes de cajas MADS incluyen
un DNA o RNA de MADS26, MADS33 o MADS14 de Oryza sativa, Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Zea mays,
Sorghum bicolor, Arabidopsis thaliana. Un ejemplo especifico de un gen de caja MADS comprende las secuencias
de acidos nucleicos SEQ ID NOs: 1, 4, 6 0 8.

En la realizacion mas preferida, un gen de caja MADS es un gen MADS26, un gen MADS33, un gen MADS14, u
ortélogos de los mismos. Dentro del contexto de la presente invencion, el término “ortélogo” designa un gen o
proteina relacionados de especies distintas, que tienen un nivel de identidad de secuencia para un gen de referencia
de caja MADS por encima del 50% y una actividad similar a un gen de la caja MADS. Un ortélogo de un gen de
referencia de caja MADS es lo mas preferiblemente un gen o proteina de especies distintas que tienen un
antepasado comun con dicho gen de referencia de caja MADS, que actia como un regulador negativo de la
resistencia de la planta al estrés bidtico o abidtico, y que tiene un grado de identidad de secuencia con dicho gen de
referencia de caja MADS superior al 50%. Ortélogos preferidos de un gen de referencia de caja MADS tienen al
menos un 60%, preferiblemente al menos un 70%, lo mas preferiblemente al menos un 70, 80, 90, 95% o mas de
identidad de secuencia a dicha secuencia de referencia, p.ej., a la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1 (Oryza
sativa). Los genes ortélogos de caja MADS se pueden identificar usando herramientas tales como busquedas “mejor
éxito de explosion” o “mejor éxito de explosién mutuo” (BBMH). Los inventores han identificado ortélogos de
MADS26 en diversas plantas, incluyendo trigo, cebada, sorgo o maiz (véase la Tabla 2 y el listado de secuencias).
Ejemplos especificos de tales ortdlogos incluyen secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 4,6 o 8, y
secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 3,507.

Ejemplos adicionales de genes o proteinas de caja MADS se listan a continuacion: Arroz (Oryza sativa) Banco de
genes:

0s12g10520.1
0s12g10520.2
0Os03g54160.1
0Os03g54160.2
Os07g41370.1
0Os07g01820.3
0Os07g01820.2
0Os06906750.1
0Os07g01820.4
0Os01g66290.2
0s01966290.1
0Os03g11614.1
0s03g03100.1
0s02g45770.1
0s01952680.1
Trigo (Triticum aestivum)

Banco de genes:
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CAM59056
AM502878.1
DQ512350.1
AM502870.1
DQ534490.1
DQ512331.1
AM502886.1
AM502877.1
DQ512370.1
DQ512334.1
AM502867.1
AB295661.1
AB295660.1
AB295659.1
DQ512345.1
AM502903.1
DQ534492.1
DQ512347.1
AM502868.1
DQ512351.1
AB295664.1
DQ512356.1
DQ512348.1
AM502901.1
AM502900.1
Maiz (Zea Mays)
Banco de genes:
ACG41656.1
ACR35354.1
NP_001148873.1
Sorgo (Sorghum bicolor)
Banco de genes:
XP_002443744 .1

Dentro del contexto de la presente invencion, el término “estrés bidtico” designa un estrés que se produce como el
resultado de un dafio causado a las plantas por un organismo vivo, p.ej., patégenos de las plantas. El término
“patégenos” designa todos los patégenos de plantas en general tales como bacterias, virus, hongos, parasitos e
insectos. Mas preferiblemente los patdgenos son patégenos fungicos y/o bacterianos. En una realizacion particular,
los patogenos fungicos son patégenos fungicos de los cereales. Ejemplos de tales patégenos incluyen, sin
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limitacion, las especies Magnaporthe, Puccinia, Aspergillus, Ustilago, Septoria, Erisyphe, Rhizoctonia y Fusarim. En
la realizacion mas preferida, el patégeno fungico es Magnaporthe Oryzae.

En ofra realizacion particular, los patdgenos bacterianos son patégenos bacterianos de cereales. Ejemplos de tales
patégenos incluyen, sin limitacion, las especies Xanthomonas, Ralstonia, Erwinia, Pectobacterium, Pantoea,
Agrobacterium, Pseudomonas, Burkholderia, Acidovorax, Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma vy
Phytoplasma. En una realizacion mas preferida, el patdgeno bacteriano es Xanthomonas oryzae.

Dentro del contexto de la presente invencion, el término “estrés abiotico” designa un estrés que se produce como
resultado de un dafo causado a las plantas por factores medioambientales no vivos tales como sequia, frio o calor
extremo, vientos fuertes, salinidad, metales pesados.

La invencion es particularmente adecuada para crear cereales resistentes a Magnaporthe y/o Xanthomonas y/o
resistentes al estrés por sequia. Preferiblemente, el cereal se selecciona de arroz, trigo, cebada, avena, centeno,
sorgo o maiz. En la realizacién mas preferida el cereal resistente es arroz, por ejemplo Oryza sativa indica, Oryza
sativa japonica.

Diferentes realizaciones de la presente invencién se describiran a continuaciéon con mas detalle. Cada realizacién asi
definida puede combinarse con cualquier otra realizacién o realizaciones a menos que se indique lo contrario. En
particular, cualquier caracteristica indicada como preferida o ventajosa se puede combinar con cualquier ofra
caracteristica o caracteristicas indicadas como preferidas o ventajosas.

Plantas con funcién de caja MADS defectuosa

Como se describio previamente, la presente invencion se basa en el descubrimiento de que el gen MADS26 es un
regulador negativo de la resistencia de la planta al estrés biotico y/o abidtico. Los inventores han demostrado que la
inactivacion del gen MADS26 incrementa la resistencia de la planta a los patdégenos fungicos, patégenos bacterianos
y al estrés por sequia.

La presente descripcion se refiere por tanto a métodos para aumentar la resistencia a patégenos vy la resistencia al
estrés abidtico en plantas, basados en una regulacién de las vias del factor de transcripcion de cajas MADS.

La descripcion también se refiere a plantas o células vegetales que tiene una funcion de caja MADs defectuosa.

La descripcion también se refiere a construcciones (p.ej., acidos nucleicos, vectores, células, etc) adecuadas para la
produccion de dichas plantas y células, asi como a los métodos para producir reguladores resistentes a las plantas.

De acuerdo con la primera realizacion, la invencion se refiere a una planta o una célula vegetal que comprende una
funciéon de caja MADS defectuosa. El término “funcion de caja MADS” indica cualquier actividad mediada por una
proteina de caja MADS en una célula vegetal. La funcién de caja MADS se puede efectuar mediante la expresion de
un gen de caja MADS o por la actividad de una proteina de caja MADS.

» oo«

Dentro del contexto de esta invencion, los términos “defectuoso”, “inactivado” o “inactivacion”, en relacién con la
funcién de caja MADS, indican una reduccion en el nivel de proteinas MADS activas en la célula o planta. Tal
reduccion es tipicamente de aproximadamente 20%, mas preferiblemente 30%, en comparaciéon con una planta de
tipo nativo. La reduccién puede ser mas sustancial (p.ej., superior al 50%, 60%, 70%, 80% o mas), o completa (es
decir, plantas noqueadas).

La inactivacion de la funcion de cajas MADS se puede llevar a cabo por técnicas conocidas per se en la técnica tales
como, sin limitacién, por medios genéticos, técnicas enzimaticas, métodos quimicos, o combinaciones de los
mismos. La inactivacion puede llevarse a cabo a nivel de DNA, mRNA o proteina, e inhibir la expresion de los genes
de caja MADS (p.€j., trascripcion o traduccion) o la actividad de proteinas de caja MADS.

Métodos de inactivacion preferidos afectan a la expresion y conducen a la ausencia de produccion de proteinas de
caja MADS funcionales en las células. Debe observarse que la inhibicion de la funcion de cajas MADS puede ser
transitoria o permanente.

En una primera realizacion, el gen de caja MADS defectuoso se obtiene por delecion, mutacion, insercion y/o
sustitucion de uno o mas nucledétidos en uno o mas gen(s) de caja MADS. Esto se puede llevar a cabo por técnicas
conocidas per se en la técnica, tales como p.ej., mutagénesis especifica del sito, mutagénesis por metanosulfonato
de etilo (EMS), lesiones locales inducidas en genomas por direccionamiento (TILLING), recombinacion homodloga,
conjugacion, etc.

El enfoque TILLING de acuerdo con la invencion pretende identificar SNPs (polimorfismo de nucleétido tnico) y/o
inserciones y/o deleciones en un gen de caja MADS de una poblacion mutagenizada. Se pueden proporcionar series
alélicas silenciosas, contrasentido, sin sentido, y mutaciones del sitio de empalme para examinar el efecto de
diversas mutaciones en un gen.
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Otro enfoque particular es la inactivacion génica por insercion de una secuencia foranea, p.ej., mediante
mutagénesis de transposén usando elementos genéticos moviles llamados transposones, que pueden ser de origen
natural o artificial.

De acuerdo con ofra realizacion preferida, la funcion de caja MADS defectuosa se obtiene por técnicas de bloqueo
génico.

En la realizacion mas preferida, la funcién de caja MADS defectuosa se obtiene mediante silenciamiento génico
usando un mecanismo de interferencia por RNA, ribocimas o tecnologias antisentido. Dentro del contexto de la
presente invencion, el término “mecanismo de interferencia por RNA” o “RNAi” designa cualquier molécula de RNAI
(p-€j., RNA de cadena sencilla o RNA de cadena doble) que puede bloquear la expresion de los genes de caja
MADS vy/o facilitar la degradacién de mRNA por hidratacion con las secuencias mRNA de caja MADS.

En una realizacién particular, una molécula de acido nucleico inhibitoria que se usa para el silenciamiento génico
comprende una secuencia que es complementaria a una secuencia comun para varios genes o RNAs de caja
MADS. Tal secuencia puede, en particular, codificar el motivo de caja MADS. En una realizacion preferida, dicha
molécula de acido nucleico inhibitoria comprende una secuencia que es complementaria a una secuencia presente
en el gen MADS26 y que inhibe la expresion de un gen MADS26. En una realizacion particular, dicha molécula de
RNAi comprende una secuencia que es complementaria a una secuencia del gen MADS26 que comprende la
secuencia GST1 o GST2. En una realizacién preferida, tal molécula de RNAi comprende una secuencia que produce
un RNAI-GST1 o RNAI-GST2 con estructura de horquilla (Figura 2; SEQ ID NO: 16 y 17). En ofra realizacion
particular, tal molécula de acido nucleico inhibitoria comprende una secuencia que es complementaria a una
secuencia presente en un gen MADS33 o MADS14 y que inhibe la expresion de dicho gen MADS33 o MADS14.

Como se ilustra en los ejemplos, las plantas interferidas con MADS26 son todavia viables, no muestran desarrollo de
fenotipos aberrantes, y muestran una resistencia aumentada a los patégenos de plantas y al estrés por sequia.

La sintesis de las proteinas de caja MADS en una planta se puede reducir también mediante mutaciones o
silenciamientos génicos implicados en las rutas de biosintesis de las proteinas de cajas MADS. Alternativamente, la
sintesis y/o actividad de las proteinas de caja de MADS se pueden manipular también mediante la (sobre) expresion
de los reguladores negativos de los factores de transcripcion de cajas MADS. En otra realizacion, un alelo mutante
de un gen implicado en la sintesis de proteinas de caja MADS se puede (sobre) expresar en una planta.

La inactivacion de la funcidon de caja MADS se puede también llevar a cabo transitoriamente, p.ej., mediante la
aplicacion (p.ej., pulverizacion) de un agente exdgeno a la planta, por ejemplo moléculas que inhiben la actividad de
las proteinas de caja MADS.

La inactivacion preferida es una inactivacion permanente producida por la destruccion de uno o mas genes de caja
MADS, p.ej., por delecién o por insercion de una secuencia extrafia de un fragmento (p.ej., al menos 50 bp
consecutivas) de una secuencia génica.

En una realizacion especifica, mas de un gen(s) de caja MADS defectuosos se obtienen por técnicas de bloqueo
génico.

En otra realizacion, la funcién de caja MADS defectuosa se obtiene al nivel de la proteina de caja MADS. Por
ejemplo, la proteina de caja MADS se puede inactivar exponiendo la planta a, o expresando en las células vegetales
p.€j., elementos reguladores que interactdan con las proteinas de caja MADS o anticuerpos especificos.

Por lo tanto, la funcidon de caja MADS en la resistencia de las plantas se puede controlar a nivel del gen de caja
MADS, mRNA de caja MADS o proteina de caja MADS.

En una variante, la descripcion se refiere a una planta con una resistencia aumentada al estrés biético y/o abidtico,
en donde dicha planta comprende un gen MADS26, MADS33, o MDAS14 inactivado, o un ortélogo de los mismos.
En otra realizacion preferida, diversos genes de caja MADS presentes en la planta son defectuosos.

En otra variante, la descripcion se refiere a una planta con resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico, en
donde dicha planta comprende al menos una proteina de caja MAD inactivada, p.ej, proteina MADS26, MADS33, o
MDAS14.

En otra variante, la descripcién se refiere a una planta con resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico, en
donde dicha resistencia aumentada se debe a la inactivacion del factor de transcripciéon del mRNA de caja MAD,
preferiblemente mMRNA de MADS26, MADS33, o MADS14.

En ofra realizacion, la descripcion se refiere a plantas o células vegetales transgénicas que se han preparado para
ser (mas) resistentes al estrés bidtico y/o abiético mediante la inactivacion de la funcion de las proteinas de caja
MADS. En una realizacion particular, la planta modificada es una planta mutante de pérdida de funcion MADS26,
MADS33, o MADS14, con resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abiodtico.
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La invencion también se refiere a semillas de plantas de la invencién, asi como a plantas, o descendientes de
plantas cultivadas u obtenidas de otra manera a partir de dichas semillas, teniendo dichas plantas una resistencia
aumentada a patégenos.

La invencion también se refiere a material vegetal de una planta de la invencion, tal como raices, hojas, flores,
callos, etc.

Produccién de plantas resistentes a factores de transcripcién de caja MADS defectuosos

La descripcion proporciona también un método para producir plantas que tienen una resistencia aumentada al estrés
biotico y/o abidtico, en donde el método comprende las siguientes etapas:

(a) inactivacion de la funcién de un gen de caja MADS en una célula vegetal;

(b) opcionalmente, seleccion de células vegetales de la etapa (a) con la funcidon de un gen de caja MADS
inactivado;

(c) regeneracion de las plantas a partir de las células de las etapas (a) o (b); y

(d) opcionalmente, seleccion de una planta de (c) con resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico,
teniendo dicha planta una funcién de un gen de caja MADS defectuosa.

Como se indicé anteriormente, la inactivacion del gen de caja MADS se puede hacer usando diversas técnicas. La
alteracion genética en el gen de caja MADS se puede llevar a cabo también mediante transformaciéon usando un
plasmido Ti y un método de infeccion por Agrobacterium, de acuerdo con los protocolos conocidos en la técnica. En
un método preferido, la inactivacion se causa mediante mecanismos de interferencia por RNA o técnicas de bloqueo
génico.

De acuerdo con otra realizacion preferida, las plantas resistentes al factor de transcripcion de caja MADS defectuoso
se obtienen por transformacion de las células vegetales con un vector recombinante que expresa una molécula de
RNAI que silencia el(los) gen(es) de caja MADS. Preferiblemente, dicho vector recombinante contiene una etiqueta
de secuencia de genes (GST) especifica de secuencia de acido nucleico que codifica un factor de trascripcion de
caja MADS. En una realizacion particular, dicho vector de expresion contiene una secuencia marcada de SEQ ID
NO: 16 (GST1) o una secuencia marcada de SEQ ID NO: 17 (GST2) que son ambas especificas de una secuencia
cDNA de MADD26. En una realizacion preferida, el vector de expresion recombinante es pANDA:MADS26,
preferiblemente pANDA-GST1 o pANDA-GST2.Tipicamente, la molécula expresada adopta una conformacién en
hebilla y estimula la generacion de RNAI frente a la secuencia marcada, p.ej., GST1 o GST2.

En la realizacion mas preferida, las plantas resistentes de la invencién comprenden una secuencia de acido nucleico
que expresa una molécula de RNAi que inhibe la expresion de un gen MADS26, y muestran una resistencia
aumentada al estrés bidtico y/o abidtico. Dicha planta puede producir moléculas de RNAi como se describid
anteriormente.

La invencion también se refiere a un cDNA aislado que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada
de:

(a) una secuencia de acido nucleico seleccionada de una secuencia de acido nucleico que codifica un factor de
transcripcion de MADS26 o un ortélogo del mismo, o un fragmento del mismo;

(b) una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, 4, 6 o0 8, o un fragmento de la misma;

(c) una secuencia de acido nucleico que hibrida a la secuencia de (a) o (b) bajo condiciones rigurosas, y
codifica un factor de transcripcion de MADS26 o un ortélogo del mismo; y

(d) un mutante de una secuencia de acido nucleico de (a), (b) o (c).

Las condiciones de hibridacién/lavado rigurosas son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, hibridos de acido
nucleico que son estables después de lavar en 0,1x SSC, 01% SDS a 60°C. Es bien conocido en la técnica que se
pueden calcular condiciones de hibridacion éptimas si la secuencia del acido nucleico es conocida. Tipicamente, las
condiciones de hibridacion se pueden determinar mediante el contenido en GC de acido nucleico sujeto a
hibridacién. Tipicamente, las condiciones de hibridacién usan 4 — 6 x SSPE (20x SSPE contiene Xg de NaCl, Xg de
NaH;PO4 H2O y Xg de EDTA disueltos a 1 L y el pH se ajusté a 7,4); 5 — 10x solucion Denhardts (50x de solucion
Denhardts contiene 5g de Ficoll), 5 g de polivinilpirrolidona, 5g albumina de suero bovino; X DNA salmén/arenque
sonicado; 0,1-1,0% de dodecilsulfato de sodio; opcionalmente 40-60% de formamida desionizada. La temperatura de
hibridaciéon variara dependiendo del contenido en GC de la secuencia objetivo de acido nucleico pero estara
tipicamente entre 42-65°C.

La presente descripcion también se refiere a un vector recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
como se describié anteriormente. Dicho vector recombinante se puede usar para transformar una célula o una planta
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para incrementar la resistencia de la planta a patégenos fungicos, o para seleccionar moduladores de resistencia.
Vectores adecuados se pueden construir, conteniendo las secuencias reguladoras apropiadas, que incluyen
secuencias promotoras, fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilacion, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segun sea apropiado. Preferiblemente el acido nucleico en el vector esta bajo el
control de, y operativamente unido a un promotor apropiado u otros elementos reguladores para la transcripcion en
una célula huésped tal como una microbiana, (p.ej., bacteriana), o célula vegetal. El vector puede ser un vector de
expresion bi-funcional que funciona en multiples huéspedes. En un aspecto preferido, el promotor es un promotor
constitutivo o inducible.

Seleccién de plantas resistentes

La seleccion de células vegetales que tienen un gen de caja MADS defectuoso se puede hacer por técnicas
conocidas per se por una persona experta (p.ej., PCR, hibridacién, uso de un gen marcador seleccionable,
dosificacion proteica, transferencia western, etc).

La generacion de plantas desde células modificadas se puede obtener usando métodos conocidos per se para el
experto en la materia. En particular, es posible inducir, a partir de cultivos de callos u otras biomasas celulares
indiferenciadas, la formacion de brotes y raices. Las plantulas asi obtenidas se pueden plantar y utilizar par el
cultivo. Métodos para la regeneracion de plantas a partir de células estan descritos, por ejemplo, por Fennell y
colaboradores (1992) Plant Cell Rep. 11: 567-570; Stoeger y colaboradores (1995) Plant Cell Rep. 14: 273-278.

Las plantas resultantes pueden ser criadas e hibridizadas de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica.
Preferiblemente, se deben cultivar dos 0 mas generaciones para asegurar que el genotipo o fenotipo es estable y
hereditario.

La seleccion de plantas que tienen una resistencia aumentada al estrés biotico y/o abiotico puede hacerse aplicando
el patdégeno a la planta o exponiendo la planta a factores de estrés abidtico, determinando la resistencia y
comparandola con una planta de tipo nativo. Dentro del contexto de esta invencién, el término “resistencia
aumentada” al estrés biotico y/o abidtico significa una resistencia superior a la de una planta de control tal como una
planta de tipo nativo, a la que no se le ha aplicado el método de la invencion. La “resistencia aumentada” también
designa una manifestacion reducida, debilitada o prevenida de los sintomas de la enfermedad provocados por un
patdgeno o un factor de estrés abidtico. Los sintomas de la enfermedad preferiblemente comprenden sintomas que
conducen directa o indirectamente a un efecto adverso en la calidad de la planta, la cantidad del rendimiento, su uso
para la alimentacion, siembra, cultivo, cosecha, etc. Tales sintomas incluyen por ejemplo la infeccion y lesion de una
planta o de una parte de la misma (p.ej., diferentes tejidos, hojas, flores, frutos, semillas, raices, brotes), desarrollo
de pustulas y camas de esporas en la superficie del tejido infectado, maceracion del tejido, acumulacion de
micotoxinas, necrosis del tejido, lesiones de esporulacion del tejido, manchas coloreadas, etc. Preferiblemente, de
acuerdo con la invencién, los sintomas de la enfermedad se reducen al menos en un 5% o 10% o 15%, mas
preferiblemente al menos un 20% o 30% o 40%, particularmente preferible un 50% o 60%, lo mas preferible un 70%
0 80% 0 90% o mas, en comparacion con la planta control.

El término “resistencia aumentada” de una planta al estrés bidtico y/o abidtico también designa una susceptibilidad
reducida de la planta hacia la infeccién con patdégenos de la planta y/o hacia el dafio de la planta causado por
factores de estrés abidticos, o la falta de tal susceptibilidad. Los inventores han demostrado, por primera vez, una
correlacion entre la expresion de un gen de caja MADS vy la susceptibilidad hacia la infeccion. Como se muestra en
la parte experimental, la sobreexpresion del gen MADS26 promueve la enfermedad, mientras que el mecanismo de
interferencia por RNA en MADS26 aumenta la resistencia. Por lo tanto, los inventores han propuesto que la
sefializacion del factor de transcripcion de caja MADS aumenta la susceptibilidad de las plantas a la infeccion y
favorece el desarrollo de la enfermedad debido a factores bidticos y abidticos.

Plantas o células preferidas de la descripcion son plantas con mecanismos de interferencia por RNA de caja MADS,
preferiblemente plantas con mecanismos de interferencia por RNA en MADS26, MAD 33 o MADS 14.

En la realizacion mas preferida, el método de la invencién se usa para producir plantas monocotiledéneas que tienen
un gen MADS26 defectuoso, con una resistencia aumentada a patégenos flungicos, bacterianos y/o estrés por
sequia. Ejemplos de tales plantas y su capacidad para resistir patdgenos y sequia se describen en la seccion
experimental.

Otros aspectos y ventajas de la invencion se proporcionan en los siguientes ejemplos, que se dan con fines
ilustrativos y no limitativos.

Ejemplos
1. Materiales y métodos — Material vegetal y condiciones de cultivo

Todos los experimentos se hicieron con Oryza sativa japonica, cv ‘Nipponbare. Para la obtencidon de plantulas, las
semillas de arroz se descascararon y la superficie se desinfectd por inmersion en etanol al 70% durante 1 min, se
aclaroé con agua destilada estéril y se traté con una solucién al 3,84% de hipoclorito de sodio en 30 min. Finalmente
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las semillas se aclararon cinco veces con agua destilada estéril. Las semillas se incubaron en agua destilada estéril
en camaras de crecimiento (16 horas de luz por dia, 500 yE m? 3'1, 28°C/25°C dia/noche) durante 2 dias. Las
semillas se transfirieron en placas rectangulares (245 mm x 245 mm, Corning, USA, 7 semillas por placa) que
contienen 250 ml de la mitad del medio estandar (MS/2) Muashige and Skoog (Duchefa) solidificado por 8 g/L de
agar tipo Il (Sigma). Estas placas se transfirieron y se colocaron verticalmente en una camara de crecimiento.
Después de 7 dias de cultivo, los 6rganos de las plantulas se muestrearon y se usaron para RT-QPR. Se aplicaron
estrés salino y osmotico mediante la adiciéon en el medio de cultivo de 150 nM de NaCl (Duchefa) o 100 mM de
manitol (Duchefa), respectivamente (véase Figura 1). Las plantas se cultivaron en macetas de tierra (3L, Tref, EGO
140 www.Trefgroup.com) en invernaderos de contencion (ciclos de 16 h-luz/8 h oscuridad, de 28°C a 30°C). Para el
fenotipo del crecimiento de las plantas, las plantas pertenecientes a las diferentes lineas se colocaron
arbitrariamente en el invernadero para evitar el efecto de la posiciéon en el crecimiento de la planta. Veinte dias
después de la germinacion (DAG), se midi6 la altura de la planta identificada desde la base del tallo hasta la punta
de la hoja mas alta en el vastago principal y el nimero de vastagos se midié una vez por semana hasta comenzar la
floracion. El principio de la floracion se definié como la fecha en que aparecié la primera espiguilla en la planta. La
fecha de floracion registra la fecha en se observan espiguillas en el 50% de los vastagos de la planta. Después de la
cosecha, se determiné el peso en seco de toda la parte de la planta, excepto de la raiz, después de secar las
plantas a 70°C durante 96 h. También se pesaron todas las paniculas de cada planta después de secarlas a 37°C
durante 3 dias. Después se midié el porcentaje de fertilidad de las semillas y el peso de 1.000 semillas en la
panicula principal. Este experimento se repitié dos veces con tres plantas por linea. El analisis estadistico de los
datos obtenidos en estos experimentos se llevo a cabo usando el test ANOVA con un nivel de confianza del 5%.

Las condiciones de cultivo especificas usadas para ensayos de resistencia a patégenos y a sequia se detallan en las
secciones correspondientes.

2. Construccion del plasmido para la transformacién de la planta

El aislamiento del cDNA del OsMADS26 (Os08g02070) se hizo por RT-PCR. ElI RNA total se extrajo de 100 mg de
plantulas de 7 dias de edad puestas en tierra en nitrégeno liquido usando 1 ml de TRIzol (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. RNA (20 pg) fue incubado con 1 unidad de DNAsa RQ1 (Promega), 1,4 unidades
de RNAsin (Promega) y MgCl, 20 mM en agua estéril libre de RNAsa, durante 30 minutos a 4°C. RNA (2 ug) se
desnaturalizé durante 5 min a 65°C y se transcribi6 de manera inversa con 22,5 pM del cebador oligodT(15)
(Promega), con 10 u de transcriptasa inversa AMV (Promega) durante 90 min a 42°C. Una amplificacion PCR se
llevé a cabo con un par de cebadores especificos disefiados en las UTR 5’ y 3’ de OsMADS26 (PC8 Hacia adelante:
5’-aagcaagagatagggataag-3’, PC8 Reversa: 5’-attacttgaaatggttcaac-3’). El cDNA amplificado fue clonado usando el
kit de clonacién facil pGEM-T de Promega. El plasmido obtenido se nombré pGEMT-PCS8. A partir de este plasmido
ademas se hicieron reacciones PCR usando cebadores especificos (véase Figura 3) que poseen la secuencia
recombinante para recombinasa BP de la tecnologia de clonacion de puerta de enlace de Invitrogen en su extremo
5 para amplificar el cDNA de OsMADS26 (PC8 BP Hacia adelante: 5-

ggggacaagtitgtacaaaaaagcaggctgaagaggaggaagaaggagg-3’ y PC8 BP Reverso: 5-
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtgctcctcaagagttctttag-3'), un fragmento de 215 bp situado en la UTR 5 de
OsMADS26, llamado GST1 (PC8 BP Hacia adelante y GST1 Reverso: 5-

ggggaccactttigtacaagaaagctgggtccctcttcttcctectctce-3’) y un fragmento de 321 bp que comprende el final del ultimo
exo6n y la mayor parte de la region UTR 3 de OsMADS26, llamado GST2 (GST2 Hacia adelante: 5'-
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcatgatggtagcagatcaac-3' y PC8 BP Reverso) (véase figura 3). Las condiciones de
ciclacion por PCR fueron: 94°C durante 4 min (1 ciclo) y 94°C durante 1 min, una etapa de recocido a diversas
temperaturas dependiendo del Tm de los cebadores usados (tipicamente Tm -5°C), durante 1,5 min, y 72°C durante
1 min (35 ciclos) con una etapa de extension final de 5 min a 72°C. EI PCR se realizé en un volumen final de 25 pl
con 0,25 unidades de polimerasa Taq en tampon libre de MgCl; (Promega), MgCl, 2mM, 200 nM cada dNTP,
oligonucledtidos apropiados (1uM) y cDNA (2 pl) o plasmido pGEMT-PC8 (10 ng). El cDNA de OsMADS26 de cola
BP se cloné con la recombinasa BP en un vector binario modificado con sobreexpresion PCAMBIA 5300
denominado PC5300.0E (véase Tabla 1) donde el gen ccdb rodeado por los sitios de recombinacion BP se clonaron
entre el promotor constitutivo del gen ubiquina del maiz y el terminador del gen de la sintasa nopaline de A.
tumefaciens. Después de la clonacién la presencia del cDNA de OsMADS26 se verificd por secuenciacion. El
plasmido se nombré PC5300. OE-PCS8 se transfirié a una cepa EHA 105 de A. tumefaciens. GST1y GST2 con cola
BP se clonaron mediante recombinacion BP en el plasmido de entrada pDON207 (Invitrogen) y se transfirieron con
la recombinasa LR (Invitrogen) en el plasmido binario pANDA (Miki y Shimamoto, 2004).

El vector pANDA (véase Figura 2) permite la expresion bajo el control del promotor constitutivo del gen ubiquitina del
maiz del GST clonado con orientacion en sentido y antisentido separados por una secuencia separadora GUS. La
molécula expresada adopta una conformacién de horquilla y estimula la generacién de siRNA frente a la secuencia
GST. Lainsercion de los GSTs se verificd por secuenciacion. Los plasmidos obtenidos se nombraron pANDA-GST1
y pPANDA-GST2, y se transfirieron en una cepa EHA105 de A. tumefaciens para la transformacion de la planta.

Tabla 1: Lista de lineas transgénicas obtenidas por el método de la invencion, lineas de control y vectores clonados.
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Lineas Nombre Vector clonado
Sobreexpresion (PC) PC-A pCAMBIA5300.0E
PC-B
RNAi (GST1) PD1-A pANDA
PD1-B
RNAIi (GST2) PD2-A pANDA
PD2-B
Control vacio PCO pCAMBIA5300.0E
Control vacio PDO pANDA
Tipo nativo WT

3. Transformacion y seleccion de plantas

Las plantas transgénicas se obtuvieron mediante co-cultivos de callos derivados de embriones de semillas con la
cepa EHA105 de Agrobacterium que llevaban los plasmidos binarios adecuados siguiendo el procedimiento
detallado en Sallaud y colaboradores, (2003). Las lineas de monolocus y homocigotos se seleccionaron en base a la
segregacion del gen de resistencia al antibiético llevado a cabo por el TDNA. Los ensayos de resistencia a los
antibidticos se hicieron con plantulas de 5 dias incubadas en placas Petri durante cinco dias en papel Watman 3MM
embebido con 6 ml de 0,3 mg (5,69. 10 M) de higromicina. La presencia y el nimero de construcciones transgénicas
en el genoma de la planta se analizaron mediante transferencia de Southern. EI DNA gendmico total se extrajo de
200 mg del tejido de hojas de tierra de plantas transgénicas (generacion TO y T1) y plantas de control usando 900 pl
de un tampdn mixto de bromuro de alquil trimetil amonio (MATAB) (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, NaCl 1,5 M, EDTA 20
mM, MATAB 2% (w/v), Polietilenglicol (PEG) 6000 1% (w/v), NaxSO2 0,5% (w/v)) e incubado a 72°C durante 1 hora.
La mezcla se enfrié después a temperatura ambiente durante 10 min, y se afiadieron 900 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1, v/v). Después de agitar y sedimentar a 6.000 g durante 10 min, la fase acuosa se transfiri6 a un
nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y 20U de RNAsa A se afiadieron, la mezcla se incubd a 37°C durante 30 min. La
RNAsa A se elimind por un nuevo tratamiento con 900 ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v/v) y el DNA
gendmico se precipitd finalmente después de la adicion de 0,8 volumenes de isopropanol a la fase acuosa. Para
evaluar el nimero de inserciones de T-DNA en el genoma de las plantas transgénicas, 5ug de DNA genémico se
escindieron durante la noche a 37°C con 20 unidades de Sacl/ o Kpnl (Biolabs) que cortaron en una sola posicion el
T-DNA derivado de los vectores PC5300.0E o pANDA, respectivamente. Los fragmentos de DNA se separaron por
electroforesis en 0,8% de gel agarosa con tampdén TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001M). Después de la
incubacion de 15x mn en 1L de HCI 0,25N después en 1L de NaOH 0,4N durante 30 min, el DNA se transfirié por
capilaridad en condiciones alcalinas (NaOH 0,4N) en una membrana Hybond N+ (Amersham Biosciences). Las
membranas se prehibridizaron durante 4h a 65°C en un tampén que contiene Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM
pH 8, 5X SSC, 0,2% SDS (w/v) (Eurobio, France), solucion 1X Denhardt’s (Denhardt 50X, Sigma, ref. 2532) y 50 ug
de ADN de esperma de salmén fragmentado. La hibridacion se llevé a cabo durante la noche a 65°C en un tampdn
que contiene Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 10mM pH 8, 5X SSC, 0,2% SDS (w/v) (Eurobio, France), solucion 1X
Denhardt’s (Denhardt 50X, Sigma, ref. 2532) 40 pg de ADN de esperma de salmoén fragmentado y 10% de sulfato
de Dextrano (w/v). Para comprobar los nimeros de copia de TDNA se desnaturalizaron 80 ng de un fragmento de
550 bp del gen de resistencia a higromicina hph, marcado con [cx- P] con el kit de cebado aleatorio (Amersham
UK) 10 min a 95°C y se afadieron a la mezcla de hibridacion. Después de la hibridacion, las membranas se Iavaron
a 65°C, durante 15 min en 80 ml de tampdén S1 que contiene 2X SSC, 0,5% SDS (Eurobio, Francia) (v/v), durante 30
min en 50 ml de tampo6n S2 que contiene 0,5X SSC y 0,1% SDS (v/v) y finalmente durante 30 min en 50 ml de
tampon S3 que contiene 0,1X SSC y 0,1% SDS (v/v). Las membranas se pusieron en contacto con una pantalla
radiosensible (Amershan Bioscience, “Storage Phosphor Screen unmounted 35x43”, ref. 63-0034-80) durante 2-3
dias. La revelacion se llevé a cabo con un escaner phosphoimageur (Storm 820, Amersham). Para comprobar la
integracion completa de las construcciones que permiten la expresion constitutiva de OsMADS26 o la expresion de
las moléculas en horquilla disefiadas con el GSTs especifico de OsMADS26, el ADN genoémico de las plantas se
escindié con kpnly BamH1 o Sacl 'y Kpnl respectlvamente La transferencia de Southern se hizo usando sondas
especificas de ORF8 o GST1 o GST2 marcadas con [cx P] dependiendo de la construccion (véase Figura 3). La
expresion de OsMADS26 en las lineas transgénicas seleccionadas se analizé por RT-QPCR.

4. Analisis cuantitativo en tiempo real de la reaccion en cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa
(RT-gPCR)
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El material vegetal se recogio, se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido, y se almacend a -80°C. Los tejidos
se molieron en nitrogeno liquido. EI RNA total se extrajo de 100 mg de los tejidos molidos con 1 ml de TRIzol
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI RNA total se cuantificé de acuerdo con su absorbancia
a 260 nm con un espectrofotémetro nanoquant Tecan. Cinco pg de RNA se trataron para eliminar el DNA genémico
residual durante 30 min a 37°C con 5U de DNAsa RQ1 (Promega) y 1 pl de tampon de reaccion 10X DNAsa RQ1
libre de RNAsa en un volumen final de 10 pl. Después, se afiadid 1 ul de soluciéon de parada DNAsa RQ1 para
terminar la reaccion y la mezcla se incubd a 65°C durante 10 min para inactivar la DNAsa. La primera cadena de
sintesis de cDNA se hizo en 20 ul de volumen final usando un kit Superscripts Il (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La presencia de DNA gendmico en la muestra se comprobd por una reaccion PCR
usando 1 pyl de cDNA como plantila y cebador: Act-F (5-ggcttctctcagcaccticcagac-3’), Act-R (5
cgatatctggagcaaccaaccaca-3') disefiada en dos exones que rodean un intron de la actina que codifican el gen
(Os01g73310.1). La PCR se realiz6 en un termociclador Techne (TC-512) como sigue: 95°C durante 3 min; 30 a 35
ciclos de 95°C durante 30 s, 60°C durante 1 min, y 72°C durante 1 min; con una extension final a 72°C durante 7
min. La PCR se realizé con 0,5 U de polimerasa Tag en un volumen final de 50 pl del correspondiente tampén
(Biolab) y MgCl, 2 mM (Biolab), 0,08 mM de dNTP (Fermentas) y 0,02 uM de cada cebador especifico. Diez ul de los
50 pl del producto de la PCR se separaron en 1% (w/v) de gel de agarosa en tampén 1X TAE y se visualizé bajo UV
después de la tincion con (6 gotas/L) bromuro de etidio. Para el andlisis RT-qgPCR del patron de expresion génica se
disefiaron cebadores especificos primarios (F) e inversos (R) para amplificar un fragmento de 200-400 bp en el sitio
3’ no traducido (3-UTR) de cada gen estudiado usando el software del vector NTI (version 10.1) con parametros
predeterminados. EI RT- gPCR se llevd a cabo con un sistema LightCycler 480 (Roche) usando una mezcla maestra
verde SYBR (Roche) que contiene tampdn optimizado, dNTP y DNA polimerasa Tagq, y se fabricé como se describe
en el manual del usuario. La reaccion se llevé a cabo en placas de reaccion optica de 96 pocillos (Roche). La mezcla
de reaccion contenia 7,5 pl de mezcla maestra verde SYBR para QPCR (Roche), 250 nm de cada cebador (F y R), y
3 pl de la plantilla de cDNA diluida 10 veces. Todas las reacciones se calentaron a 95°C durante 5 min, seguido por
45 ciclos de 95°C durante 10 s y 60°C durante 30 s. El analisis de la curva de fusién y la electroforesis en gel de los
productos de PCR se usaron para confirmar la ausencia de productos de amplificaciéon no especificos. También se
detectaron los transcriptos de un gen EP (Proteina expresada, Os06g11070.1) y se usaron como control endégeno
para normalizar la expresion de otros genes. EP se eligi6 como gen de mantenimiento porque su expresion parecio
ser la mas estable en diferentes tejidos y condiciones fisioldgicas (Canada y colaboradores, 2007). El nivel de
expresion relativa se calculd restando los valores de C; (ciclo umbral) para EP de los del gen diana (para dar ACy),
después AAC; y calcular 2°*%°" (Giulietti y colaboradores. 2001). Las reacciones se realizaron por triplicado para
proporcionar las réplicas técnicas y todos los experimentos se replicaron al menos una vez con resultados similares.

Resultados: los inventores han confirmado que se silencié la expresiéon de MADS26 en las plantas PD1A, PD1B,
PD2A y PD2B con mecanismo de interferencia por mMRNA en OsMADS26 (Figura 4 B y D) mientras que el nivel de
expresion de MADS26 en plantas transgénicas PCA y PCB que sobreexpresan el OsMADS26 es al menos 20 veces
mas importante que la expresion de MADS26 en las plantas de control (Figura 4A).

5. Ensayos de resistencia frente a Magnaporthe oryzae

Ademas para el estudio de lineas transgénicas, se us6 O. sativa japoénica cv Maratelli como un control susceptible.
Las plantas se sembraron en bandejas de 40x29x7 xm llenas con abono de Neuhaus S pH 4-4,5 y Pozzolana (70
litros de Neuhaus S mezclados con 2 palas de Pozzolana). Diez semillas de cada linea se sembraron en filas en una
bandeja que contenia 12 lineas cada una. Las plantas se cultivaron hasta la etapa de 4-5 hojas en un invernadero
con un termoperiodo de 26/21°C (dia/noche), un fotoperiodo de 12 h bajo una intensidad de luz de 400-600 W/m?. El
riego se realizé todos los dias y una vez a la semana se suministré una solucion nutritiva compuesta de 1,76 g/L de
Algospeed (Laboratoire Algochimie, Chateau-Renault, Francia) y 0,125 g/L de Ferge (FERVEG, La Rochelle,
Francia). EI GUY 11 aislado (CIRAD Collection, Motpellier, Francia) de M. oryzae se usé6 para inoculacion. Este
aislado es compatible con O. Sativa cv Nipponbare y genera sintomas susceptibles parciales. Los hongos se
cultivaron en placas Petri que contenian 20 ml de medio compuesto de 20 gl/l de harina de semillas de arroz
preparadas con arroz con cascara molido a maquina (Commerciel Blendor American) durante 3 min, 2,5 g/l de
extracto de levadura (Roth -2363.3), 1,5% de agar (VWP, 20768.292) después de tratar en un autoclave con
500.000 unidades/L de penicilina G estéril (Sigma P3032-10MU). Los cultivos de hongos se llevaron a cabo en una
camara de crecimiento con un fotoperiodo de 12 h y una temperatura constante de 25°C durante 7 dias. Después de
7 dias, se recogieron los conidios de las placas por inundacion de la placa con 10 ml de agua destilada estéril y
filtrandolo a través de dos capas de gasa para separar el fragmento de micelio de la suspension. La concentracion
en conidios de la suspension se ajust6é a 50.000 conidios ml” y se suplementd con 0,5% (w:v) de gelatina (Merck).
Las inoculaciones se llevaron a cabo en plantulas de 4-5 hojas pulverizando con 30 ml de las suspensiones de
conidios en cada bandeja. Las plantulas inoculadas se incubaron durante 16 h en una camara climatica controlada a
25°C, 95% de humedad relativa y se transfirié de nuevo al invernadero. Después de 3 a 7 dias, las lesiones en las
hojas del arroz se clasificaron en categorias resistentes o susceptibles y se contaron. Los datos presentados son
representativos de los datos obtenidos para tres repeticiones independientes de la experimentacion.

Resultados: Los inventores han demostrado en la Figura 5 que las plantas PD1A, PD1B, PD2A y PD2B con el
mecanismo de interferencia por mRNA en OsMADS26 son mas resistentes a los patdgenos fungicos mientras que
las plantas PCA y PCB que sobreexpresan el gen OsMADS26 son mas susceptibles a las enfermedades fungicas.
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6. Ensayo de resistencia frente a Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (Xoo)

Los ensayos de resistencia frente a Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (Xoo) se llevaron a cabo con plantas de arroz
de 2 meses cultivadas en las mismas condiciones descritas anteriormente para los ensayos de resistencia a M.
oryzae. Después de 2 meses, las plantas se transfirieron del invernadero a una camara de cultivo proporcionando
luz 12 h a 28°C (5 tubos fluorescentes) y 12 h en oscuridad (0 tubos fluorescentes) a ciclos circadianos de 21°C.
Para evaluar la expresion de los genes identificados como marcadores de defensa en las diferentes lineas
estudiadas en ausencia de patdgenos, un mes antes de la infeccion, se recogieron las hojas mas jovenes y las mas
jovenes antes de ser totalmente expandidas agrupando 3 plantulas en la misma linea. Esta muestra se usoé para el
analisis QPCR con cebadores especificos de genes de defensa. Se cultivd la cepa PX099 de Xoo, un cepa
representativa de la raza 6 de Filipinas (Song y colaboradores. 1995) en un medio PSA (10 gI™* de peptona, 10 g/L
de sacarosa, 1 g/L de acido glutamico, 16 g/L de bacto-agar, pH 7,0) durante 3 dias a 27°C. La inoculacion del tizén
bacteriano se llevé a cabo usando el método de recorte de hojas descrito por Kauffman y colaboradores (1973). Las
células bacterianas de Xoo se suspendieron en 50 ml de agua estéril para obtener una densidad optica de 0,5
medido a 600 nm (OD600). La suspension de células bacterianas se aplico a las dos hojas mas jévenes totalmente
expandidas en el vastago principal de plantas de 2 meses cortando la hoja a 5-6 cm de la punta usando un par de
tijeras sumergidas en la solucidon de Xoo. La longitud de la lesién (LL) se midié 14 dias después de la inoculacion
(dpi) de acuerdo con los criterios descritos previamente (Amante-Bordeos y colaboradores. 1992). Los datos
presentados son representativos de los datos obtenidos para dos repeticiones independientes de la
experimentacion. Después de la medicidn de los sintomas, las hojas infectadas se recogieron también en nitrégeno
liquido y se usaron para la extraccion del RNA y el andlisis QPCR para medir el nivel de expresion de diferentes
genes de defensa.

Resultados: los inventores han demostrado en la Figura 6 que las plantas PD1A, PD1B, PD2A y PD2B con el
mecanismo de interferencia por mMRNA en OSMADS26 son mas resistentes a los patégenos bacterianos mientras
que las plantas PCA y PCB que sobreexpresan el gen OsMADS26 son mas susceptibles a las enfermedades
bacterianas. De hecho, las plantas PCA y PCB tienen muchas mas lesiones que las plantas PD1A, PD1B, PD2Ay
PD2B.

7. Ensayos de resistencia frente al estrés hidrico

Las plantas se germinaron en un medio liquido de fuerza media MS en una camara de crecimiento durante 7 dias y
se transplantaron al suelo y se cultivaron en el invernadero en las mismas condiciones descritas anteriormente.
Cada maceta se llendé con la misma cantidad de tierra (Tref, EGO 140), plantada con 5 plantulas y regada con el
mismo volumen de agua. Después de un mes, las plantas se sometieron a 18 dias de retencion de agua seguida de
15 dias de riego. La tolerancia a la sequia se evalu6 determinando el porcentaje de plantas que sobrevivian o
continuaban creciendo después del periodo de recuperacion. Los valores Fv/Fm de las plantas fueron medidos cada
dia después de la retencion de agua con un fluorémetro modulado por pulsos (Handy PEA, EUROSEP Instruments)
como se describio previamente (Jang y colaboradores. 2003; Oh y colaboradores. 2005). Este experimento se
realizé en 20 plantas por linea y se repitié tres veces. El analisis estadistico de los datos obtenidos en estos
experimentos se llevé a cabo usando el software R a un nivel de confianza del 5%. Durante el estrés al agua, el
contenido relativo en agua (RWC), de hojas se midié de acuerdo a Barrs y Weatherly, 1962. Se corté una seccién de
media hoja de aproximadamente 1 x 7 cm con tijeras de la parte superior de la hoja mas expandida de cinco plantas.
Las otras hojas se cosecharon también, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C para la
extraccion del RNA y el analisis RT-qPCR de la expresion de los genes relacionados con el estrés. Para la medida
RWC, cada seccion de la hoja se prepesd herméticamente para obtener el peso de la muestra de la hoja (W).
Después de eso, la muestra se hidratdé inmediatamente hasta turgencia total. La parte basal de la hoja se colocé en
el fondo de un tubo tapado Stardet de 50 ml que contiene 15 ml de agua desionizada y se incubd a temperatura
ambiente. Después de 4h se separd la hoja y se secd rapidamente y ligeramente con un papel de filtro e
inmediatamente se peso para obtener un peso totalmente tdrgido (TW). La muestra se sec6 después a 80°C durante
24 hy se peso para determinar el peso seco (DW). EI RWC se calculé como sigue: RWC (%) = [(W-DW) / (TW-DW)]
x 100. En base a los resultados de este calculo, se sacaron las muestras almacenadas a -80°C de dos plantas. La
extraccion de RNA y el RT-gPCR se llevé a cabo a partir de dos plantas de cada linea que tenian el mismo RWC,
como se describié anteriormente con los cebadores especificos de los genes identificados como marcadores para el
estrés por sequia y alta salinidad en el arroz: rab21, una deshidrina de arroz (numero de registro AK109096), salT
(proteina inducida por el estrés salino, numero de registro AF001395), y dip1 (proteina 1 inducida por el estrés a la
deshidratacion, nimero de registro AY587109) genes (Claes y colaboradores. 1990; Oh y colaboradores. 2005;
Rabbani y colaboradores. 2003).

Resultados: los inventores han descubierto que el gen OsMADS26 se induce bajo estrés osmotico (Figura 7) y que
el perfil de expresion de OsMADS26 es diferente en diversos érganos de las plantas (Figura 1). Los inventores han
demostrado también que el gen OsMADS26 se silencia en plantas con el mecanismo de interferencia por RNAI
(lineas 2PD1-A, 2PD1-B, 2PD2-A, 2PD2-B) (Figura 8A) y que bajo estrés osmotico, el gen MADS26 esta todavia
silenciado (Figura 8B). Finalmente, en las Figuras 9 y 10, los inventores han demostrado que las plantas con RNA
de transferencia en MADS26 son mas resistentes al estrés por sequia y las plantas que sobreexpresan el gen
MADS26 son menos resistentes al estrés por sequia.
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8. Ortdlogos del MADS26

Ademas, los inventores han llevado a cabo busquedas de Tblast con la proteina MADS26 a partir del arroz y han
identificado mediante la busqueda blastp varios ortdlogos putativos en trigo, sorgo y maiz. Par ver si la homologia
dejaba patente la relacion filogenética y posiblemente la homologia funcional, los inventores han probado si los
homologos de los cereales eran a su vez los mejores éxitos de explosion (Mejores éxitos de explosion mutuos =
BBMH) en arroz.

Especies SEQ ID NO MADS26 mejor Mejor homologo Registro (1) Identidad del
homologo aminoacido (%)
Trigo SEQID NO: 3 CAM59056 65%
Sorgo SEQID NO: 5 XP_002443744.1 66%
maiz SEQIDNO: 7 ABW84393 85%

Tabla 2. Ortélogos de MADS26

(1) Se busco las secuencias SEQ ID NO:2 de la proteina MADS26 frente a trigo, sorgo y maiz usando blastp
en la base de datos de secuencias del ncbi.

Conclusiones

En conjunto, los datos de expresion y los datos de fenotipo indican que el gen MADS26 es un regulador negativo de
la resistencia a Magnaporthe oryzae, a Xanthomonas oryzae y al estrés por sequia. Este es el primer ejemplo
encontrado de un factor de transcripcion de plantas de la familia de caja MADS que regula negativamente la
respuesta al estrés bidtico y abidtico.

LISTA DE SECUENCIAS
SEQID NO: 1

»>0508g02070.1 CDS
ATGGCGCGAGGCAAGGTGCAGCTCCOTCGCATCGAGRACCCGGTTCACCGTCAGGTCACT
TTCTGCAAGCGCCGTGCCGGECCTGCCTCAAGAAGGCCAGGGAGCTCTCCATCCTCTGCGAG
GCCGACATCGGCATCATCATCITCICCGCCCACGGCAAGCTCTACGACCTCGCCACCACC
GGAACCATGGAGCAGCTGATCGAGAGGTACAAGAGTGCTAGTGGCGAACAGGCCAACGLT
TGCGGCGACCAGAGAATGCGACCCAARACAGGAGGCAATGGTGCTCAAACAAGAAATCAAT
CTACTGCAGAAGGGCCTGAGGTACATCTATGGGRAACAGGGCARATGAACACATGACTGTT
GRAGAGCTGAATGCCCTAGAGAGGTACTTAGAGATATGGATGTACARCATTICGCTCCGCA
AAGRTGCAGATAATGATCCAAGAGATCCAAGCACTARAGAGCAAGCAAGGCATCTTGERA
GUTGCTARCGARATTCTCCARGRAARACATAGTAGARCACAATGOTCIGATCGACGTAGGT
ATGATGGTAGCAGATCAACAGAATGGGCATTTTAGTACAGTCCCACTGTTAGAAGAGATC
ACTAACCCACTIGACTATACTGAGTGGCTATTICTACTTGTAGGEGCTCGGAGATGGGUTAT
TCCTITCTARL

SEQID NO: 2

>0308g02070.1 PROT
MARGREVQLRRIENPVHRQVIFCKRRAGLLKKARELSILCEADIGIIIFSAHGKLYDLATT
GIMEELIERYKSASGEQANACGDORMDPKOEAMYVLKQEINLLOKGLRY IYGNRANEHMGT
MEELIERYKSASGEQANACGDQRMDPKQEAMVLEQEINLLOKGLRY IYGNRANEHMTIVEE
INALERYLEIWMYNIRSAKMOIMIQEIQALKSKEGMLKAANE I LOEKIVEQNGL IDVGMM
VADQONGHF STVPLLEEITNPLTILSGYSTCRGSEMGYSEY

SEQID NO: 3
TaMADS26 putativo

16
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»CAM59056

MARGKVQLRR IENPVHRQOVT FCERRAGLLE
GIMDGLIERY KSASGEGMTG DGCGDQRVDP
NVDELNALER YLEIWMFNIR SAKMOIMIQE
VGMTIADQON GHFSTVPMLE EITNPLTILS

KARELSVLCD
KQEAMVLKQE
IQALKSKEGM
GCYSTCRGSEM

ADIGITIIFSA HGKLYDLATT
IDLLOKGLRY IYGNRANEHM
LEKAANEILOE KIVEQHGLID
GYSF

10

15

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 deriva de

SEQID NO: 4

> AM502878
atggcgagag
ttctgcaagc
goccgacatcg
ggaaccatgg
gacggctgeg
atagaccttc
aatgttgacg
tcecygcaaaga
ttgaaagctyg
gtaggcatga
gagatcacta
ggctattcct

SEQID NO: 5

gcaaggtcca
gccgegeagg
gcatcatcat
atgggctgat
gcgaccagaqg
tgcagaaggg
agctgaatgc
tgcagataat
ccaacgaaat
ctatagcaga
acccactgac
tctga

Sorgo MADS26 putativo

>XP_002443744.1

MARGKVQLRR
GTMEELIDRY
DELNALERYL

MVVADQONGH

IENPVHRQVT
KTASGERADG
EIWMYNIRSA

FSTVPLIEEI

gctoeggege
gctcctcaag
cttotcegea
cgagaggtac
agtggaccca
actgaggtac
cctggagagg
gattcaagag
tctecaggaa
tcagcagaat
tatactgagt

FCKRRAGLLK
SGDNRMDPEQ

atcgagaacce
aaggccaggyg
cacggcaagce
aagagtgcca
aagcaggagy
atttatggaa
tacttggaga
atccaggeac
aagatagtag
gggcatttta
ggctattcta

KAREL3VLCD

ccgtecaccyg
agctctctgt
tctacgacct
gtggagaagg
caatggtget
acagggcaaa
tatggatgtt
tgaagagcaa
aacagcatgg
gtacagtccce
cttgtagggg

AHIGIIIESA

gcaggtcacc
cctectgegac
cgcecaccace
catgaccggce
gaaacaagaa
tgagcacaty
caacatccgc
ggagggcaty
actgatcgac
aatgttagag
ctcagagatg

HGELYDLATT

ETMVLOQEIN LLOKGLRYIY GNRANEHMMNY
KMOQIMIQEIQ ALKSKEGMLK AANEILREKI

ITNPFLTIILSGY SHNCRGSEMGY SF

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 deriva de

SEQID NO: 6

> ¥M_ 002443699

atggcgeggy
ttctgcaage
gcccacateg
gggaccatygy
tccggecgaca
ctgcoctecaga
gacgaactga
aagatgcaga
gctgctaacg
atggtggtag
actaacccac
tccttctaa

SEQID NO: 7

gcaaagtgca
geegegeggyg
gcatcatcat
aagagctgat
acagaatgga
aaggactcag
atgceccttga
taatgattca
aaattctccg
cggatcaaca
tgactatact

gctgeggege
gctgctcaag
cttoctcocgeg
cgacaggtac
tecaaaacaa
gtacatctac
gaggtacttyg
agagatacaa
ggaaaagata
gaatgggcat
gagtggatat

Zea mays MADS26 Putativo

atcgagaacc
aaggeacggy
cacggcaagc
aagactgcca
gaaaccatgg
gggaacaggg
gagatatgga
gcactaaaaa
gtagaacaga
tttagtacag
tctaactgta

cggtgcaceg
agcteotecegt
tctacgacct
goggagaage
tgectgecaaca
caaatgaaca
tgtacaacat
gcaaggaagg
gtagtttget
tceccactgat
ggggctcaga

17

VEQSSLLDVG

gcaggtgacc
cctetgegac
cgccaccace
tgcocgacgge
ggaaatcaat
catgaatgtt
ccgectectgea
catgttgaaa
tgatgtaggc
agaagagatc
gatgggetat
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>ABW84393

MGRGKVQLKR IENKINRQVT FSKRRSGLLK
SCMDKILDRY ERYSYAEKVL ISVESETQGN
NLKELQQLEQ QLESSLKHIR TRESQLMLES
QTSS8885CFM IRERRPTINI

KQVQWGOTQQ
SHLSS

ES 2617990 T3

KAHEISVLCD
WCHEYRKLKA
ISELQRKEKS
SIFPVAAGGR

AEVALIIFST
KVETIQKCOK
LOEENKVLQK
LVEGARRQPQ

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 deriva de

SEQID NO: 8

> BU012444
atggggcgeg
ttctccaage
gcegaggteyg
tcatgtatgg
atttcagtag
aaggtcgaga
aatctcaaag
accaggaaga
ctgcaggagy
aagcaagtygce
ataagggaag
ttggtggaag
agccacctga

SEQID NO: 9

MADS33

gtaaggtgeca
gcegeteggg
cgctcatcat
acaaaattct
aatctgaaac
caatacaaaa
agcttcagea
gccagcttat
agaacaaggt
aatggggcca
ctgccocecaac
gtgcagcage
gcagctga

»0s12gl0520.1
MVRGKVOMRRIENPVHROQVIFCKRRGGLLKKARELSYVLCDADVGVIIFSSQGKLHELATN
GNMHMLVERYQSNVAGGOMEPGALQROQVAEQGIFLLREEIDLLORGLRSTYGGGAGEMT
LDKLHALEKGLELWIYQIRT TKMQMMOQEIQF LRNKEGI LKEANEMLOEKVEEQQOKLYMS
LILDLHSQQPTQPMTYGNREFSI*

SEQID NO: 10

MADS14

>0s03g54160.1
MGRGKVQILKRIENKINRQVIFSKRRSGLLKKANETI SVLCDAREVALTIFSTKGKLYEYATD
SCMDKILERYERYSYAEKVLISAESDTQGNWCHEYRKLEARKVETIQKCQKHLMGEDLESL

getgaagegyg
gctgctcaag
cttctecacc
tgaccggtac
tLcagggcaat
atgtcaaaag
actagagcag
gcteocgagtcea
tetgcagaag
aacccaacaqg
aacaaatatc
gcagccacaqg

atcgagaaca
aaggcgcacg
aaagggaagc
gagcgctact
tggtgccacy
cacctcatgg
cagctggaga
atttcggage
gagctcgegy
cagaccagtt
agcatttttc
gctegegttyg

agatcaaccg
agatctccgt
tctacgagta
cctatgcaga
agtatagaaa
gagaggatct
gttcactgaa
tccaacggaa
agaagcagaa
cgtettecte
ctgtggcagce
gactaccacc

KGKLYEYSTD
HLMGEDLETL
ELAEKQKEQR
ARVGLPPWML

ccaggtgacc
gctctgegac
ttccaccgat
aaaggttctt
actaaaggcey
tgaaacgttyg
acatatcaga
ggagaagtcg
agccecageyy
gtgcttcatg
aggcgggagg
atggatgcett

NLKELQQLEQQLENSLKHIRSRKSQLMLES INELOQRKEKSLOEENKVLOKENPCSFLOLY
EKQKVOKQOVOWDOTOPOTSSSSSSFMMREALPTTN I SNYPAAAGERIEDVAAGOPQHV
IGLEPWMLSHING*

SEQID NO: 11

HvMADS26 putativo

>CABS7351

MGRGPVQLRR
DSSMDVILER
LITKELQQLE
NNVLSNIHHR
EPQFSPAQAN

IENKINRQVT
YORYSFEERA
QQLDSSLKHI
EQLNEATMIH
NENLEPWMLR

SEQID NO: 12

HvMADS26 putativo

FSKRRSGLLK

KAHEISVLCD

VLDPSTGDQA NWGDEYGSLK

RSRKNQLLFE
HOEQLSGATT
TIGNR

SISELQKKEK
SSPSPTPPTA

AEVALIVEST
IKELDALQKSQ
SLEDQNGVLQ
ODSMAPPNIG

18

KGKLYEYS5Q
RQLLGEQLDP
KHLVETEKEK
PYQSRGGGDP
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> CAB97355
MGRGRVELKR
OSMTKTLDKY
SLGTKELESL
HGOQLWEHNN
MPPWLP

IENKINRQVT
OKCSYAGPET
EKQLDSSLEKH
NVLSYERQPE

SEQID NO: 13

HvMADS26 putativo

> ARW82994
MGRGKVQLKR
SCMDKILERY
NLKELOQLED
AQODOTOPGT
HING

IENKINRQVT
ERYSYAEKVL
QLESSLEHIR

SSSSFMMR

SEQID NO: 14

HvMADS26 putativo

> CAB97354
MCRGEKVQLER
S5MDKILERY
NLEKELQQLEQ

ROOQLROOQ0O
PEVIMGGEAT

IENKINRQVT
ERYSYAEKAL
QLESSLKHIR
OOOMOWEHQA
AARRAPEQQA

SEQID NO: 15

HvMADS26 putativo

> ACB4530

MGRGRVELER
QSMPKTLERY
SLGIKDLEQL
MOGQMWEQHA
CVAASFMPTW

IENKINRQVT
OKCSYGGPDT
EKQLDSSLRH
ANLLGYDHLEK
LP

SEQID NO: 16

FAKRRNGLLK
TVONRENEQL
IRTTRTQHMV
VQPOMHGGNG

FSKRRSGLLK
VSSESEIQGHN
ARKNQLMHES
DAPPVADTSN

FSKRRNGLLK
ISAESESEGN
SRESHLMMES
QTQTHTHIQN
CLRICLEPWM

FAKRRNGLLK
AIQNKENELY
IRSTRTQHML
QSPHCQOQROH

ES 2617990 T3

KAYELSVLCD
KNSRNEYLKL
DOLTELQRRE
FFEPLDAAGE

KAHEISVLCD
WCHEYRKLKA
ISELQKKERS
HEARAGERAE

KAHEISVLCD
WCHEYRKLEKA
ISELOQKKERS
QPORAQTSSSS
LSHLNA

KAYELSVLCD
OSSRNEYLKL
DOLTDLORKE
HGGNGFFHE L

AEVALIVESN
KTRVDNLQRT
OMESEANKCL
PTLHIGYPPE

AEVGLIIFST
KVETIQKCQK
LOEENKY LOK
DVAVQPQOVPL

AEVAVIVFSP
KIETIQKCHK
LOEENKALQK
SSFMMRDQQA

AEVALIIFSN
KARVENLQRT
OMLSEANKCL
DPTTEFTLQI

GST1 (215bp) especifico de OsMADS26 (véase Figura 3)

SEQID NO: 17

GST2 (321bp) especifico de OsMADS26 (véase Figura 3)

19

RGKLYEFCST
ORNLLGEDLD
RIKLEESNGVY
SLNSSCMITE

KGKLYEFSTE
HLMGEDLESL
ELVEKQKAQA
RTALPLWMVS

KGKLYEYATD
HLMGEDLDSL
ELVERQKAAS
HAPQONICSY

RGKLYEFCSG
ORNLLGEDLG
RRKLEES500
GYTQEQINNA
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<210>1
<211> 669
<212> ADN

<213> oryza sativa

<400> 1
atggcgegag

ttctgecaage
goccgacateg
ggaaccatgg
tgeggogace
ctactgcoaga
gaagagctga
aagatgcaga
getgetaacyg
atgatggtag
actaacccac
tcecttctaa
<210>2

<211> 280
<212> PRT

gcaaggtgca
gcegtgecgg
gcatcatcat
aggagctgat
agagaatgga
agggcctgag
atgeeoctaga
taatgatcca
aaattctcca
cagatcaaca

tgactatact

<213> oryza sativa

<400> 2

gcteegtege
cctgetgaag
cttotecgee
cgagaggtac
cccaaaacag
gtacatctat
gaggtactta
agagatccaa
agaaaagata
gaatgggcat

gagtggeotat

atcgagaacce
aaggccaggg
cacggcaagce
aagagtgcta
gaggcaatgg
gggaacaggg
gagatatgga
gcactaaaga
gtagaacaga
tttagtacag

tetacttgta

cggttcacceg
agctctccat
tctacgacct
gtggcgaaca
tgectcaaaca
caaatgaaca
tgtacaacat
gcaaggaagyg
atggtcetgat
tcccactgtt

ggggctegga

tcaggteacc
cctetgegag
cgccaccace
ggccaacgec
agaaatcaat
catgactgtt
togotcagea
catgttgaaa
cgacgtagge
agaagagatc

gatgggetat

Met Ala Arg Gly Lys Val Gln Leu Arg Arg Ile Clu Asn Pro Val His

1

5

10

15

Arg Gln Val Thr Phe Cys Lys Arg Arg Ala Gly Leu Leu Lys Lys Ala
25

20

30

Arg Glu Leu Ser Ile Leu Cys Glu Ala Asp Ile Gly Ile Ile Ile Phe

35

40

45

21

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

669



Ser Ala
50

Glu Leu
65

Cys Gly

Gln Glu

Arg Ala

Lys Ser
130

Asp Pro
145

Gln Lys

Thr Val

Tyr Asn

Ala Leu
210

Gln Glu
225

val Ala

Glu Ile

Gly Ser

<210>3
<211> 224

His

Ile

Asp

Ile

Asn

115

Ala

Lys

Gly

Glu

Ile

195

Lys

Llys

Asp

Thr

Glu
275

<212> PRT
<213> triticum aestivum

<400> 3

Gly

Glu

Gln

Asn

100

Glu

Ser

Gln

Leu

Glu

180

Arg

Ser

Ile

Gln

Asn

260

Met

Lys

Arg

Arg

85

Leu

His

Gly

Glu

Arg

165

Leu

Ser

Lys

Val

Gln

245

Pro

Gly

Leu

Tyr

70

Met

Leu

Met

Glu

Ala

150

Tyr

Asn

Ala

Glu

Glu

230

Asn

Leu

Tyr

Tyr

55

Lys

Asp

Gln

Gly

Gln

135

Met

Ile

Ala

Lys

Gly

215

Gln

Gly

Thr

Ser

Asp

Ser

Pro

Lys

Thr

120

Ala

val

Tyr

Leu

Met

200

Met

Asn

His

Ile

Phe
280
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Leu

Ala

Lys

Gly

105

Met

Asn

Leu

Gly

Glu

185

Gln

Leu

Gly

Phe

Leu
265

Ala

Ser

Gln

20

Leu

Glu

Ala

Lys

Asn

170

Arg

Ile

Lys

Leu

Ser

250

Ser

Thr

Gly

75

Glu

Arg

Glu

Cys

Gln

155

Arg

Tyr

Met

Ala

Ile

235

Thr

Gly

Thr

Glu

Ala

Tyr

Leu

Gly

140

Glu

Ala

Leu

Ile

Ala

220

Asp

val

Tyr

22

Gly

Gln

Met

Ile

Ile

125

Asp

Ile

Asn

Glu

Gln

205

Asn

Val

Pro

Ser

Thr

Ala

val

Tyr

110

Glu

Gln

Asn

Glu

Ile

190

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr
270

Met

Asn

Leu

85

Gly

Arg

Arg

Leu

His

175

Trp

Ile

Ile

Met

Leu

255

Cys

Glu

Ala

80

Lys

Asn

Tyr

Met

Leu

160

Met

Met

Gln

Leu

Met

240

Glu

Arg



Met Ala Arg Gly Lys

Arg Gln Val Thr Phe
20

Arg Glu Leu Ser Val
35

Ser Ala His Gly Lys
50

Gly Leu Ile Glu Arg

Agp Gly Cys Gly Asp
85

Leu Lys Gln Glu Ile
100

Gly Asn Arg Ala Asn
115

Glu Arg Tyr Leu Glu
130

Gln Ile Met Ile Gln
145

Leu Lys Ala Ala Asn
165

Gly Leu Ile Asp Val
180

Phe Ser Thr val Pro
195

Leu Ser Gly Tyr Ser
210

<210> 4

<211> 675

<212> ADN

<213> triticum aestivum

<400> 4

Val

Cys

Leu

Leu

Tyr

70

Gln

Asp

Glu

Ile

Glu

150

Glu

Gly

Met

Thr

Gln

Lys

Cys

Tyr

55

Lys

Arg

Leu

His

Trp

135

Ile

Ile

Met

Leu

Cys
215

Leu

Arg

Asp

40

Asp

Ser

Val

Leu

Met

120

Met

Gln

Leu

Thr

Glu

200

Arg

ES 2617990 T3

Arg

Arg

25

Ala

Leu

Ala

Asp

Gln

105

Asn

Phe

Ala

Gln

Ile

185

Glu

Gly

Arg

10

Ala

Asp

Ala

Ser

Pro

90

Lys

Val

Asn

Leu

Glu

170

Ala

Ile

Ser

Ile

Gly

Ile

Thr

Gly

75

Lys

Gly

Asp

Ile

Lys

155

Lys

Asp

Thr

Glu

Glu

Leu

Gly

Thr

60

Glu

Gln

Leu

Glu

Arg

140

Ser

Ile

Gln

Asn

Met
220

23

Asn

Leu

Ile

45

Gly

Gly

Glu

Arg

Leu

125

Ser

Lys

Val

Gln

Pro

205

Gly

Pro

Lys

30

Ile

Thr

Met

Ala

Tyr

110

Asn

Ala

Glu

Glu

Asn

190

Leu

Tyr

Val

15

Lys

Ile

Met

Thr

Met

95

Ile

Ala

Lys

Gly

Gln

175

Gly

Thr

Ser

Hisg

Ala

Phe

Asp

Gly

val

Tyr

Leu

Met

Met

160

His

His

Ile

Phe



10

atggcgagag
ttetgeaage
gccgacatcg
ggaaccatgg
gacggetgeg
atagacctte
aatgttgacg
tccgeaaaga
ttgaaagcetg
gtaggcatga
gagatcacta

ggctattect

<210>5
<211> 222
<212> PRT

gcaaggtcca
gccgegeagy
gcatcatcat
atgggctgat
gcgaccagag
tgecagaaggg
agctgaatgc
tgcagataat
ccaacgaaat
ctatagcaga
acccactgac

tetga

<213> sorgo bicolor

<400> 5

Met Ala Arg Gly

1

Arg Gln

Glu

Arg

Ala
50

Ser

Glu
65

Leu
Ser

Gly

Gln Glu

val

Leu

His

Ile

Asp

Ile

Lys

Thr
20

Phe
Ser Val
Gly

Lys

Asp Arg

Val

Cys

Leu

Leu

Tyr

gctceggoege
gctoctcaag
cttctecegea
cgagaggtac
agtggaccea
actgaggtac
cctggagagg
gattcaagag
tctccaggaa
tcagcagaat

tatactgagt

Gln Leu

Lys Arg

Cys Asp

40

Tyr
55

Asp

Lys Thr

70

Asn Arg

85

Asn Leu

100

Met

Leu

Asp Pro

Gln Lys

ES 2617990 T3

atcgagaacce

aaggccaggyg
cacggcaagc
aagagtgcca
aagcaggagg
atttatggaa
tacttggaga
atccaggcac
aagatagtag
gggcatttta

ggctattcta

Arg Arg Ile

10

Arg Ala Gly

25

Ala Hig Ile

Leu Ala Thr

Ala Ser Gly

75

Gln
90

Lys Glu

Gly Leu

105

Arg

cegtocaceg
agctotetgt
tctacgacct
gtggagaagg
caatggtget
acagggcaaa
tatggatgtt
tgaagagcaa
aacagcatgg
gtacagtcce

cttgtagggg

Glu Asn

Leu Leu

30

Ile
45

Gly

Thr
60

Gly
Glu Ala
Thr

Met

Tyr Ile

Pro

Lys

Ile

Thr

Ala

Val

Tyr

gcaggtcacc
cctctgegac
cgccaccacc
catgaccggce
gaaacaagaa
tgagcacatg
caacatccgce
ggagggcatg
actgatcgac
aatgttagag

ctcagagatg

Val
15

His
Lys Ala
Ile Phe
Met

Glu

Gly
80

Asp

Leu Gln

95

Asn

110

24

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

675
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15

Arg Ala Asn Glu His Met Asn Val
115 120

Tyr Leu Glu Ile Trp Met Tyr Asn

130 135

Met Tle Gln Glu Ile Gln Ala Leu

145 150

Ala Ala Asn Glu Ile Leu Arg Glu

165
Leu Asp Val Gly Met Val val Ala
180

Thr Val Pro Leu Ile Glu Glu Ile
195 200

Gly Tyr Ser Asn Cys Arg Gly Ser

210 215

<210> 6

<211> 669

<212> ADN

<213> sorgo bicolor

<400> 6

atggcgeggg gcaaagtgea getgeggege

ttetgecaage goccgegeggg getgetcaag

gceccacatcg gcatcatcat cttetecegeg

gggaccatgg aagagctgat cgacaggtac

tocggogaca acagaatgga tocaaaacaa

ctgctccaga aaggactcag gtacatctac

gacgaactga atgeeocttga gaggtacttg

aagatgcaga taatgattca agagatacaa

gctgctaacg aaattctccg ggaaaagata

atggtggtag cggatcaaca gaatgggcat

actaacccac tgactatact gagtggatat

tcecttctaa

<210>7

<211> 245

<212> PRT

<213> zea mays

<400> 7

Asp

Ile

Lys

Lys

Asp

185

Thr

Glu

ES 2617990 T3

Glu

Arg

Ser Lys

155

Ile
170

val

Gln

Asn

Met

atecgagaacce
aaggcacggg
cacggcaaga
aagactgcca
gaaaccatgg
gggaacaggyg
gagatatgga
gcactaaaaa
gtagaacaga
tttagtacag

tctaactgta

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

Ala
125

Asn

Ala
140

Lys
Glu Gly
Glu

Gln

Asn Gly

Leu

Met

Met

Ser

His

Glu Arg

Gln Ile

Leu Lys

160

Ser Leu

175

Phe Ser

130

Thr
205

Leu

Tyr Ser

220

cggtgecaceg

agctcoctecgt
tctacgacct
goggagaage
tgotgeaaca
caaatgaaca
tgtacaacat
gcaaggaagg
gtagtttgcet
tcccactgat

ggggctcaga

25

Ile

Leu Ser

Phe

gcaggtgacc
cctetgegac
cgeccaccacce
tgocgacgge
ggaaatcaat
catgaatgtt
ccgetectgea
catgttgaaa
tgatgtaggce
agaagagatc

gatgggctat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

669
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Met Gly Arg Gly

Arg Gln Val Thr
20

His Glu Ile Ser
35

Ser Thr Lys Gly
50

Lys Ile Leu Asp
65

Ile Ser Val Glu

Lys Leu Lys Ala
100

Met Gly Glu Asp
115

Glu Gln Gln Leu
130

Gln Leu Met Leu
145

Leu Gln Glu Glu

Lys Ala Gln Arg
180

Ser Ser Ser Ser
195

Asn Ile Ser Ile
210

Ala Ala Ala Gln
225

Ser His Leu Ser

<210> 8

<211> 738
<212> ADN
<213> zea mays

<400> 8

Lys

Phe

Val

Lys

Arg

Ser

Lys

Leu

Glu

Glu

Asn

165

Lys

Ser

Phe

Pro

Ser
245

Val

Ser

Leu

Leu

Tyr

70

Glu

val

Glu

Ser

Ser

150

Lys

Gln

Cys

Fro

Gln
230

Gln

Lys

Cys

Tyr

55

Glu

Thr

Glu

Thr

Ser

135

Ile

vVal

val

Phe

Val

215

Ala

Leu

Arg

Asp

Glu

Arg

Gln

Thr

Leu

120

Leu

Ser

Leu

Gln

Met

200

Ala

Arg

ES 2617990 T3

Lys

Arg

25

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Ile

105

Asn

Lys

Glu

Gln

Trp

185

Ile

Ala

val

Arg

10

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Gln

Leu

His

Leu

Lys

170

Gly

Arg

Gly

Gly

Ile

Gly

val

Thr

Tyr

75

Trp

Lys

Lys

Ile

Gln

155

Glu

Gln

Glu

Gly

Leu
235

Glu

Leu

Ala

Asp

60

Ala

Cys

Cys

Glu

Arg

140

Arg

Leu

Thr

Ala

Arg

220

Pro

26

Asn

Leu

Leu

45

Ser

Glu

His

Gln

Leu

125

Thr

Lys

Ala

Gln

Ala

205

Leu

Pro

Lys

Lys

30

Ile

Cys

Lys

Glu

Lys

110

Gln

Glu

Glu

Gln

120

Pro

Vval

Trp

Ile

15

Lys

Ile

Met

val

Tyr

85

His

Gln

Lys

Lys

Lys

175

Gln

Thr

Glu

Met

Asn

Ala

Phe

Asp

Leu

80

Arg

Leu

Leu

Ser

Ser

160

Gln

Thr

Thr

Gly

Leu
240



10

atggggcgeg
ttctccaagce
gcecgaggteg
tcatgtatgg
atttcagtag
aaggtecgaga
aatctcaaag
accaggaaga
ctgcaggagg
aagcaagtgc
ataagggaag
ttggtggaag
agccacctga

<210>9
<211> 202
<212> PRT

gtaaggtgca
gccgeteggg
cgcteatcat
acaaaattct
aatctgaaac
caatacaaaa
agcttcagea
gccagettat
agaacaaggt
aatggggcca
ctgccccaac
gtgcagcage

gcagctga

<213> oryza sativa

<400> 9

Met Val Arg Gly

1

Arg Gln Val Thr

Arg Glu Leu Ser

35

Ser Ser Gln Gly

50

Asn Leu Val Glu

5

20

Lys Val

Phe Cys

vVal Leu

Lys Leu

Arg Tyr

gctgaagegg
gctgctcaag
cttctecace
tgaceggtac
tcagggcaat
atgtcaaaag
actagagcag
gctegagtcea
tctgecagaag
aacccaacag
aacaaatatc

goagecacayg

Gln Met

Lys Arg

Cys Asp

40

His Glu

55

Gln Ser

Arg

Arg

25

Ala

Leu

Asn

ES 2617990 T3

atcgagaaca
aaggcgcacg
aaagggaage
gagcgetact
tggtgccacyg
cacctcatgg
cagctggaga
atttcggage
gagctcgcgg
cagaccagtt
agcatttttc

gotegegttyg

10

Arg Ile

Gly Gly

Asp Val

Ala Thr

val Ala

agatcaaccg
agatctccgt
tctacgagta
cctatgeaga
agtatagaaa
gagaggatcect
gttcactgaa
tccaacggaa
agaagcagaa
cgtcttecte
ctgtggcage

gactaccace

Glu Asn

Leu Leu

30

Val
45

Gly

Asn
60

Gly

Gly Gly

27

Pro

Lys

Ile

Asn

Gln

ccaggtgace
gctctgecgac
ttccaccgat
aaaggttett
actaaaggcg
tgaaacgttg
acatatcaga
ggagaagtcg
agcccagcgg
gtgcttcatg
aggcgggagyg

atggatgett

Val His

15

Lys Ala

Ile Phe

Met His

Met Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738
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65

Pro

Leu

Gly

Lys

Met

145

Lys

Leu

Met

Gly

Arg

Gly

Gly

130

Met

Glu

Tyr

Thr

<210> 10

<211> 253

Ala

Glu

Gly

115

Leu

Gln

Ala

Met

Tyr
185

<212> PRT
<213> oryza sativa

<400> 10
Met Gly Arg Gly

1

Arg

Asn

Ser

Lys

65

Ile

Gln

Glu

Thr

50

Ile

Ser

val

Ile

35

Lys

Leu

Ala

Leu

Glu

100

Ala

Glu

Gln

Asn

Ser

180

Gly

Thr

20

Ser

Gly

Glu

Glu

Gln

85

Ile

Gly

Leu

Glu

Glu

165

Leu

Asn

Lys

Phe

Val

Lys

Arg

Ser

70

Arg

Asp

Glu

Trp

Ile

150

Met

Leu

Arg

VvVal

Ser

Leu

Len

Tyr

70

Asp

Gln

Leu

Met

Ile

135

Gln

Leu

Asp

Phe

Gln

Lys

Cys

Tyr

55

Glu

Thr

Gln

Leu

Thr

120

Tyr

Phe

Gln

Leu

Phe
200

Leu

Arg

Asp

490

Glu

Arg

Gln

ES 2617990 T3

val

Gln

105

Leu

Gln

Leu

Glu

His

185

Ser

Lys

Arg

25

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Ala

90

Arg

Asp

Ile

Arg

Lys

170

Ser

Ile

Arg

10

Ser

Glu

Ala

Ser

Asn

75

Glu

Gly

Lys

Arg

Asn

155

Val

Gln

Ile

Gly

Val

Thr

Tyr

75

Trp

Gln

Leu

Leu

Thr

140

Lys

Lys

Gln

Glu

Leu

Ala

Asp

60

Ala

Cys

28

Gly

Arg

His

125

Thr

Glu

Glu

Pro

Asn

Leu

Leu

45

Ser

Glu

His

Ile

Ser

110

Ala

Lys

Gly

Gln

Thr
190

Lys

Lys

30

Ile

Cys

Lys

Glu

Phe

95

Thr

Leu

Met

Ile

Gln

175

Gln

Ile

15

Lys

Ile

Met

Val

Tyr

80

Leu

Tyr

Glu

Gln

Leu

160

Lys

Pro

Asn

Ala

Phe

Asp

Leu

80

Arg



10

85

Lys Leu Lys Ala Lys
100

Met Gly Glu Asp Leu
115

Glu Gln Gln Leu Glu
130

Gln Leu Met Leu Glu
145

Leu Gln Glu Glu Asn
165

Leu Gln Leu Val Glu
180

Asp Gln Thr Gln Pro
195

Arg Glu Ala Leu Pro
210

Gly Glu Arg Ile Glu
225

Ile Gly Leu Pro Pro
245

<210> 11

<211> 265

<212> PRT

<213> hordeum vulgare

<400> 11

Met Gly Arg Gly Pro

1 5

Arg Gln Val Thr Phe
20

His Glu Ile Ser Val
35

Ser Thr Lys Gly Lys

val

Glu

Asn

Ser

150

Lys

Lys

Gln

Thr

Asp

230

Trp

Val

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

Ser

135

Ile

val

Gln

Thr

Thr

215

Val

Met

Gln

Lys

Cys

Tyr

Thr

Leu

120

Leu

Asn

Leu

Lys

Ser

200

Asn

Ala

Leu

Leu

Arg

Asp

40

Glu

ES 2617990 T3

Ile

105

Asn

Lys

Glu

Gln

Val

185

Ser

Ile

Ala

Ser

Arg

Arg

25

Ala

Tyr

90

Gln

Leu

His

Leu

Lys

170

Gln

Ser

Ser

Gly

His
250

Arg

10

Ser

Glu

Ser

Lys

Lys

Ile

Gln

155

Glu

Lys

Ser

Asn

Gln

235

Ile

Ile

Gly

val

Ser

Cys

Glu

Arg

140

Arg

Asn

Gln

Ser

Tyr

220

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala

Gln

29

Gln

Leu

125

Ser

Lys

Pro

Gln

Ser

205

Pro

Gln

Gly

Asn

Leu

Leu

45

Asp

Lys

110

Gln

Arg

Glu

Cys

val

190

Phe

Ala

His

Lys

Lys

30

Ile

Ser

85

His

Gln

Lys

Lys

Ser

175

Gln

Met

Ala

val

Ile

15

Lys

Val

Ser

Leu

Leu

Ser

Ser

160

Phe

Trp

Met

Ala

Arg
240

Asn

Ala

Phe

Met



10

50

Asp Val Ile

val Leu Asp

Gly Ser Leu

Leu Leu Gly
115

Leu Glu Gln
139

Agsn Gln Leu
145

Ser Leu Lys

Glu Lys Glu

Leu Asn Glu
195

Thr Thr Ser
210

Ala Pro Pro
225

Glu Pro Gln

Trp Met Leu

<210> 12
<211> 246
<212> PRT

Leu

Pro

Lys

100

Glu

Gln

Leu

Asp

Lys

180

Ala

Ser

Asn

Pro

Arg
260

Glu

Ser

a5

Ile

Gln

Leu

Phe

Gln

165

Asn

Thr

Pro

Ile

Ser

245

Thr

<213> hordeum vulgare

<400> 12

Met Gly Arg Gly Arg Val Glu Leu

70

Thr

Lys

Leu

Asp

Glu

150

Asn

Asn

Asn

Ser

Gly

230

Pro

Ile

55

Tyr

Gly

Leu

Asp

Ser

135

Ser

Gly

Val

Ile

Pro

215

Pro

Ala

Gly

Gln

Asp

Asp

Pro

120

Ser

Tle

Val

Leu

His

200

Thr

Tyr

Gln

Asn

ES 2617990 T3

Arg Tyr

Gln Ala
90

Ala Ieu
105

Leu Thr

Leu Lys

Ser Glu

Leu Gln
170

Ser Asn
185

His Gln

Pro Pro

Gln Ser

Ala Asn

250

Arg
265

Ser

75

Asn

Gln

Thr

His

Leu

155

Lys

Ile

Glu

Thr

Arg

235

Asn

&0

Phe

Trp

Lys

Lys

Ile

140

Gln

His

Hisg

Gln

Ala

220

Gly

Ser

Glu

Gly

Ser

Glu

125

Arg

Lys

Leu

His

Leu

205

Gln

Gly

Asn

Glu

Asp

Gln

110

Leu

Ser

Lys

Val

Arg

130

Ser

Asp

Gly

Leu

Arg

Glu

95

Arg

Gln

Arg

Glu

Glu

175

Glu

Gly

Ser

Asp

Pro
255

Ala

80

Tyr

Gln

Gln

Lys

Lys

160

Thr

Gln

Ala

Met

Pro

240

Pro

Lys Arg Ile Glu Asn Lys Ile Asn

30



Arg

Tyr

Ser

Lys

65

Thr

Tyr

Asn

Ser

Arg

145

Gln

Ser

Leu

Asn

Ile

225

Met

Gln

Glu

Asn

50

Thr

Val

Leu

Leu

Leu

130

Thr

Met

Asn

Ser

Gly

210

Gly

Pro

<210> 13

<211> 244

Val

Leu

35

Arg

Leu

Gln

Lys

Leu

115

Glu

Gln

Phe

Gln

Tyr

1956

Phe

Tyr

Pro

<212> PRT
<213> hordeum vulgare

<400> 13

Thr

20

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

100

Gly

Lys

His

Ser

val

180

Glu

Phe

Pro

Trp

Phe

Val

Lys

Lys

Arg

85

Lys

Glu

Gln

Met

Glu

165

His

Arg

His

Pro

Leu
245

Ala

Leu

Leu

Tyr

70

Glu

Thr

Asp

Leu

Val

150

Ala

Gly

Gln

Pro

Glu

230

Pro

Lys

Cys

Tyr

53

Gln

Asn

Arg

Leu

Asp

135

Asp

Asn

Gln

Pro

Leu

215

Ser

Arg

Asp

40

Glu

Lys

Glu

Val

Asp

120

Ser

Gln

Lys

Gln

Glu

200

Asp

Leu

ES 2617990 T3

Arg

25

Ala

Phe

Cys

Gln

Asp

105

Ser

Ser

Leu

Cys

Leu

185

Val

Ala

Asn

10

Asn

Glu

Cys

Ser

Leu

90

Asn

Leu

Leu

Thr

Leu
170

Trp

Gln

Ala

Ser

Gly

Val

Ser

Tyr

75

Lys

Leu

Gly

Lys

Glu

155

Arg

Glu

Pro

Gly

Ser
235

Leu

Ala

Thr

60

Ala

hAsn

Gln

Ile

His

140

Leu

Ile

His

Gln

Glu

220

Cys

31

Leu

Leu

45

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

125

Ile

Gln

Lys

Asn

Met

205

Pro

Met

Lys

30

Ile

Ser

Pro

Arg

Thr

110

Glu

Arg

Arg

Leu

Asn

190

His

Thr

Thr

15

Lys

Val

Met

Glu

Asn

95

Gln

Leu

Thr

Arg

Glu

175

Asn

Gly

Leu

Thr
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Met Gly Arg Gly Lys Val Gln Leu Lys Arg Ile Glu Asn Lys Ile Asn

Arg Gln Val Thr Phe Ser Lys Arg Arg Ser Gly Leu Leu Lys Lys Ala
20 25 30

His Glu Ile Ser Val Leu Cys Asp Ala Glu Val Gly Leu Ile Ile Phe
35 40 45

Ser Thr Lys Gly Lys Leu Tyr Glu Phe Ser Thr Glu Ser Cys Met Asp
50 55 60

Lys Ile Leu Glu Arg Tyr Glu Arg Tyr Ser Tyr Ala Glu Lys Val Leu
65 70 75 80O

Val Ser Ser Glu Ser Glu Ile Gln Gly Asn Trp Cys His Glu Tyr Arg
85 20 85

Lys Leu Lys Ala Lys Val Glu Thr Ile Gln Lys Cys Gln Lys His Leu
100 105 110

Met Gly Glu Asp Leu Glu Ser Leu Asn Leu Lys Glu Leu Gln Gln Leu
115 120 125

Glu Gln Gln Leu Glu Ser Ser Leu Lys His Ile Arg Ala Arg Lys Asn
130 135 140

Gln Leu Met His Glu Ser Ile Ser Glu Leu Gln Lys Lys Glu Arg Ser
145 150 155 160

Leu Gln Glu Glu Asn Lys Val Leu Gln Lys Glu Leu Val Glu Lys Gln
165 170 175

Lys Ala Gln Ala Ala Gln Gln Asp Gln Thr Gln Pro Gln Thr Ser Ser
180 185 190

Ser Ser Ser Ser Phe Met Met Arg Asp Ala Pro Pro Val Ala Asp Thr
195 200 205

Ser Asn His Pro Ala Ala Ala Gly Glu Arg Ala Glu Asp Val Ala Val
210 215 220
Gln Pro Gln Val Pro Leu Arg Thr Ala Leu Pro Leu Trp Met Val Ser

225 230 235 240

His Ile Asn Gly
<210> 14

<211> 276

<212> PRT

<213> hordeum vulgare

<400> 14
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REIVINDICACIONES

1. Una planta perteneciente a las monocotileddneas que tiene una funcion MADS26 defectuosa como
resultado de un silenciamiento génico inducido por un mecanismo de interferencia por RNA, mostrando dicha planta
una resistencia aumentada al estrés bidtico y/o abidtico.

2. La planta de la reivindicacion 1, en donde dicha planta es un cereal seleccionado de arroz, trigo,
cebada, avena, centeno, sorgo o maiz.

3. Una semilla de la planta de la reivindicacion 2.

4, La planta de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha resistencia al estrés
biodtico es una resistencia a patdégenos flingicos y/o bacterianos.

5. La planta de la reivindicacion 4, en donde dichos patégenos flngicos se seleccionan de las
especies Magnaporthe, Puccinia, Ustilago, Septoria, Erisyphe, Rhizoctonia y Fusarium, preferiblemente el patégeno
es Magnaporthe oryzae.

6. La planta de la reivindicacion 4, en donde dichos patdgenos bacterianos se seleccionan de las
especies Xanthomonas, Ralstonia, Erwinia, Pectobacterium, Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Burkholderia,
Acidovorax, Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma y Phytoplasma, preferiblemente el patdgeno es
Xanthomonas oryzae.

7. La planta de la reivindicacién 1, en donde dicha resistencia al estrés abidtico es una resistencia al
estrés por sequia.

8. Un método para aumentar la resistencia al estrés por patégenos fungicos y/o bacterianos o al
estrés por sequia en una planta monocotiledénea, en donde el método comprende las siguientes etapas:

(a) inactivacion de la funcion del gen MADS26 en una célula vegetal o una semilla;

(b) opcionalmente, seleccion de células vegetales de la etapa (a) con la funcién del gen MADS26
inactivada;

(c) regeneracion de las plantas de las células de las etapas (a) o (b); y

(d) opcionalmente, selecciéon de una planta de (c) con resistencia aumentada a patégenos fungicos

y/o bacterianos o al estrés por sequia, teniendo dicha planta una funcién del gen MADS26 defectuosa.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha funcién del gen MADS26 se inactiva
por delecion, insercién y/o sustitucion de uno o mas nucleotidos, mutagénesis especifica del sitio, mutagénesis por
metanosulfonato de etilo (EMS), lesiones locales inducidas en genomas por direccionamiento (TILLING), técnicas de
bloqueo génico, o por silenciamiento génico inducido por un mecanismo de interferencia por RNA.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, que comprende:

(a) inactivacion de la funcion del gen MADS26 en semillas por mutagénesis;

(b) generacion de plantulas a partir de las semillas de la etapa (a); y

(c) seleccion de una plantula de (b) que tiene una funcién del gen MADS26 defectuosa.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la planta es una

monocotiledénea de la familia Poaceae, preferiblemente seleccionada de arroz, trigo, cebada, avena, centeno, sorgo
0 maiz.

12. Una molécula de RNAI que se une a una secuencia de mRNA de MAD26 y que inhibe la expresién
del gen MAD26, siendo dicho RNAIi opcionalmente complementario a una secuencia que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 16 (GST1) o SEQ ID NO: 17 (GST2).

13. El uso de una molécula de RNAI de acuerdo con la reivindicacion 12, para aumentar la resistencia
de las plantas o de las células vegetales pertenecientes a las monocotiledoneas al estrés bidtico y/o abidtico.

14. Un método para producir una planta monocotiledénea que tiene una resistencia aumentada a
patégenos fungicos y/o bacterianos o al estrés por sequia, en donde el método comprende las siguientes etapas:

(a) inactivacion de la funcion del gen MADS26 en una célula vegetal o una semilla como resultado de
un silenciamiento génico inducido por un mecanismo de interferencia de RNA;
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(b) opcionalmente, seleccion de células vegetales de la etapa (a) con la funcién del gen MADS26

inactivada;

(c) regeneracion de las plantas a partir de las células de las etapas (a) o (b); y

(d) opcionalmente, seleccion de una planta de (c) con una resistencia aumentada a patégenos
5 fungicos y/o bacterianos o al estrés por sequia, teniendo dicha planta una funcion del gen MADS26

defectuosa como resultado de un silenciamiento génico inducido por un mecanismo de interferencia de

RNA.

15. Una planta perteneciente a las monocotiledéneas transformada con un vector que comprende una

secuencia de acido nucleico que expresa una molécula de RNAIi que se une a una secuencia de mRNA de MAD26,
10 y es opcionalmente complementaria a una secuencia que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 (GST1) o SEQ
ID NO: 17 (GST2), y que inhibe la expresion del gen MADS26.
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