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DESCRIPCION
Nuevo extracto fungico inmunogénico y receptor de reconocimiento de patrones en plantas.
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un extracto fungico purificado (SsEl) que provoca respuestas inmunes en
plantas, y la invencion se refiere a la identificacion del receptor de plantas AtRLP30 que media el reconocimiento de
SsEl. Ademas, se proporciona el uso de AtRLP30 en plantas para modular la respuesta inmune de las plantas contra
las infecciones fungicas con Sclerotinia spp.

Descripcion

El modelo actual del sistema inmune de la planta apoya la existencia de dos ramas. Una rama se basa en la
percepcion de los patrones moleculares asociados a patégenos altamente conservados (PAMP) por los receptores
de reconocimiento de patrones localizados en la membrana (PRR) que dan como resultado la activacion de vias de
sefializacion intracelular que conducen al refuerzo de la pared celular y la produccion de compuestos
antimicrobianos. Los PAMP son, por definiciéon, moléculas indispensables que son caracteristicas de toda una clase
de microbios y, por lo tanto, son dificiles de mutar o eliminar sin causar una severa penalizacién para la aptitud del
microbio. Los PAMP también se conocen como patrones moleculares asociados a microbios (MAMP), ya que no
estan restringidos solo a microbios patégenos. Un ejemplo bien conocido es Pep-13, un epitopo antigénico expuesto
en la superficie dentro de una transglutaminasa de pared celular dependiente de calcio que se distribuye
ampliamente en oomicetos patégenos que pertenecen al orden de los Perenosporales pero también estan presentes
en las bacterias Vibrio marinas. Pep-13 activa la defensa en el perejil y la patata, lo que sugiere su funciéon como un
determinante de reconocimiento especifico del género para la activacion de la inmunidad de la planta tanto en las
plantas huésped como no huésped.

Mas recientemente, el peptidoglicano bacteriano fue identificado como PAMP/MAMP novedoso que desencadena
respuestas inmunes en Arabidopsis thaliana. El tratamiento con peptidoglicano induce flujos iénicos, el aumento de
las concentraciones intracelulares de Ca?*, la produccion de especies reactivas de oxigeno y la fitoalexina
camalexina. Los experimentos de perfiles de transcriptos revelaron que el peptidoglicano afecta la expresion de
muchos genes y que la reprogramacion del transcriptoma de Arabidopsis se superpone bien con los cambios
inducidos por el péptido flg22 derivado de flagelina, un PAMP/MAMP genuino. Un enfoque genético inverso identifico
el motivo de lisina que contiene las proteinas de tipo receptor (RLP) LYM1 y LYM3 como receptores de
peptidoglicanos que, ademas, requieren la accion de una tercera proteina LysM, la LysM-RLK CERK1.

Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en la superficie celular de la planta reconocen los MAMP y
transducen la sefial hacia la célula. Hasta ahora, se han identificado varios receptores pertenecientes a la familia de
quinasas similares a receptores de repeticion (LRR-RLK) y proteinas (LRR-RLP) ricas en leucina y a las LysM-
RLK/RLP. EIl receptor de PAMP/MAMP mejor estudiado en plantas es FLS2, una proteina quinasa similar a un
receptor de Arabidopsis con un dominio de repeticion rico en leucina extracelular (LRR-RLK) que detecta y se une a
flg22, un fragmento de 22 aminoacidos de la flagelina bacteriana. Los ortdlogos de FLS2 estan presentes en el
tomate, el tabaco, la cebada y el arroz, lo que sugiere que la percepcidon de la flagelina es un mecanismo
evolutivamente antiguo de deteccion de patdgenos. Es importante destacar que las lineas de ADN-T de Arabidopsis
con un FLS2 no funcional son mas susceptibles a las infecciones causadas por bacterias patégenas como Pto
DC3000. Estudios recientes han demostrado que FLS2 forma un complejo con BAK1, otro miembro de la familia
LRR-RLK de una manera dependiente de flg22. Curiosamente, BAK1 se identifico inicialmente como un interactor de
BRI1, un LRR-RLK que reconoce la hormona vegetal brassinolida involucrada en el control del crecimiento y el
desarrollo. La accion de BAK1 es necesaria para la respuesta a varios PAMP/MAMP, incluyendo flg22 y el factor de
alargamiento bacteriano EF-Tu en Arabidopsis, o la proteina bacteriana de choque frio y la elicitina de oomicetos
INFI en el tabaco. EI mecanismo molecular subyacente a la activacion del receptor involucra cambios
conformacionales inducidos por ligandos dentro del complejo receptor, seguidos por eventos de auto- y
transfosforilacion en el dominio de la quinasa de los socios que interactian y desencadenan la sefalizacion corriente
abajo. Aunque diferentes PAMP/MAMP son percibidos por diferentes receptores, inducen eventos comunes de
sefializacion temprana, que incluyen mayores niveles de calcio citoplasmico, activacion de MAP quinasa, produccion
de especies reactivas de oxigeno e induccion de la biosintesis de acido salicilico, jasmonato y etileno en plantas
Arabidopsis.

Es importante destacar que el cebado biolégico utilizando PAMP/MAMP proporciona medios para activar las
defensas de las plantas de una manera no transgénica y ya se comercializa para el fortalecimiento de la salud de las
plantas en la agricultura.

Wang et al. (Plant Physiology, junio de 2008, vol. 147 pag. 503-517) describen una seleccion de la funcién de las
proteinas de tipo receptor en la inmunidad de las plantas utilizando una biblioteca de mutantes de insercién de ADN-
T de Arabidopsis.

En vista de lo anterior, es un objeto de la presente invencion proporcionar nuevos PAMP/MAMP en plantas y sus
respectivos receptores, que permiten aumentar la resistencia de las plantas, especificamente a infecciones con
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patégenos fungicos de la familia Sclerotiniaceae.
El problema anterior se resuelve mediante la invencién definida por el pliego de reivindicaciones adjuntas.

En este documento, se divulga un extracto fungico inmunogénico de planta, que puede obtenerse mediante un
proceso que comprende las etapas de

(a) proporcionar un filtrado de cultivo de células de Sclerotinia sclerotiorum,

(b) agregar dicho filtrado de (a) a una primera columna de intercambio catiénico equilibrada con un tampén A
bajo en sal,

(c) eluir el extracto con un tampén B alto en sal,

(d) diluir la fraccion eluida de (c) con tampdén A para permitir una unién con una segunda columna de
intercambio catidnico,

(e) agregar la fraccion diluida de (d) a una segunda columna de intercambio catidnico y eluir el extracto
fungico inmunogénico de planta usando un tampén con una conductividad salina de entre 5 y 20 mS/cm,
preferiblemente de entre 8 y 16 mS/cm.

También se divulga un procedimiento para obtener un extracto fingico inmunogénico que comprende las etapas de
(a) proporcionar un filtrado de cultivo de células de Sclerotinia sclerotiorum, (b) agregar dicho filtrado de (a) a una
primera columna de intercambio catiénico equilibrada con un tampén A bajo en sal, (c) eluir el extracto con un
tampon B alto en sal, (d) diluir la fracciéon eluida de (c) con tampdn A para permitir una unién con una segunda
columna de intercambio catiénico, (e) agregar la fraccion diluida de (d) a una segunda columna de intercambio
catiénico, y eluir el extracto fungico inmunogénico de planta usando un tampdn con una conductividad salina de
entre 5y 20 mS/cm, preferiblemente de entre 8 y 16 mS/cm.

El filtrado de cultivo provisto en la etapa (a) del procedimiento anterior puede prepararse filtrando el medio de cultivo
de un cultivo de Sclerotinia sclerotiorum (aproximadamente 2 a 3 semanas de edad) a través de una malla de nylon,
y posteriormente liofilizando el medio durante 3 a 4 dias. El material liofilizado se resuspende luego en tampén A
(aproximadamente 6 ml/g de peso seco) y se centrifuga para eliminar particulas insolubles. El sobrenadante se usa
luego como filtrado de cultivo en el procedimiento de la presente invencion. Ademas, la presente invencién abarca
otros procedimientos para proporcionar un filtrado de cultivo fungico conocido por el experto en la materia.

Para el extracto fungico inmunogénico de planta y el procedimiento para producir el mismo de acuerdo con la
divulgacion, se prefiere que el tampén A sea un tampon Mes de 100 mM a pH 5,4, y/o que el tampén B sea un
tampon Mes de 100 mM a pH 5,4, 0,5 M de KCI. Mes es el nombre comun para el compuesto acido 2-(N-
morfolino)etansulfénico. El tampén de Mes se prepara de acuerdo con procedimientos estandar conocidos por el
experto en la técnica.

Mas preferido es el extracto fungico inmundgeno de planta anterior y el procedimiento para producir el mismo, en el
que dicha primera columna de intercambio catiénico tiene una matriz GE Healthcare Sepharose SP™ FastFlow. Con
maxima preferencia, dicha matriz se empaqueta en una columna GE Healthcare XK16 hasta un volumen de lecho
final de aproximadamente 15 ml.

El filtrado de cultivo se puede agregar a dicha primera columna de intercambio catiénico a una tasa de flujo de 3a 5
ml/min. Opcionalmente, la columna se lava con tampdn A.

Preferiblemente, la elucion en la etapa (c) se realiza con tampdén B a una tasa de flujo de 3-5 ml/min. Aqui se prefiere
que se recolecte una fraccion uUnica correspondiente al pico de elucion monitoreado con ODa2gorm Y OD21snm.
Opcionalmente, la fraccion eluida se puede probar en plantas, como Arabidopsis thaliana, para determinar la
actividad inductora de etileno.

Alternativamente, el extracto de la divulgacién puede probarse para determinar su actividad para provocar
respuestas de defensa inducidas por PAMP tipicas en plantas, tales como la activacion de MAP quinasa
postraduccional y la activacion transcripcional de genes marcadores inmunes, por ejemplo, la proteina 1 relacionada
con la patogénesis (PRI) o la quinasa 1 que responde a flagelina (FRK1). Sin embargo, la divulgaciéon no debe
entenderse como limitada a las pruebas que utilizan las reacciones de defensa mencionadas anteriormente.
También se pueden controlar otras expresiones de genes inmunes o reacciones bioquimicas tipicas de una infeccion
por patdgenos para probar el extracto de la invencion en cuanto a su actividad.

En una realizacion preferente adicional, dicha segunda columna de intercambio catidnico es una columna GE
Healthcare Source 15S 4.6/100 PE, que preferiblemente se equilibra de antemano con el tampoén A. Se prefieren el
extracto fungico inmunogénico de planta y el procedimiento para producirlo, en el que, en la etapa (d), la fraccion
eluida se diluye aproximadamente 10 veces con tampdn A.

En otra realizacion preferente, la fraccion diluida obtenida en la etapa (d) se carga en la segunda columna de
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intercambio cationico a una tasa de flujo de 0,5 a 1,5 ml/min. Después de cargar la segunda columna de intercambio
catiénico con la fraccién diluida, la columna se lava preferiblemente con tampén A.

Para la etapa de elucion final (e), se prefiere usar una tasa de flujo de 0,5 a 1 ml/min de dicho tampén de elucion.

En una realizacion preferente, la elucion se realiza utilizando un gradiente de sal lineal del tampén B (por ejemplo, 0
% al 60 % en 40 volimenes de columna) y recolectando una serie de fracciones de 500 pl sobre este gradiente.
Posteriormente, las fracciones que se eluyeron por una conductividad salina de entre 5 y 20 mS/cm, preferiblemente
de entre 8 y 16 mS/cm, contienen el extracto de la invencion. Alternativamente, todas las fracciones eluidas por una
conductividad salina de entre 5 y 20 mS/cm, preferiblemente de entre 8 y 16 mS/cm, se combinan para obtener el
extracto de la invencion.

Después de la etapa (e), la fraccion eluida, que constituye el extracto de la invencion, puede probarse opcionalmente
para determinar la actividad inductora de etileno, por ejemplo, de acuerdo con los procedimientos descritos en los
ejemplos de la presente invencion.

En el contexto de la presente divulgacion, se prefiere que los procedimientos de cromatografia se realicen en un
sistema GE Healthcare AKTA Explorer FPLC enfriado a 4 °C y guiado por el software GE Healthcare Unicorn.

El extracto fungico inmunogénico de la divulgacién puede comprender al menos una de las proteinas seleccionadas
de entre el citocromo C (A7E6R4), la N-acetiltransferasa (A7F941), el inhibidor de la disociacion Rho-GDP (A7ET57),
la poliubiquitina (A7E4E9), la proteina disulfuro isomerasa (A7EDH2) o pectina esterasa (A7EXV0). Aun mas
preferido es que dicho extracto fungico comprenda al menos dos de dichas proteinas mencionadas con anterioridad,
preferiblemente al menos tres de dichas proteinas, y con maxima preferencia, todas dichas proteinas. Los nimeros
de acceso entre paréntesis son entradas de UniProtKB/TrEMBL.

La divulgacion proporciona, ademas, un extracto fungico inmunogénico que comprende al menos una de las
proteinas seleccionadas de entre citocromo C (A7E6R4), N-acetiltransferasa (A7F941), el inhibidor de la disociacion
de Rho-GDP (A7ET57), poliubiquitina (A7E4E9), proteina disulfuro isomerasa (A7EDH2) o pectina esterasa
(A7EXVO0). Aun mas preferido es que dicho extracto fungico comprenda al menos dos de dichas proteinas
mencionadas con anterioridad, preferiblemente al menos tres de dichas proteinas, y con maxima preferencia, todas
dichas proteinas.

Los extractos fungicos inmunogénicos de la divulgacion se usan en un aspecto en la activacién, mejora o cebado de
una respuesta inmune en una planta.

La divulgacion proporciona, ademas, el uso de una proteina aislada seleccionada del citocromo C (A7E6R4), N-
acetiltransferasa (A7F941), inhibidor de la disociacion del Rho-GDP (A7ET57), poliubiquitina (A7E4E9), disulfuro de
proteina isomerasa (A7EDH2) o pectina esterasa (A7EXV0), o un fragmento activo o homdlogo de las mismas, para
la activacion, potenciaciéon o cebado de una respuesta inmune en una planta.

Una proteina homdloga en el contexto de la presente invencién denotara una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos con el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o,
preferiblemente, el 99 % de identidad de secuencia con una de las proteinas seleccionadas de citocromo C
(A7EBR4), N-acetiltransferasa (A7F941), inhibidor de la disociacion de Rho-GDP (A7ET57), poliubiquitina (A7E4E9),
proteina disulfuro isomerasa (A7EDFI2) o pectina esterasa (A7EXV0). De acuerdo con la presente invencion, los
fragmentos activos de estas proteinas u homologos de las mismas son partes de las proteinas que tienen la
actividad de inducir una respuesta inmune en una planta contra una infeccion fangica, preferiblemente contra una
infeccion por Sclerotiniaceae, tal como una infeccion de una planta con Sderotinia sclerotiorum o Botrytis cinerea.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la divulgaciéon también se relaciona con el uso de un acido nucleico que codifica
una proteina seleccionada del Citocromo C (A7E6R4), N-acetiltransferasa (A7F941), inhibidor de la disociacion del
Rho-GDP (A7ET57), Polubiquitina (A7E4E9), proteina disulfuro isomerasa (A7EDFI2) o pectina esterasa (A7EXV0),
o un fragmento activo u homélogo de las mismas, para la activacion, mejora o cebado de una respuesta inmune en
una planta.

Un acido nucleico homélogo en el contexto de la presente invencién denotara un acido nucleico que tiene una
secuencia de acido nucleico con el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, o preferiblemente el 99 % de identidad de secuencia con uno de los acidos nucleicos que codifican para una
proteina seleccionada del Citocromo C (A7E6R4), N-acetil-transferasa (A7F941), inhibidor de la disociacién de Rho-
GDP (A7ET57), poliubiquitina (A7E4E9), proteina disulfuro isomerasa (A7EDFI2) o pectina esterasa (A7EXVO0).
Segun la presente invencion, los fragmentos activos de estas proteinas u homoélogos de las mismas son partes de
las proteinas que tienen la actividad de inducir una respuesta inmune en una planta contra una infeccién por hongos,
preferiblemente contra una infeccién por Sclerotiniaceae, como una infeccion de una planta con Sderotinia
sderotiorum o Botrytis cinerea.

La invencion se refiere a un procedimiento para modular la resistencia de una planta a una infeccion fangica por
Sclerotiniaceae, que comprende, al modular en dicha planta la expresién de una proteina que comprende una
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secuencia de aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, en el
que la modulacion de la resistencia de una planta constituye un aumento o una disminucion de la resistencia de una
planta, en el que un aumento de la expresion de dicha proteina da como resultado el aumento de la resistencia de
dicha planta a una infecciéon por patdégenos, y en el que la disminucion de la expresién da como resultado una
disminucion de la resistencia de dicha planta a una infeccion por patégenos.

En algunas realizaciones de la invencién, la “modulacién de la resistencia de una planta a una infecciéon por
patégeno” constituye un aumento o una disminucion de la resistencia de una planta. Por otro lado, “la modulacion en
dicha planta de la expresion de una proteina” denota un aumento del producto de proteina expresado en dicha
planta en comparacién con una planta de control no tratada, o una disminucién del producto de proteina expresada
en dicha planta en comparaciéon con una planta de control no tratada. Alternativamente, no se modula la expresion
de dicha proteina, sino la actividad de la proteina. A este respecto, la modulacién de la actividad de una proteina
significa un aumento o una disminucion de la funcién bioquimica/bioldgica de dicha proteina. Dicha modulacién de la
actividad se puede inducir, por ejemplo, introduciendo en una planta una proteina mutada que muestra
caracteristicas bioquimicas alteradas en comparacion con la proteina de tipo salvaje.

En este aspecto, un aumento de la expresién/actividad de dicha proteina de la invencion resulta en el aumento de la
resistencia de dicha planta a una infeccion por patdégenos. La disminuciéon de la expresion/actividad resulta en una
disminucion de la resistencia de dicha planta a una infeccion por patdégenos.

Ademas, se encontré sorprendentemente que la sefializacion a través de AtRLP30 ademas esta complementada por
quinasa 1 asociada a la proteina BRI1 correceptora (BAK1). Por lo tanto, un procedimiento preferido de la invencion
también comprende, ademas de la modulacion de AtRLP30 o sus homadlogos, modular en dicha planta la expresion
de una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95
%, 98 %, 99 % o el 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de BAK1, en el que un aumento de la
expresion de dicha proteina resulta en el aumento de la resistencia de dicha planta a una infeccion por patégenos, y
en el que la disminucion de la expresion da como resultado una disminucion de la resistencia de dicha planta a una
infeccion por patdgenos. Por lo tanto, para los procedimientos de la presente invencion, la modulacion de la
expresion o actividad tanto de BAK1 como de AtRLP30 o sus homadlogos permite una modulacion incluso mejorada
de la respuesta inmune de una planta, especificamente una respuesta inmune contra una infeccién fangica.

En el contexto de la invencion, la BAK1 preferida es la proteina BAK1 de Arabidopsis thaliana.

En realizaciones preferentes de la invencion, la expresion de dicha proteina como se divulga anteriormente en dicha
planta se incrementa por la expresion ectépica de dicha proteina. Por otro lado, la expresion de dicha proteina en
dicha planta disminuye, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida, interferencia de ARN o metilacion de ADN
mediada por ARN.

Los mecanismos de silenciamiento mediados por ARN pueden interferir con la expresion génica a diferentes niveles:
algunos mecanismos dirigidos por ARN actuan a nivel postranscripcional a través de la degradacion de los ARN
mensajeros dirigidos. Sin embargo, las especies derivadas de ARNdc también pueden dirigir cambios en la
estructura de la cromatina de las regiones de ADN con las que comparten la identidad de secuencia. Por ejemplo,
las plantas utilizan dichas especies de ARN para establecer huellas de metilacién de citosina en secuencias de ADN
idénticas, lo que proporciona una marca fundamental para la formacién de heterocromatina transcripcionalmente
silenciosa. Este proceso generalmente se conoce como metilacion de ADN dirigida por ARN (RdDM).

RdDM se inicia por la presencia de moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc) en el nudcleo celular.
Potencialmente activan la metilacion de novo de todas las bases de citosina que se encuentran en regiones de ADN
complementarias a la secuencia de la doble cadena de ARN. Como consecuencia, en los mamiferos y en las
plantas, las posiciones del ADN metilado sirven como indicadores para la remodelacién de la cromatina circundante,
de modo que se puede formar heterocromatina densa en estos loci. Debido al entorno denso de la cromatina, otras
proteinas tienen prohibido el contacto con el ADN. En particular, los factores de transcripcion o los componentes de
la maquinaria de transcripcion no pueden reunirse en las secuencias del promotor metilado y, por lo tanto, no puede
producirse transcripcion en estas regiones. En efecto, los genes que tienen secuencias reguladoras metiladas se
transcriben menos y, por lo tanto, se expresan menos.

Preferiblemente, la modulacion de la expresion de AtRLP30 y/o BAK1, o sus homélogos de la invencion, se realiza
mediante la metilacion del ADN mediada por ARN que se dirige a una secuencia seleccionada, pero no se limita a
una secuencia reguladora endoégena que regula la transcripcion del ADN de la planta. Como se usa en el presente
documento, la expresion “secuencia reguladora” significa una secuencia de nucleétidos que, cuando esta unida
operativamente a una region codificante de un gen, afecta a la transcripcion de la region codificante, de modo que
una molécula de acido ribonucleico (ARN) se transcribe desde la region codificante. Un elemento regulador
generalmente puede aumentar o disminuir la cantidad de transcripcion de una secuencia de nucleétidos, por
ejemplo, una secuencia de codificaciéon, unida operativamente al elemento con respecto al nivel en el cual la
secuencia de nucledtidos se transcribiria sin el elemento regulador. Los elementos reguladores son bien conocidos
en la técnica y preferiblemente incluyen promotores, potenciadores, silenciadores, secuencias de intrones de
silenciadores inactivos, secuencias 3’-no traducidas o 5-no traducidas de secuencias transcritas, preferiblemente
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una secuencia sefal poli-A u ofra proteina o elementos estabilizadores de ARN, aisladores que restringen el efecto
regulador de estas secuencias a regiones definidas u otros elementos de control de la expresion génica que se sabe
que regulan la expresion génica o la cantidad de expresion de un producto génico. Un elemento regulador puede
aislarse de una secuencia de ADN gendmico natural o puede ser sintético, por ejemplo, un promotor sintético.

» o«

Las expresiones “polinucledtido”, “oligonucledtido” y “secuencia de acido nucleico” se usan indistintamente en el
contexto de la presente invencion para referirse a una forma polimérica (dos 0 mas mondémeros) de nucledtidos de
cualquier longitud, ya sean ribonucledtidos o desoxirribonucleotidos. Aunque los nucleotidos generalmente estan
unidos por enlaces fosfodiéster, el término también incluye polimeros que contienen enlaces de la cadena de amida
neutros compuestos por unidades de aminoetilglicina. Los términos se usan solo para referirse a la estructura
primaria de la molécula. Por lo tanto, el término incluye moléculas de ADN bicatenarias y monocatenarias como
antes. Se reconocera que tales polinucleétidos pueden modificarse, por ejemplo, al incluir una marca como una
marca radiactiva, fluorescente u otra, por metilacién, mediante la inclusiéon de una estructura de tapa, al contener una
sustitucion de uno o mas de los nucleétidos que ocurren con un analogo de nucleoétido, al contener una modificacion
de internucledtido como enlaces no cargados (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos,
carbamatos, o similares), al contener un resto pendiente como una proteina (por ejemplo, una nucleasa, toxina,
anticuerpo, péptido sefial, poli-L-lisina, o similar), al contener un intercalador como acridina o psoraleno, por contener
un quelante, que puede ser un metal como el boro, un metal oxidativo o un metal radiactivo, al contener un
alquilador, o al tener un enlace modificado (por ejemplo, un acido nucleico anomérico alfa).

Las especies de polinucleotidos preferidas de acuerdo con la presente invencién se seleccionan de ADNss, ADNdc,
ADNt, ARNss, ARNdc, ARNsh, ARNsi y ARNm. Preferiblemente, el polinucleétido es un ADN que codifica una
molécula de ARNdc, preferiblemente una horquilla de ARNdc. Las horquillas de ARNdc se generan preferiblemente
mediante la expresion de un constructo de ADN que codifica secuencias de sentido contiguo y antisentido que estan
separadas por un espaciador. Tras la transcripcion de tal constructo, la molécula de ARNcs generada forma una
doble cadena por emparejamiento de bases de las secuencias sentido y antisentido.

Para la invencion como se divulga en el presente documento, una infeccion por Sclerotiniaceae es preferiblemente
una infeccién de una planta con Sclerotinia sclerotiorum.

Las plantas que se usan preferiblemente en el contexto de la presente invencién, o que son dianas preferidas para
los extractos inmunogénicos son maiz (Zea mays), Brassica sp. (por ejemplo, B. napus, B. rapa, B. juncea), alfalfa
(Medicago sativa), centeno (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), girasol (Helianthus
annuus), cartamo (Carthamus tinctorius), trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum),
patata (Solanum tuberosum), cacahuate (Rachis hypogaea), algodén (Gossypium barbadense, Gossypium
hirsutum), batata (I[pomoea batatus), cassava (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), pifa
(Ananas comosus), citricos (Citrus spp.), cacao (Theobroma cacao), t& (Camellia sinensis), banano (Musa spp.),
aguacate (Perseaultilane), higo (Ficuscasica), guayaba (Psidium guava), mango (Mangifera indica), oliva (Olea
europaea), papaya (Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia integrifolia),
almendra (Prunus amygdalus), remolacha azucarera (Beta vulgaris), cafia de azucar (Saccharum spp.), avena,
lenteja de agua (Lemna), cebada, tomates (Lycopersicon esculentum), lechuga (por ejemplo, Lactuca sativa), judias
verdes (Phaseolus vulgaris), habas (Phaseolus limensis), guisantes (Lathyrus spp.) y miembros del género Cucumis
como el pepino (C. sativus), melén (C. cantalupensis) y meldn almizclado (C. melo). También se incluyen plantas
ornamentales como azalea (Rhododendron spp.), hortensia (Macrophylla hydrangea), hibiscus (Hibiscus
rosasanensis), rosas (Rosa spp.), tulipanes (Tulipa spp.), narcisos (Narcissus spp.), petunias (Petunia hybrida),
clavel (Dianthus caryophyllus), flor de Pascua (Euphorbia pulcherrima) y crisantemo. Las plantas ornamentales
adicionales dentro del alcance de la invencion incluyen Impatiens, Begonia, Pelargonium, Viola, Cyclamen, Verbena,
Vinca, Tagetes, Primula, Saint Paulia, Agertum, Amaranthus, Antihirrhinum, Aquilegia, Cineraria, Clover, Cosmo,
Cow-pea, Dahlia, Datura, Delphinium, Gerbera, Gladiolo, Gloxinia, Hippeastrum, Mesembryanthemum, Salpiglossos
y Zinnia. Las coniferas que se pueden emplear en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, pinos
como el pino rigido (Pinus taeda), pino antillano (Pinus elliotii), pino ponderosa (Pinus ponderosa), pino torcido
(Pinus contorta) y el pino de Monterrey (Pinus radiata), pino Douglas (Pseudotsuga menziesii), cicuta occidental
(Tsugaultilane), abeto de Sitka (Picea giau-ca); secoya (Sequoia sempervirens), abetos verdaderos como abeto
plateado (Abies amabilis) y abeto balsamico (Abies balsamea), y cedros como el cedro rojo occidental ( Thuja plicata)
y cedro amarillo de Alaska (Chamaecyparis nootkatensis), de preferencia en las que la planta es susceptible a una
infeccion con Sclerotinia spp. o Botrytis spp.

El problema de la presente invencién se resuelve adicionalmente mediante un procedimiento para producir una
planta transgénica que tiene una resistencia mejorada a una infeccion fungica por Sclerotiniaceae, que comprende
las etapas de (i) transformar una planta o célula vegetal con una secuencia de nucleétidos que codifica una AtRLP30
o proteina similar a AtRLP30 que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con
la SEQ ID NO: 1. En realizaciones preferentes de la invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
AtRLP30 o similar a AtRLP30 que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90
%, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la SEQ ID NO: 1 esta comprendida en un vector de expresién que
permite la expresion del polinucleétido en una planta.

En realizaciones preferentes de la invencién, cualquiera de los procedimientos para la produccién de plantas como
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se describe en este documento no son procesos esencialmente bioldgicos. Mas preferiblemente, los procedimientos
para la produccion de plantas como se describe en este documento no contienen o consisten en ninguna etapa de
cruzar sexualmente los genomas completos de plantas y de seleccionar posteriormente plantas.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un gen, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina AtRLP30 o similar a AtRLP30 (homdlogo) que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos
el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la SEQ ID NO: 1.

El término “gen”, como se usa en el contexto de la invencion, describe cualquier elemento de secuencia de ADN que
se puede transcribir en ARN y que podria codificar un rasgo hereditario en un organismo. La mayoria de los genes
son genes codificantes de proteinas, en los que la secuencia de nucledtidos del gen codifica la secuencia de
aminoacidos del producto proteico. Sin embargo, otros genes podrian codificar ARN que no se traducen en
proteinas, también llamados ARN no codificantes (ARNnc). Por ejemplo, los ARNAnc se codifican para ARN de
transferencia (ARNt), o los ARN estructurales asombran en complejos de proteinas grandes como el ribosoma
(ARNr). Ademas, el término “gen” incluye regiones codificantes para especies de ARN no codificantes pequefios.
Los genes de ARN no codificantes pequefios incluyen ARNAsno, microARN, ARNAsi y ARNpi y ARNAnNc largos que
incluyen ejemplos como Xist y HOTAIR.

Otro aspecto mas de la divulgacion se refiere a un casete de expresion caracterizado porque el casete de expresion
permite la expresion de un gen de acuerdo con la invencion.

Un aspecto preferido adicional de la presente divulgacion se refiere luego a un vector que comprende un acido
nucleico de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, un gen o un casete de expresion de acuerdo con la
presente invencion. Un vector dentro del significado de la presente invencion es una proteina o un acido nucleico o
una mezcla de los mismos que puede introducirse o introducir los polinucleétidos comprendidos en una célula. Se
prefiere que las proteinas codificadas por el acido nucleico introducido se expresen dentro de la célula tras la
introduccion del vector.

En una realizacion preferente, el vector de la presente divulgacion comprende vectores recombinantes, plasmidos,
fagémidos, fagos, cosmidos, virus, en particular, pero no limitados a vectores de amplicon derivados de virus,
vectores basados en virus X de patata, vectores basados en virus de cascabel de tabaco, vectores basados en
geminivirus tales como virus de la hoja de la col y vectores basados en el virus del mosaico de la tira de la cebada y
vectores basados en virus de satélite (revisado en Curtin, S. J., Wang, M.-B., Watson, J. M., Roffey, P., Blanchard,
C. L. and Waterhouse, P. M. (2007), capitulo 12, pag. 291-332 en “Rice Functional Genomics; Challenges, Progress
and Prospects”. Upadhyaya, Narayana M. (Ed.), ISBN: 978-0-387-48903-2), virosomas y particulas recubiertas de
acido nucleico, en particular esferas de oro.

La expresion “molécula de acido nucleico recombinante” se refiere a un polinucleétido producido por intervencion
humana. Una molécula de acido nucleico recombinante puede contener dos o mas secuencias de nucleétidos que
estan unidas de manera tal que el producto no se encuentra en una célula en la naturaleza. En particular, las dos o
mas secuencias de nucledtidos pueden unirse operativamente y, por ejemplo, pueden codificar un polipéptido de
fusién, o pueden comprender una secuencia de nucledtidos y un elemento regulador. Una molécula de acido
nucleico recombinante también puede basarse, pero diferente, en un polinucleétido de origen natural, por ejemplo,
un polinucleétido que tiene uno o mas cambios de nucleétido de manera que un primer codén, que normalmente se
encuentra en el polinucledtido, se reemplaza con un coddn degenerado que codifica el mismo aminoacido o un
aminoacido conservativo, o de manera que se introduce una secuencia de interés en el polinucledtido, por ejemplo,
un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccién o un sitio de empalme, un promotor, un sitio de inicio de
replicacion de ADN, o similares.

Se prefiere un vector recombinante de acuerdo con la presente invencién, que es un vector de expresion, que
comprende opcionalmente uno o mas genes por expresar. Preferiblemente, dicha expresion esta dirigida por una
secuencia (o secuencias) reguladora(s). Una secuencia reguladora puede aislarse de una secuencia de ADN
gendémico natural o puede ser sintética, por ejemplo, un promotor sintético.

Tales vectores de expresion de la presente divulgacion se usan preferiblemente en aquellas realizaciones en las que
la expresion de una proteina de la invencién se incrementa con el fin de modular la resistencia de dicha planta
transformada. Preferiblemente, la resistencia contra una infeccion patégena, mas preferiblemente la infeccion con un
patégeno fungico como se describié aqui anteriormente.

Las secuencias reguladoras pueden ser secuencias reguladoras expresadas en forma constitutiva, que mantienen la
expresion génica en un nivel relativo de actividad (nivel basal), o pueden ser secuencias reguladoras reguladas. La
secuencia reguladora expresada de manera constitutiva puede expresarse en cualquier tipo de célula, o puede ser
especifica de tejido, que se expresa solo en tipos de células particulares, especificos de fase, que se expresa solo
durante etapas particulares de desarrollo o crecimiento de una célula vegetal, o similares. Una secuencia reguladora
tal como una secuencia reguladora especifica de tejido o de fase o una secuencia reguladora inducible util en la
construcciéon de un polinucleétido recombinante o en la practica de un procedimiento de la invenciéon puede ser una
secuencia reguladora que generalmente, en la naturaleza, se encuentra en un genoma vegetal. Sin embargo, la
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secuencia reguladora también puede ser de un organismo distinto de una planta que incluye, por ejemplo, un virus
de planta, un virus animal o una célula de un animal u otro organismo multicelular.

Una secuencia reguladora preferida util para la expresion de polinucleétidos de la divulgacion es un elemento
promotor. Los promotores utiles incluyen, pero no se limitan a promotores constitutivos, inducibles, regulados
temporalmente, regulados en el desarrollo, regulados espacialmente, regulados quimicamente, sensibles al estrés,
especificos de tejidos, virales y sintéticos. Se sabe que las secuencias promotoras son fuertes o débiles. Un
promotor fuerte proporciona un alto nivel de expresion génica, mientras que un promotor débil proporciona un nivel
muy bajo de expresiéon génica. Un promotor inducible es un promotor que proporciona la activacion y desactivacion
de la expresion génica en respuesta a un agente agregado exdgenamente, o a un estimulo ambiental o de
desarrollo. Se puede inducir un promotor bacteriano a niveles variables de expresion génica dependiendo del nivel
de galactosido de isotiopropilo afiadido a las células bacterianas transformadas. Una secuencia promotora aislada
que es un promotor fuerte para el acido nucleico heterdlogo es ventajosa porque proporciona un nivel suficiente de
expresion génica para permitir una facil deteccién y seleccion de células transformadas y proporciona un alto nivel
de expresion génica cuando se desee.

La eleccién del promotor variara dependiendo de los requisitos temporales y espaciales para la expresion, y también
dependiendo de la especie objetivo. En algunos casos, la expresion en multiples tejidos es deseable. Mientras que
en otros, es deseable la expresion especifica de tejido, por ejemplo, especifica de hoja, especifica de semilla,
especifica de pétalo, especifica de antera o especifica de médula. Aunque se ha demostrado que muchos
promotores de dicotiledéneas son operativos en monocotiledéneas, y viceversa, idealmente se seleccionan
promotores de dicotiledéneas para expresion en dicotiledoneas y promotores monocotiledoneos para expresion en
monocotileddneas. Sin embargo, no hay restriccion al origen o fuente de un promotor seleccionado. Es suficiente
que los promotores sean operativos para impulsar la expresion de una secuencia de nucleétidos deseada en la
célula particular.

Otras secuencias de las que se ha encontrado que mejoran la expresion génica en plantas transgénicas incluyen
secuencias de intrones (por ejemplo, de Adh 1, bronce 1, actina 1, actina 2 (documento WO 00/760067), o intron de
sacarosa sintasa), sefiales de poliadenilacion en la UTR principal 3’ y secuencias lider virales (por ejemplo, de TMV,
MCMV y AMV). Por ejemplo, se sabe que varias secuencias lideres no traducidas derivadas de virus mejoran la
expresion. Especificamente, las secuencias lideres del virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus del moteado
clorético del maiz (MCMV) y el virus del mosaico de la alfalfa (AMV) han demostrado ser eficaces para mejorar la
expresion (por ejemplo, Gallie et al. 1987; Skuzeski et al. 1990). Otros lideres conocidos en la técnica incluyen, pero
no se limitan a lideres de topicornavirus, por ejemplo, lider de EMCV (region 5 no codificadora del virus de la
encefalomiocarditis; Elroy-Stein et al., 1989); lideres de potyvirus, por ejemplo, lider de TEV (virus de ataque del
tabaco); lider de MDMV (virus del mosaico enano del maiz); lider de la proteina de unién a la cadena pesada (BiP)
de la inmunoglobulina humana (Macejaketal., 1991); lider no traducido del ARNm de la proteina de cubierta de AMV
(AMV RNA 4; Jobling et al., 1987), TMV (Gallie et al., 1989) y MCMV (Lommel et al., 1991; véase también della
Cioppa et al., 1987).

Para la expresion de cualquier constructo como se describe en el presente documento en una planta o célula
vegetal, la invencion preferiblemente ensefia que los polinucleétidos descritos se pueden unir a un promotor y a un
sitio de poliadenilacién, en el que dicho promotor se caracteriza porque es funcional en dicha célula de dicha planta.
Como promotor en este contexto, cualquier elemento de secuencia es suficiente para inducir la transcripcion de la
secuencia en sentido descendente. Los requisitos minimos de los promotores son muy conocidos en la técnica y
muchos de tales promotores se usan convencionalmente para la expresion génica en plantas.

En una realizacion preferente de la invencion, la transformacion de una planta o célula vegetal con cualquier
polinucleétido como se describe en este documento, se realiza mediante un procedimiento seleccionado de
procedimientos estandar conocidos en la técnica. La transformacion del tejido vegetal se puede lograr
preferiblemente mediante el bombardeo de particulas (Klein et al., “High-Velocity Microprojectiles for Delivering
Nucleic Acids Into Living Cells”, Nature 327:70-73 (1987)), también conocida como transformacion balistica de la
célula huésped, como se divulga en las patentes U. S. numeros 4.945.050, 5.036.006 y 5.100.792, todas de Sanford
et al., y de Emerschad et al. “Somatic Embryogenesis and Plant Development from Immature Zygotic Embryos of
Seedless Grapes (Vitis vinifera)”, Plant Cell Reports 14:6-12 (1995). En el bombardeo de particulas, se recubren
microparticulas de tungsteno u oro (1 a 2 Izmde diametro) con el ADN de interés y luego se bombardean en el tejido
utilizando gas a alta presion. De esta manera, es posible administrar nucleétidos extrafios en el nucleo. Las
particulas biolégicamente activas (por ejemplo, células bacterianas secas que contienen el vector y el ADN
heterdélogo) también pueden ser propulsadas en células vegetales. También se pueden usar otras variaciones de
bombardeo de particulas, ahora conocidas o desarrolladas en lo sucesivo. Otro procedimiento preferido para
introducir de manera estable el constructo de acido nucleico en células vegetales es infectar una célula vegetal con
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes previamente transformados con el constructo de
polinucleétido. Como se describid anteriormente, el plasmido Ti (o RI) de Agrobacterium permite la transferencia
altamente exitosa de una molécula de acido nucleico extrafia a células vegetales. Una variacion preferida de la
transformacion con Agrobacterium utiliza la infiltracion al vacio en la que se usan plantas completas (Senior, “Uses of
Plant Gene Silencing”, Biotechnology and Genetic Engineering Reviews 15:79-119 (1998)). Otro procedimiento de
introduccion referido es la fusién de protoplastos con otras entidades, ya sea con minicélulas, células, lisosomas u
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otros cuerpos con superficie de lipidos fusibles (Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:1859-63 (1982). También
se prefiere en un procedimiento, en el que la molécula de acido nucleico se introduce en las células vegetales
mediante electroporacion (Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5824 (1985)). En esta técnica, los
protoplastos de plantas se someten a electroporacion en presencia de plasmidos que contienen el casete de
expresion. Los impulsos eléctricos de alta intensidad de campo permeabilizan en forma reversible las biomembranas
permitiendo la introduccion de los plasmidos. Los protoplastos de plantas electroporadas reforman la pared celular,
se dividen y se regeneran. Otros procedimientos preferidos de transformacion incluyen la transformacion quimica
mediada por plantas, la microinyeccion, los abrasivos fisicos, la transduccion viral y los rayos laser (Senior, “Uses of
Plant Gene Silencing”, Biotechnology and Genetic Engineering Reviews 15:79-119 (1998)). El procedimiento preciso
de transformacion no es critico para la practica de la presente invencién. Cualquier procedimiento que resulte en una
transformacion eficaz de la célula huésped de eleccién es apropiado para practicar el presente documento.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de seleccién para patrones moleculares asociados a
microbios (PAMP/MAMP), que comprende las etapas del procedimiento de (i) expresar en una planta o célula
vegetal una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con la SEQ
ID NO:1 (AtRLP30), (ii) poner en contacto dicha planta o célula vegetal con un compuesto candidato, (iii) medir la
respuesta inmune de dicha planta o célula vegetal en comparaciéon con una planta o célula vegetal de control, en el
que una respuesta inmune elevada de dicha planta o célula vegetal indica que dicho compuesto candidato es un
MAMP y en el que dicho MAMP es un patrén molecular fungico presente en Sclerotinia spp. o Botrytis ssp.

Preferiblemente, en la etapa (iii) del procedimiento anterior de la invencion, la respuesta inmune de dicha planta o
célula vegetal se mide mediante la evaluacion de la produccion de etileno y/o la expresion de genes de respuesta
inmune o genes informantes. Los genes informantes que se pueden utilizar en el presente contexto estan
compuestos por un promotor de respuesta inmune y esta operativamente ligado a un gen informante que permite
una facil lectura de la expresion del gen informante, por ejemplo, enzimas de luciferasa o proteinas fluorescentes. El
experto en la técnica tiene acceso a una amplia seleccion de enzimas que pueden usarse como genes informantes.

Otro aspecto adicional de la invencién se refiere a un procedimiento para purificar un MAMP presente en Sclerotinia
spp. o Botrytis ssp, que comprende el uso de una proteina AtRLP30, o partes extracelulares de la misma, que
comprenden una secuencia de al menos el 60 % de identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1.

Por ejemplo, para purificar el MAMP, la proteina anterior se puede acoplar a un medio portador solido,
preferiblemente a una membrana o una perla, que luego permite la union selectiva del MAMP a dicha proteina.
Luego, un extracto crudo o purificado de un cultivo de células patdgenas se pone en contacto con el medio portador
acoplado a la proteina de la invencién. Usando un lavado posterior y una etapa de elucion final, se puede recuperar
un MAMP que se une selectivamente a la proteina de la invencion.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para sensibilizar una planta contra infecciones flingicas, que
comprende realizar en dicha planta un procedimiento de acuerdo con la invencién como se describié en el presente
documento con anterioridad.

La presente invencion se describira ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos con referencia a las figuras y
secuencias adjuntas, sin embargo, sin limitarse a ellas. En las figuras y secuencias,

Figura 1: Respuesta de etileno de Arabidopsis a extractos de los principales patégenos de cultivos de hongos. Los
pedazos de hojas de Arabidopsis se trataron con filirado de cultivo o extracto de micelio soluble de ocho
especies de hongos. Después de 3 horas, la produccién de etileno se midié por cromatografia de gases. La
intensidad de la respuesta a los extractos se indica mediante un cddigo de color que va desde el blanco
(produccion similar al control no tratado) pasando por amarillo y naranja (produccion baja a media) hasta
rojo (produccion alta).

Figura 2: Respuesta de etileno de Arabidopsis a la fraccion que contiene SsE1 eluida de una columna de
cromatografia de intercambio catiénico de sefarosa SP. Los trozos de hoja de Arabidopsis se trataron con
10 pl de la fraccion unida a sefarosa SP que se eluy6 con KCI 0,5 M (tampon B). Después de 3 horas, se
midio la produccion de etileno mediante cromatografia de gases. 10 pl de tampén A (50/100 mM de Mes,
pH 5,4) y 10 pl de tampdn B (50/100 mM de Mes pH 5,4, KCI 0,5 M) se usaron como controles negativos.
Se usaron 10 pl sin diluir y filtrado de cultivo diluido 10x (filtrado crudo) como controles positivos para la
produccién de etileno. La fraccion de sefarosa SP no unida no tiene actividad inductora de etileno (flujo
continuo).

Figura 3: Respuesta de etileno de Arabidopsis a las fracciones que contienen SsE1 eluidas de una columna de
cromatografia de intercambio cationico Source 15S. Los pedazos de hojas de Arabidopsis se trataron con
15 ul de la fraccion unida a Source 15S que se eluy6é con un gradiente de KCI 0-0,5 M. Se recogieron
muestras de 500 pl. Después de 3 horas, se midio la produccion de etileno mediante cromatografia de
gases. Se usaron 15 yl de tampén A (Mes 50/100 mM pH 5,4) y 15 pl de tampdn B (Mes 50/100 mM pH 5,4,
0,5 M de KCI) como controles negativos. Se usaron 15 pl de filtrado de cultivo sin diluir (filtrado en bruto),
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asi como 15 pl de la fracciéon de sefarosa SP activa (elucion de SP), tanto sin diluir como diluida 10 veces,
como controles positivos para la produccion de etileno. Las fracciones que contienen SsEl (B7-D7) se
eluyen a un valor de conductividad salina de entre 8 y 16 mS/cm.

Figura 4: La fraccion SsE1 del inductor de Sclerotinia sclerotiorum genera una respuesta inmune en Arabidopsis. (A)

Inmunotransferencia de MAPK activada con anticuerpo antifosfo p44/p42 en extractos de hojas de
Arabidopsis. Las muestras de hojas se recogieron 10 minutos después de la infiltracion con flg22 o SsE1.
La tincion con Ponceau S Red sirvi6 como control de carga. (B) Actividad de GUS en plantas transgénicas
de Arabidopsis pPR1::GUS. Las hojas se infiltraron con filtrado crudo de Sclerotinia (CF); fracciéon o tampon
de SsEl y se recogieron 24 horas después para tincion histoquimica de GUS (C) Perfiles transcripcionales
de FRK1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Las hojas de Arabidopsis se infiltraron con flg22, CF,
SsE1, tampon o agua y se recogieron 6 horas después del tratamiento. Los datos de expresion se
normalizan a los niveles del transcripto de actina y se presentan como induccién de plegado en
comparacion con el control tratado con agua. Tampon A = 50 mM Mes pH 5,4; tampén B = Mes 50 mM pH
5,4, KCI 500 mM.

Figura 5: Respuesta de etileno a SsE1 en mutantes bakl y diferentes ecotipos de Arabidopsis. Los discos de hojas

de las plantas de Arabidopsis de 5 semanas de edad se trataron con flg22 500 nM o extractos parcialmente
purificados de Penicillium (PEN) y Sclerotinia sclerotiorum (SsE1). Después de 3 horas de incubacion, la
produccion de etileno se midid por cromatografia de gases. (A) Produccion de etileno en Arabidopsis Col-0
y tres lineas de insercién de T-ADN bakl diferentes (B) Produccion de etileno en Arabidopsis Col-0 y cinco
accesos insensibles a SsE1.

Figura 6: Respuesta de etileno a SsE1 en mutantes atrlp30. Tres lineas de insercién de ADN-T independientes para

AtRLP30 se trataron con flg22, una preparacion de inductor en bruto de Penicillium (PEN) y SsE1.

SEQ ID NO. 1 muestra la secuencia de aminoacidos de AtRLP30:

1 MIPSQSNSFES GSVITLYFFL LGSLVLRTLA SSRLHYCRHD QRDALLEFKH

51 EFPVSESKPS PSLSSWNKTS DCCFWEGVTC DDESGEVVSL DLSYVLLNNS
101 LKPTSGLFKL QQLOQNLTLSD CHLYGEVTSS LGNLSRLTHL DLSSNQLTGE
151 VLASVSKLNQ LRDLLLSENS FSGNIPTSFT NLTKLSSLDI SSNQFTLENF
201 SFILPNLTSL SSLNVASNHF KSTLPSDMSG LHNLKYFDVR ENSFVGTFPT
251 SLFTIPSLQI VYLEGNQFMG PIKFGNISSS SRLWDLNLAD NKFDGPIPEY
301 ISEIHSLIVL DLSHNNLVGP IPTSISKLVN LQHLSLSNNT LEGEVPGCLW
351 GLMTVTLSHN SFNSFGKSSS GALDGESMQE LDLGSNSLGG PFPHWICKQR
401 FLKYLDLSNN LFNGSIPPCL KNSTYWLKGL VLRNNSFSGF LPDVFVNASM
451 LLSLDVSYNR LEGKLPKSLI NCTGMELLNY GSNIIKDTFP SWLVSLPSLR
501 VLILRSNAFY GSLYYDHISF GFQHLRLIDI SQNGFSGTLS PLYFSNWREM
551 VTSVLEENGS NIGTEDWYMG EKGPEFSHSN SMTMIYKGVE TDFLRIPYFF
601 RAIDFSGNRF FGNIPESVGL LKELRLLNLS GNSFTSNIPQ SLANLTNLET
651 LDLSRNQLSG HIPRDLGSLS FLSTMNFSHN LLEGPVPLGT QFQSQHCSTF
701 MDNLRLYGLE KICGKAHAPS STPLESEEFS EPEEQVINWI AAATAYGPGV
751 FCGLVIGHIF FTAHKHEWFM EKFHRNKRRV VTTSAR

SEQ ID NO. 2 muestra la secuencia de acido nucleico genémico de AtRLP30:
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ATAACCTGTTACTTACAAAACAAACAAAATGATTCCAA-
GOCAATCTAATTCCTTTTCTOOTAGTGTTATTACCTT-
GTATTTCTTCCTCCTGGOTTCCCTTGTTCTACGCACTCTT-
GCTTCTTCTAGGCTTCACTATTGCCGUCATGACCAAAGGGATGCTCTTCTCGAG-
TTCAAACACGAGTTTCCGUGTAAGTGAATCGAAGCCAAGTCCATCGTTGAG-
TTCATGGAACAAGACTAGTOATTGCTGTTTTTGGOAGGGTGTCAC-
GTOGCGATOATGAATCTGGCOGAGOTOOTTTCACTTGACCTTAG-
TTATGTCCTTCTCAACAACTCTTTGAAACCAACTAG-
TGGTCTTTTCAAACTCCAACAACTCCAGAACCTGACTCTCAGTGATTGCCATCTC-
TATGGAGAGGTTACTTCTTCACTAGGAAACCTTTCTCGTCTCACGCATCTTGAC-
CTTTCGAGTAATCAGCTGACAGOGTGAAGTTCTGGUTTCGGTCAGTAAGUTAAAC-
CAACTTAGAGACCTTTTACTTTCCGAAAACAGTTTTAGTGGTAACATTCC-
TACTTCATTTACCAATTTAACGAAGCTTTCTAGTTTAGACATCTCTAGCAATCAG-
TTCACATTGUOAAAATTTCTCTTTCATACTACCAAATTTAACCAGCTT-
GTOCTOCTTAAACGTTGOCTCTAATCACTTTAAATCCACGCTTCCATCTGA:
TATGAGTGGACTCCACAACTTGAAATATTTTGATGTGOG TGAGAATTCATTT-
GTCGGOACTTTTCCTACATCCTTATTCACGATTCCTTCGTTACAAATTGTTTATTT -
GOAAGGAAACCAGTTCATGGGACCTATAAAGTTTGG-
GAATATATCTTCATCTTCTAGGUTTTGOUGATCTAAACCTTGCTG A
TAACAAATTCOATGGGCCAATCCCTGAATATATATCTGAAATTCACAG-
TCTCATAGTACTAGATCTTAGCCACAACAACTTAGTTGGGCCAATCCCCACTTCOTA-
TATCAAAGTTGOGTCAACCTTCAGCATCTTAGTCTTTCAAACAATACCTT-
GOAAGGCGAAGTGUCAGGTTGCTTATGGGGATTGATGACAGTGACAC-
TTTCCCACAATTCTTTCAACAGTTTTGGAAAGTCATCATCCGGAGCTTT-
GOATGOAGAATCAATGCAGGAGTTGOGATCTTGGTTCGAATTCACTTGGAGGAC-
CTTTTCCCCATTGGATCTGCAAGCAAAGGTTCTTAAAGTACTTAGACTT-
GTCCAACAATCTCTTCAACGGCTCAATTCCTCCTTGTTTGAAAAATTCCAC-
TTATTGGCTTAAAGGGCTAGTTCTGCGTAACAACAGCTTCAGCGGAT-
TTCTCCCAGACGTATTTGTCAATGCTAGCATGTTATTATCACTTGACGTTAGC-
TACAACCGGTTGOAGGGAAAACTTCCAAAATCCCTGATCAATTGCACTGG-
TATGGAACTTCTGAATGTGGOAAGUAACATAATCAAGGACAC-
TTTTCCATCCTGGTTGGTTTCTTTGCCATCATTAC-
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GTGTCCTCATCCTCAGATCTAATGCATTCTATGGGTCGTTATATTATGACCACATA-
TCTTTTGGGTTTCAACATTTGAGACTCATTGATATATCACAGAATGGCTTCAGTG-
GAACTTTGTCACCTTTATATTTCTCCAATTGGUGTGAGATGGTGACATCTGTCTTA-
GAAGAAAACGGCTCTAATATAGGTACAGAGGATTGGTACATGGGCGA-
GAAAGGGCCCGAGTTCAGCCATAGTAATTCGATGACTATGATATATAAAGGAG-
TAGAAACGUACTTCTTGUGGATCCCATATTTCTTCAGAGCATTGACTTTTCTG-
GAAACAGATTTTTTGGGAATATACCTGAATCCGTTGGTTTGTTGAAGGAATT-
GCGTCTTCTCAATTTGTCAGGTAACTCAT TCACAAGCAATATCCCTCAGTCATTGG-
CAAATTTGACAAATCTTOGAGACATTGGACCTATCCCGGAATCAGC-
TATCAGGTCACATCCCTCOAGATCTTGOTAGCCTCTCTTTTCTGTCGAC-
CATGAATTTCTCCCATAACCTTICTCGAAGGTCCAGTTCCACTAGGCACTCAG-
TTTCAAAGCCAACATTGTTCTACATTCATGGACAACCTCAGACTCTACGGTCTT-
CAGAAAATCTGTGGAAAAGCTCATGCCCCGAGTTCTACACCACTAGAATCCGAG-
GAATTTTCGOAACCAGAAGAACAAGTGATTAACTGOGATAGCAGCGGUAATAGOC-
TACGGACCTGGTGTGTTTTGTGGATTAGTTATTGGACATATCTTCTTTACTG-
CACACAAACACGAGTGOTTCATGGAAAAATTCCATCOAAACAAGCGCAGAGTAG-
TCACCACAAGTGCTCOTTOAACACCATCACCTCTCACAATTTCTCTGAG-
TGATTGTGAAACGTATATGTTITGTTATGATATCTGTCAGTT -
GTGTTATGCATAAACTCTTTGTCTTTGTAATTTTCTACTTTATGGTATTGTA A-
GAAACGGCTTTGGTGOTATCTGATCTTCTATATGTTGGGTTG

Ejemplos
Ejemplo 1: seleccion de patégenos flingicos

Los principales patégenos fungicos se seleccionaron en el contexto de la presente invencion para detectar la
presencia de desencadenantes de las respuestas de defensa tipicas inducidas por PAMP en Arabidopsis. Los
patégenos ensayados fueron Ustilago maydis (tizon de maiz); Magnaporthe oryzae (tizén del arroz); Mycosphaerella
graminicola (STB en trigo); Fusarium graminearum (roya del trigo); Cercospora beticola (mancha de hoja de
remolacha); Sclerotinia sclerotiorum (pudricion del tallo en soja y brassica); Rhizopus oryzae (desintegracion
poscosecha); Rhizoctonia solani (podredumbre en muchas plantas). Estos patdégenos fueron seleccionados porque
sus genomas fueron o estan actualmente secuenciados.

Los inventores han probado sistematicamente preparaciones crudas y semifraccionadas tanto de filtrado de cultivo
como de micelio de hongos cultivados axénicamente por su capacidad para inducir la produccion de etileno en
trozos de hojas de Arabidopsis. Las actividades de inductor mas fuertes en los bioensayos se detectaron en los
extractos de micelio y en los filtrados de cultivo de Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani y Rhizopus oryzae
(Figura 1).

Ejemplo 2: Purificacion del extracto fungico inmunogénico

Los filtrados de cultivo se utilizaron por primera vez como la fuente de elicitor. En un enfoque de dos etapas que
combina columnas de cromatografia de intercambio catidnico, la actividad presente en el filtrado de cultivo de
Sclerotinia sclerotiorum se purificd en una Unica fraccion que contiene elicitor, llamado SsEl (elicitor 1 de Sclerotinia
sclerotiorum).

La cepa 1946 de Sclerotinia sclerotiorum se adquirié de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ). El hongo se cultivd en un medio de agar malta-peptona (10 g de malta, 2,5 g de peptona, 15 g de
agar/l) durante 3 dias a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego se inocularon de 20 a 25 matraces Erlenmeyer
de 1 litro, que contenian 400 ml de medio liquido de malta-peptona (10 g de malta, 2,5 g de peptona) cada uno, con
2-3 tapones de agar. El hongo se cultivé durante 3 semanas a temperatura ambiente en la oscuridad sin agitar. El
medio de cultivo se filtro a través de una malla de nylon y se liofilizd durante 3 a 4 dias. El material liofilizado se
resuspendié en tampon Mes 100 mM a pH 5,4 (alrededor de 6 ml/g de peso seco) y se centrifugd dos veces durante
20 minutos a 10.000 g y 4 °C para eliminar las particulas insolubles. El sobrenadante resultante se utilizé para el
aislamiento de SsEl.
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SsEl se purificd parcialmente a partir de un filirado de cultivo concentrado mediante cromatografia de intercambio
catiénico en un enfoque de dos etapas. La cromatografia se realiz6 en un sistema GE Healthcare FPLC AKTA
Explorer, enfriado a 4 °C y guiado por el software GE Healthcare Unicorn. En una primera etapa, una columna GE
Healthcare XK16 se empaqueté con la matriz GE Healthcare Sepharose SP FastFlow hasta un volumen de lecho de
aproximadamente 15 ml. La columna se equilibré con tampdén A (tampén Mes 100 mM a pH 5,4). El filtrado de cultivo
concentrado se carg6 luego a una tasa de flujo de 3 a 5 ml/min. La columna se lavé con tampén A y la elucion se
realizé con tampon B (tampon Mes 100 mM a pH 5,4, KCl 500 mM) a una velocidad de flujo de 3-5 ml/min. Una
Unica fraccion correspondiente al pico de elucién monitoreado con ODzgonm Y OD215nm S€ recolecté manualmente y se
analizo la actividad inductora de etileno (Figura 2). En una segunda etapa, el eluato total se diluyé 10x en el tampdn
A y se cargd a una tasa de flujo de 0,5 a 1,5 ml/min en una columna de GE Healthcare Source 15S 4,6/100 PE
equilibrada con el tampoén A. La columna se lavd con el tampoén A. SsEl se eluy6 a continuacion con un gradiente
lineal de tampdén B (0 % al 60 % en 40 volumenes de columna) a una tasa de flujo de 0,5 a 1 ml/min. Se recogieron
fracciones de 500 pl correspondientes a todo el pico de elucion controlado con ODgzgonm Y ODa21snm utilizando el
fraccionamiento automatizado. Las fracciones activas que contienen SsEl se identificaron mediante la medicién de
su capacidad para provocar la produccion de etileno en las hojas de Arabidopsis thaliana Col-0 (Figura 3).

Cuando se infilir6 en hojas de Arabidopsis, SsEl fue capaz de inducir respuestas tipicas de defensa inducidas por
PAMP, tales como la activacion de la MAP quinasa postraduccional y la activacion transcripcional de los marcadores
inmunitarios que codifican la proteina relacionada con la patogénesis (PR1) y la quinasa 1 que responde a flagelina
(FRK1) (Figura 4A-C).

Ejemplo 3: Caracterizacion del extracto fungico inmunogénico

Para caracterizar SsEl, las fracciones activas eluidas de Source 15S se agruparon y se sometieron a analisis de
espectrometria de masas utilizando nano-LC MS/MS (B. Macek, Proteome Center Tibingen). Mediante este
enfoque, se detectaron varias proteinas dentro de la muestra, que podrian ser responsables de la actividad
inmunogénica de SsE1. Las proteinas se proporcionan en la Tabla 1.

Tabla 1:

ID de la proteina Nombre de la proteina Péptidos |Puntaje de Mascot| MW (kDa) | pl
ATE6R4 Citocromo C 10 370,22 12,0 4,3
A7F941 N-acittransferasa 9 363,95 19,3 5,7
ATETS57 Inhibidor de disociacion de Rho- 7 269,73 22,5 51

GDP
ATE4E9 Poliubiquitina 5 183,40 34,3 7.4
A7EDH2 Proteina disulfuro isomerasa 3 105,35 39,4 7,2
ATEXVO Pectina esterasa 2 115,36 34,2 7,3

Ejemplo 4: Identificacion del receptor SsE1

A fin de identificar el receptor de reconocimiento de patrones que media la respuesta inmune tras el tratamiento con
el extracto inmunogénico fungico de la invencion, se realizd un analisis genético inverso para las proteinas
receptoras que responden a SsEl en Arabidopsis. El creciente cuerpo de informacion estructural y funcional sobre
los PRR de las plantas revela que existen principalmente dos tipos de receptores que median la deteccion de clases
estructuralmente diferentes de patrones microbianos. Se piensa que las proteinas LRR y las quinasas receptoras
LRR estan implicadas en la activacion inmune del huésped, preferiblemente a los patrones peptidicos, mientras que
las proteinas del dominio LysM vy las quinasas receptoras LysM parecen mediar en la deteccidon microbiana y la
inmunidad del huésped preferiblemente a través del reconocimiento de los patrones de los glicanos. En
consecuencia, la clase de proteinas seleccionada se restringid a los miembros de la familia LRR-RLK que
probablemente contendran el receptor SsE1.

Para este fin, se selecciond una coleccidon de lineas de insercion de ADN-T homocigotas para 40 LRR-RLK
inducidas por PAMP (B. Kemmerling, ZMBP Tubingen) para determinar la insensibilidad a SsEl. Ademas, los
inventores obtuvieron y probaron mutantes simples, fls2 efr cerkl y cuadruples mutantes de fIs2 efr cerkl y cada uno
de los miembros de la subfamilia XIl LRR-RLK que comprende el receptor flg22 FLS2 y el receptor EF-Tu EFR (C.
Zipfel, Sainsbury laboratory Norwich, Reino Unido). Ninguna de las lineas de eliminacion de LRR-RLK probadas
mostré una reduccion significativa en la produccion de etileno cuando se traté con SsEl, excepto por la mutante
bak1. Existen varios alelos mutantes de BAK1: los mutantes bak1-3 y bak1-4 estan parcialmente alterados en la
sefializacion de brasinoesteroides y en el control de la muerte celular, mientras que el alelo bak1-5 recién descrito
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solo esta alterado en la sefalizacion de PAMP pero no afecta las respuestas de brasinoesteroides y la muerte
celular. Si bien la respuesta en las plantas bak1-3 y bak1-4 no se eliminé por completo, las plantas bak1-5 fueron
completamente insensibles al tratamiento con SsEI (Figura 5A).

En un enfoque paralelo, se probd la respuesta del etileno al tratamiento con SsEl en 60 accesos diferentes de
Arabidopsis (Nordborg collection, Nottingham Arabidopsis Stock Centre). La variacion genética natural que existe
entre diferentes ecotipos de Arabidopsis puede llevar a la identificaciéon de ecotipos que son parcial o totalmente
insensibles a SsEl. Tales ecotipos serian Utiles para la identificacion mediante clonacion basada en mapas del lugar
responsable de la percepcion de SsEl. El mejor ejemplo para el empleo exitoso de este enfoque fue el de la
identificacion del ecotipo Ws-0 insensible a la flagelina que carece de un receptor FLS2 funcional. Cinco ecotipos
(Mt-0, Lov-1, Br-0, Lov-5 y Sd-1) entre los 60 probados demostraron ser insensibles a SsEl. Estos ecotipos no se
ven afectados por su capacidad para producir etileno, ya que conservaron la respuesta completa a flg22 o al inductor
de PEN (Figura 3B). Los cruces de los ecotipos insensibles Mt-0, Lov-1 y Sd-1 y el anadlisis de las poblaciones F1
resultantes indicaron que el mismo gen o genes recesivos confieren respuestas a SsEl en los tres ecotipos (datos no
mostrados).

La produccion de etileno se utilizd como rasgo para un analisis genético de la sensibilidad hacia SsEl en los cruces
de Lov-1 X Col-0. Por lo tanto, se encontré que un unico locus recesivo que se mapea en la parte superior del brazo
del cromosoma 3 es responsable de la sensibilidad al SsE1 (64 de las 270 plantas F2 analizadas no eran sensibles
al inductor). Un mapeo preciso adicional utilizando marcadores SSLP (Polimorfismo de longitud de secuencia simple)
y diversos CAPS (secuencia polimorfica amplificada escindida) produjo una regién que contiene cuatro proteinas
similares a receptores de LRR (RLP) pero ningiin miembro de las otras familias de proteinas que contienen LRR.
Las lineas de eliminacion de ADN-T independientes para cada uno de los candidatos de LRR-RLP se trataron con
SsEl. Los resultados mostraron que AtRLP30 (At3g05360) esta involucrado en el reconocimiento de SsEl, mientras
que las respuestas a flg22 y PEN no se alteraron (Figura 6). Las lineas de eliminacion directa correspondientes a los
otros dos candidatos, AtRLP32 (At3g05650) y AtRLP33 (Af3g05660), también respondieron normalmente a SsE1

Listado de secuencias

<110> Eberhard Karls Universitat Tubingen
<120> Nuevo extracto fingico inmunogénico y receptor de reconocimiento de patrones en plantas
<130> U30444PCT

<150> GB1219017.9
<151> 201210 23

<160> 2

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 786

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para modular la resistencia de una planta a una infeccion fungica por Sclerotiniaceae, que
comprende modular en dicha planta la expresiéon de una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
al menos el 60 % de identidad con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, en el que la modulacién de la
resistencia de una planta constituye un aumento o una disminucién de la resistencia de una planta, en el que un
aumento de la expresiéon de dicha proteina da como resultado el aumento de la resistencia de dicha planta a una
infeccion fungica por Sclerotiniaceae y en el que la disminucion de la expresion da como resultado una disminucion
de la resistencia de dicha planta a una infeccion fungica por Sclerotiniaceae.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende, ademas, modular en dicha planta la
expresion de una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con
BAK1, en el que un aumento de la expresion de dicha proteina da como resultado un aumento de la resistencia de
dicha planta a una infeccion fungica por Sclerotiniaceae, y en el que la disminucion de la expresion da como
resultado una disminucién de la resistencia de dicha planta a una infeccion fungica por Sclerotiniaceae.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la expresiéon de dicha proteina en dicha planta se
incrementa por la expresion ectépica de dicha proteina.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que la expresion de dicha proteina en dicha planta
disminuye por mutagénesis, interferencia de ARN o metilacion de ADN mediada por ARN.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha infeccion fungica
por Sclerotiniaceae es una infeccidon de una planta con Sclerotinia sclerotiorum o Botrytis cinerea.

6. Un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una mayor resistencia a una infeccion fungica
por Sclerotiniaceae, que comprende las etapas de (i) transformar una planta o célula vegetal con una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina AtRLP30 o proteina similar a AtRLP30 que comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con la SEQ ID NO: 1.

7. Un procedimiento de seleccion de patrones moleculares asociados a microbios (PAMP/MAMP) presente en
Sclerotinia spp. o Botrytis ssp., que comprende las etapas del procedimiento de (i) expresar en una planta o célula
vegetal una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 60 % de identidad con la SEQ
ID NO: 1 (AtRLP30), (ii) poner en contacto dicha planta o célula vegetal con un compuesto candidato, (iii) medir la
respuesta inmune de dicha planta o célula vegetal en comparacion con una planta o célula vegetal de control, en el
que una respuesta inmune elevada de dicha planta o célula vegetal indica que dicho compuesto candidato es un
MAMP presente en Sclerotinia spp. o Botrytis ssp.

8. Un procedimiento de seleccion de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que, en la etapa (iii), la respuesta inmune
de dicha planta o célula vegetal se mide por medio de la evaluacion de la produccion de etileno y/o la expresion de
genes que responden al sistema inmune o genes informantes.

9. Un procedimiento para purificar un MAMP presente en Sclerotinia spp. o Botrytis ssp., que comprende el uso de
una proteina AtRLP30, o partes extracelulares de la misma, que comprende una secuencia de al menos el 60 % de
identidad con la SEQ ID NO: 1.

10. Un procedimiento para sensibilizar una planta contra infecciones fungicas, comprendiendo el procedimiento
realizar en dicha planta un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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