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DESCRIPCION
Plantas que tienen caracteristicas de crecimiento modificadas y método para preparar las mismas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para mejorar las caracteristicas de crecimiento de plantas. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a un método para mejorar la produccion de semillas introduciendo
y sobreexpresando un acido nucleico que codifica para una GRUBX en una planta o célula vegetal y cultivando la
planta o célula vegetal en condiciones que promueven el crecimiento de la planta.

Dado el crecimiento constante de la poblacién mundial, y la disminucién del area de tierra disponible para la
agricultura, sigue siendo un objetivo importante de la investigacion agricola mejorar la eficacia de la agricultura y
aumentar la diversidad de plantas en la horticultura. Los medios convencionales para mejoras horticolas y en
cosechas utilizan técnicas de cria selectiva para identificar plantas que tienen caracteristicas deseadas. Sin
embargo, tales técnicas de cria selectiva tienen varios inconvenientes, concretamente que estas técnicas
normalmente son laboriosas y dan como resultado plantas que a menudo contienen componentes genéticos
heterogéneos que no siempre dan como resultado que se trasmita el rasgo deseado de las plantas originales.
Ademas, las especies donadoras adecuadas para proporcionar un rasgo deseado pueden ser escasas. Los avances
en biologia molecular han permitido a la humanidad manipular el germoplasma de animales y plantas. La
modificacion por ingenieria genética de plantas conlleva el aislamiento y la manipulacién del material genético
(normalmente en forma de ADN o ARN) y la introduccion posterior del material genético en una planta. Tal
tecnologia ha conducido al desarrollo de plantas que tienen diversos rasgos econémicos, agronémicos u horticolas
mejorados. Rasgos de interés econdémico particular son caracteristicas de crecimiento tales como alta produccion.
Produccién se define normalmente como el producto medible de valor econémico de un cultivo. Esto puede definirse
en términos de cantidad y/o calidad. La produccién de un cultivo se ve influida de manera adversa por el estrés tipico
al que se ven sometidos las plantas o los cultivos. Tales estreses incluyen estreses abidticos, tales como estreses
de temperatura provocados por temperaturas altas o bajas atipicas; estreses provocados por deficiencia de
nutrientes; estreses provocados por una falta de o exceso de agua (sequia, inundacion), estreses provocados por
productos quimicos tales como fertilizantes o insecticidas. Los estreses tipicos también incluyen estreses bidticos,
que pueden imponerse a las plantas por otras plantas (malas hierbas, o los efectos de plantaciéon de alta densidad),
por plagas de animales (incluyendo estreses provocados por el pastoreo), y por patégenos. La produccion de un
cultivo no sélo puede aumentarse combatiendo uno o mas de los estreses a los que se ve sometido el cultivo o la
planta, sino que también puede aumentarse modificando los mecanismos de crecimiento inherentes de una planta.
Los mecanismos de crecimiento inherentes de una planta se controlan a varios niveles y mediante diversos
procesos metabdlicos. Un proceso de este tipo es el control de los niveles de proteina en una célula mediante la
degradacion de proteinas mediada por ubiquitina.

Ubiquitinacion se refiere a una modificacion de proteinas mediante conjugacion a moléculas de ubiquitina. El término
ubiquitinacién a menudo se extiende a procesos que median la unién de proteinas de ubiquitina o de proteinas que
imitan la funcién de la ubiquitina. La ubiquitinacién es una herramienta versatil para que las células eucariotas
controlen la estabilidad, funcion y la localizaciéon subcelular de las proteinas. Este mecanismo desempefia un papel
central en degradacién de proteinas, control del ciclo celular, respuestas al estrés, reparacion del ADN, transduccién
de sefales, regulacion de la transcripcion y trafico vesicular. Puesto que la degradacién de proteinas mediada por
ubiquitina esta en las bases de muchos procesos celulares, esta altamente regulada y requiere alta especificidad de
sustrato y amplia diversidad en efectores posteriores. Se conocen varias proteinas de unién a ubiquitina. Estas
proteinas tienen a menudo una arquitectura de dominios modular. Por ejemplo, las proteinas de union a ubiquitina
combinan normalmente un dominio de unién a ubiquitina con un dominio de efector variable. Luego existen otras que
no contienen un dominio de unién a ubiquitina, pero tiene una estructura terciaria similar a ubiquitina y por tanto
pueden imitar ciertos aspectos de la ubiquitinacién (dominios similares a ubiquitina).

El ndmero de dominios y motivos relacionados con ubiquitina presentes en ubiquitina y proteinas similares a
ubiquitina esta creciendo a medida que esta disponible mas informacién sobre secuencias del genoma. Algunos
prototipos de esos dominios son por ejemplo UBA, UBD, UIM y UBX (véase por ejemplo la base de datos Pfam;
Bateman et al.,, Nucleic Acids Research 30(1):276-280 (2002)). EI dominio UBX es una secuencia de
aproximadamente 80 residuos de aminoacido de longitud, es de funciéon desconocida y esta presente en proteinas
de diversos organismos. La mayoria de estas proteinas pertenecen a una de cinco familias conservadas en la
evolucion mostradas a modo de ejemplo por las proteinas humanas FAF1, p47, Y33K, REP8 y UBXD1 (Buchberger
et al. (2001) J. Mol. Biol. 307, 17-24; Carim-Todd et al. (2001) Biochim. Biophys. Acta 1517, 298-301). Normalmente,
el dominio UBX se situa en el extremo C-terminal de una proteina.

Las pruebas estructurales sugieren una funcién del dominio UBX en procesos relacionados con ubiquitina; en
particular el dominio UBX puede estar implicado en interacciones proteina-proteina. Se pronostica habitualmente
que proteinas que comprenden dominios UBX estén presentes principalmente en el citoplasma, aunque también se
han notificado otras localizaciones subcelulares. Por ejemplo, la fosforilacion, que es una modificacion de proteinas
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especifica usada para regular la actividad de muchas proteinas, se ha mostrado que también influye en el transporte
al nucleo de FAF-1 (Olsen et al. (2003) FEBS Lett. 546, 218-222.). En resumen, se ha propuesto que proteinas que
contienen UBX animales podrian estar implicadas en el aumento de la expresion de genes relacionados con
apoptosis, ciclo celular o direccionamiento de proteinas para degradacion.

En Arabidopsis, planta cuyo genoma se ha secuenciado completamente, existen al menos 15 proteinas que
contienen UBX. Pueden clasificarse segun la similitud de secuencia en los grupos FAF1, p47, Y33K y UBXD1, sélo
el grupo correspondiente a REP8 parece no estar presente en plantas (véase la figura 1). Como en el reino animal,
los dominios UBX en proteinas vegetales estan presentes en combinacion con otros dominios, como por ejemplo
SEP, G6PD, PUG o dedos de zinc. Se han descrito proteinas que contienen UBX y la estructura de dominios de
estas proteinas (véase Buchberger (2002) Trends Cell Biol. 12, 216-221) y pueden identificarse mediante busqueda
usando bases de datos especializadas tales como SMART (Schultz et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,
5857-5864; Letunic et al. (2002) Nucleic Acid Res 30, 242-244).

Los dominios PUG (en Peptide:N-Glicanasas and other supuesta nuclear UBX-domain-containing proteins; Doerks et
al. (2002) Genome Research 12, 47-56) se producen conjuntamente en proteinas con dominios que son centrales
para proteolisis mediada por ubiquitina, incluyendo dominios UBX (en mamiferos y plantas), UBA (en plantas) y UBC
(en Plasmodium). Se cree que las proteinas que contienen PUG tales como PNGasas desempefian un papel en la
respuesta de proteinas no plegadas, un sistema de vigilancia de control de calidad del reticulo endoplasmatico (RE)
que distingue proteinas aberrantes de proteinas correctamente plegadas. En algunos casos, se ha mostrado que
estas proteinas mal plegadas y/o no plegdas se degradan mediante un denominado mecanismo de degradacion
asociado al RE, que implica el sistema ubiquitina-proteasoma (Suzuki et al. (2000) J. Cell Biol. 149, 1039-1052).
También estan presentes formas divergentes de dominios PUG en cinasas del tipo IRE1p que se sabe que
funcionan en los estadios iniciales de la respuesta de proteinas no plegadas (Shamu y Walter (1996) EMBO J. 15,
3028-3039).

Una proteina de Arabidopsis recientemente caracterizada que comprende un dominio UBX es PUX1 (Rancour et al.
(2004) J. Biol. Chem., publicacién en linea 10.1074/jbc.M405498200). PUX1 es un gen unico en Arabidopsis y
probablemente se expresa de manera ubicua en plantas. Se mostr6é que la proteina era un inhibidor no competitivo
de la ATPasa CDC48 de tipo AAA. PUX1 se asocia a través de su dominio UBX con la forma no hexamérica de
CDC48, pero no con la CDC48 hexamérica. Se postula que PUX1 facilita el desensamblaje de CDC48 hexamérica
activa y que se requiere el dominio N-terminal de la proteina para este proceso. Las plantas deficientes en pux?
mostraron un desarrollo mas rapido hasta la madurez pero no tenian anomalias morfolégicas macroscépicas.
Ademas de PUX1, se mostro que otras dos proteinas que comprenden dominios UBX, PUX2 y PUX3, interaccionan
con CDC48 (Rancour et al., 2004). PUX2 (At2g01650) se dio a conocer anteriormente en el documento WO
03/085115 (secuencia de gen y proteina descritas como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente).

Se ha encontrado ahora que introducir y sobreexpresar un acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX
(proteina que comprende el dominio UBX relacionado con el crecimiento), y en particular un acido nucleico que
codifica para la proteina GRUBX mostrada a modo de ejemplo por SEQ ID NO: 2, en una planta proporciona plantas
que tienen un indice de cosecha mejorado con respecto a plantas de tipo natural correspondientes. Por tanto, segun
una primera realizacién de la presente invencién se proporciona un método para mejorar la produccion de semillas
de una planta, que comprende introducir y sobreexpresar en una planta una secuencia de acido nucleico que
codifica para una proteina GRUBX, seleccionandose dicha secuencia de &cido nucleico del grupo:

- una secuencia de acido nucleico tal como se representa por una cualquiera de SEQ ID NO:1, 3, 6;

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido tal como se representa por una cualquiera de SEQ ID NO:
2,4,7;

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia con
respecto a una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 7, teniendo dicho polipéptido accion reguladora de ubiquitina
dentro de la ruta de ubiquitinaciéon y cultivar la planta o célula vegetal en condiciones que promueven el
crecimiento de la planta. Opcionalmente, pueden seleccionarse plantas que tienen una producciéon de
semillas mejorada.

La recombinacién homdloga permite la introduccién en un genoma de un &cido nucleico seleccionado en una
posicion seleccionada definida. La recombinacion homadloga es una tecnologia convencional usada de manera
rutinaria en las ciencias bioldgicas para organismos inferiores tales como levadura y el musgo Physcomitrella. Se
han descrito métodos para realizar recombinacion homaéloga en plantas no sélo para plantas modelo (Offringa et al.
(1990) EMBO J. 9, 3077-3084) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo arroz (Terada et al., (2002) Nature
Biotechnol. 20, 1030-1034; o lida y Terada (2004) Curr. Opin. Biotechnol. 15, 132-138). El acido nucleico que va a
dirigirse (que puede ser una molécula de acido nucleico GRUBX o variante de la misma tal como se definio
anteriormente en el presente documento) no necesita dirigirse al locus de un gen GRUBX, sino que puede
introducirse en, por ejemplo, regiones de alta expresion. El acido nucleico que va a dirigirse puede ser un alelo
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mejorado usado para sustituir el gen endégeno o puede introducirse en adiciéon al gen endégeno.
El acido nucleico puede introducirse en una planta mediante, por ejemplo, transformacion.

El término proteina GRUBX, tal como se define en el presente documento, se refiere a un acido nucleico que
codifica para un polipéptido que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia con respecto a una cualquiera de
SEQ ID NO: 2, 4, 7, teniendo dicho polipéptido accién reguladora de ubiquitina dentro de la ruta de ubiquitinacion, y
opcionalmente también un dominio de dedos de zinc. Preferiblemente, la proteina GRUBX esta relacionada
estructuralmente con la proteina UBXD1 humana (SPTrEMBL AAHO07414). Preferiblemente, la proteina GRUBX es
de una planta. Preferiblemente de manera adicional, la proteina GRUBX es de la familia de Solanaceae, mas
preferiblemente la GRUBX es una proteina de Nicotiana tabacum, lo mas preferiblemente la GRUBX es una proteina
tal como se representa por SEQ ID NO: 2 o un homologo, derivado o fragmento activo de la misma, homologos,
derivados o fragmentos activos que tienen actividad bioldgica similar a la de SEQ ID NO: 2. Sin embargo, deberia
entenderse que podria usarse proteinas GRUBX de las plantas monocotiledéneas igualmente bien en los métodos
de la presente invencion, incluyendo proteinas GRUBX de Zea mays, Saccharum officinarum (SEQ ID NO 4), Oryza
sativa (SEQ ID NO 7), Triticum sp., Hordeum sp., y Sorghum sp, puesto que estas secuencias estan relacionadas
con SEQ ID NO 2 (véase la figura 1b).

Una de las actividades de una proteina GRUBX es aumentar la producciéon de semillas, en particular aumentar el
indice de cosecha, cuando un acido nucleico que codifica para tal proteina GRUBX se expresa en arroz bajo el
control de un promotor de prolamina tal como se usa en la presente invencion. Ventajosamente, una proteina
GRUBX puede interaccionar con proteinas CDC48 vegetales en condiciones descritas en Rancour et al. (2004).

Se analizaron las proteinas GRUBX de Nicotiana tabacum con la herramienta SMART y se usaron para examinar la
base de datos Pfam (versién 11.0, noviembre de 2003; Bateman et al. (2002) Nucl. Acids Res. 30, 276-280) e
InterPro (version 7.0, 22 de julio de 2003; Mulder et al. (2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318). Las proteinas GRUBX
comprenden un dominio UBX (PF00789, SM00166, IPR001012) y un dominio PUG (SM00580, IPR006567). EI
dominio UBX, tal como se define en InterPro, se encuentra en proteinas reguladoras de ubiquitina, que son
miembros de la ruta de ubiquitinacion, asi como varias otras proteinas incluyendo FAF-1 (factor 1 asociado a FAS),
la proteina de reproduccion Rep-8 humana y varias proteina hipotéticas de levadura. En Arabidopsis, existen
aproximadamente veinte proteinas que se pronostica que comprenden este dominio. EI dominio PUG se encuentra
en proteinas cinasas, N-glicanasas y otras proteinas nucleares en eucariotas y se postula que esta implicado en
interacciones proteina-proteina (para una revision véase Suzuki & Lennarz (2003) Biochem Biophys Res Commun.
302,1-5 y Biochem Biophys Res Commun. 303, 732) y en union a ARN (Doerks et al., 2002). A menudo se
encuentran dominios PUG junto con dominios UBA o UBX en proteinas de Arabidopsis (Doerks et al, 2002). Se
proporciona una secuencia consenso para los dominios UBX y PUG, tal como se define en la base de datos SMART
(software version 4.0, actualizacion de la base de datos de secuencias del 15 de septiembre de 2003) en la figura
2a; la figura 2b muestra los dominios UBX y PUG de respectivamente SEQ ID NO 2 y SPTrEMBL Q9ZU93; la figura
2c muestra una alineacion de BLAST de estas 2 proteinas; y las figuras 2d y 2e presentan una alineacién entre SEQ
IDNO2ySEQIDNO4,ySEQID NO 4y SEQ ID NO 7, respectivamente. Se indican los dominios PUG y UBX.

Opcionalmente, puede estar presente un dominio de dedos de zinc en la proteina GRUBX. Los dominios de dedos
de zinc, tal como se define en InterPro, son estructuras proteicas de unién a acido nucleico que se identificaron por
primera vez en el factor de transcripcion de Xenopus laevis TFIIIA. Estos dominios se han encontrado desde
entonces en numerosas proteinas de unién a acido nucleico. Un dominio de dedo de zinc esta compuesto por de 25
a 30 residuos de aminoacido incluyendo 2 residuos Cys conservados y 2 His conservados en un motivo de tipo C-2-
C-12-H-3-H. Los 12 residuos que separan la segunda Cys y la primera His son principalmente polares y basicos, lo
que indica que esta regién esta implicada en la unién a acido nucleico. El motivo de dedo de zinc es un dominio de
autoplegamiento, inusitadamente pequefo, en el que el Zn es un componente crucial de su estructura terciaria.
Todos los dominios de dedos de zinc unen un 4tomo de Zn en una red tetrahédrica dando como resultado la
formacion de una proyeccion similar a un dedo que puede interaccionar con los nucleétidos en el surco mayor del
acido nucleico. El Zn se une a los residuos de Cys y His conservados. Se ha encontrado que los dedos se unen a
aproximadamente 5 pares de bases de acido nucleico que contiene tramos cortos de residuos de guanina, y tienen
la capacidad de unirse tanto a ARN como a ADN. El dedo de zinc puede representar por tanto la proteina de unién a
acido nucleico original. También se ha sugerido que un dominio con Zn centrado podria usarse en una interaccion
de proteinas, por ejemplo en la proteina cinasa C. Muchas clases de dedos de zinc se caracterizan segun el numero
y las posiciones de los residuos de histidina y cisteina implicados en el posicionamiento espacial del atomo de zinc.
En la primera clase que va a caracterizarse, denominada C2H2 (IPR007087), el primer par de residuos de
coordinacion de zinc consiste en cisteinas, mientras que el segundo par son histidinas. Otro dominio de dedos de
zinc (IPR006642) puede ser del tipo encontrado en la proteina de Saccharomyces cerevisiae Rad18. En este caso
también, el dominio de dedos de zinc es una supuesta secuencia de unién a acido nucleico. El dominio de dedo de
zinc opcional en la proteina GRUBX tal como se define en el presente documento no se limita sin embargo al tipo
C2H2 o Rad18, sino que puede ser cualquier tipo de dominio de dedos de zinc.

La expresion gen/acido nucleico GRUBX, tal como se define en el presente documento, se refiere a cualquier acido
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nucleico que codifica para una proteina GRUBX tal como se definié anteriormente, o el complemento de la misma. El
acido nucleico puede derivarse (o bien directa o bien indirectamente (si se modifica posteriormente)) de cualquier
fuente natural o artificial siempre que el acido nucleico, cuando se expresa en una planta, conduzca a la expresion
de un gen/acido nucleico GRUBX aislado. El acido nucleico puede aislarse de una fuente microbiana, tal como
bacterias, levaduras u hongos, o de una fuente vegetal, de algas o animal (incluyendo humana). Preferiblemente el
acido nucleico se deriva de un organismo eucariota. Preferiblemente el 4cido nucleico GRUBX es de origen vegetal,
preferiblemente de manera adicional de origen de plantas monocotiledéneas o dicotiledéneas, mas preferiblemente
el acido nucleico GRUBX codifica para una proteina GRUBX de la familia de Solanaceae, ademas preferiblemente el
acido nucleico GRUBX es una secuencia de acido nucleico de Nicotiana tabacum, 1o mas preferiblemente el acido
nucleico GRUBX es una secuencia de acido nucleico tal como se representa por SEQ ID NO: 1, y también abarca
acidos nucleicos que codifican para una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2.
Alternativamente, el acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX puede derivarse de la familia de la
Poaceae, preferiblemente de Oryza sativa. Este acido nucleico puede modificarse sustancialmente de su forma
nativa en composiciéon y/o entorno gendémico a través de manipulacion humana deliberada. La secuencia de acido
nucleico preferiblemente es una secuencia de acido nucleico homodloga, es decir una secuencia de acido nucleico
estructural y/o funcionalmente relacionada, obtenida preferiblemente de una planta, ya sea de las misma especie
vegetal o diferente.

La secuencia representada por SEQ ID NO: 6 era hasta la fecha desconocida.

La secuencia representada por SEQ ID NO: 4 se ensambloé a partir de 4 secuencias EST (CA154270, CA144028,
BQ535511 & CA184742) y era hasta la fecha desconocida. Los métodos segun la presente invencién también
pueden ponerse en practica introduciendo en una planta al menos una parte de un cromosoma (natural o artificial)
(tal como un cromosoma artificial bacteriano (BAC)), cromosoma que contiene al menos una secuencia de acido
nucleico/gen que codifica para una proteina GRUBX tal como se definié anteriormente (tal como SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO 3), preferiblemente junto con uno o mas miembros de la familia génica relacionada y/o secuencia(s) de
acido nucleico que codifica(n) para proteinas reguladoras para la expresion y/o actividad de GRUBX. Por tanto,
segun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un método para mejorar la produccion de
semillas de plantas introduciendo en una planta al menos una parte de un cromosoma que comprende al menos un
gen/acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX.

Segun otro aspecto de la presente invencion, puede aprovecharse el acido nucleico que codifica para una proteina
GRUBX en programas de cria. La secuencia de acido nucleico puede estar en un cromosoma, o una parte del
mismo, que comprende al menos la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina GRUBX y
preferiblemente también uno o mas miembros de la familia relacionados. En un ejemplo de un programa de cria de
este tipo, se identifica un marcador de ADN que puede estar genéticamente ligado a un gen que puede modular la
expresion de un acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX en una planta, gen que puede ser un gen que
codifica para la propia proteina GRUBX o cualquier otro gen que puede influir directa o indirectamente en la
expresion del gen que codifica para una proteina GRUBX y/o actividad de la propia proteina GRUBX. Este marcador
de ADN puede usarse entonces en programas de cria para seleccionar plantas que tienen una produccién de
semillas mejorada.

La presente invencion por tanto se extiende al uso de una secuencia de &cido nucleico que codifica para una
proteina GRUBX en programas de cria.

Segun la presente invencion, se prevé el aumento o la potenciacion de la expresion de un acido nucleico. Estan bien
documentados en la técnica métodos para obtener el aumento o la potenciacién de la expresion de genes o
productos genéticos e incluyen, por ejemplo, sobreexpresion dirigida por un promotor (fuerte), el uso de
potenciadores de la transcripcion o potenciadores de la traduccion. Pueden introducirse acidos nucleicos aislados
que sirven como elementos promotores o potenciadores en una posicion apropiada (normalmente en el sentido de
5’) de una forma no hererdéloga de un polinucleétido de modo que se regule por incremento la expresion de un acido
nucleico GRUBX tal como se definié anteriormente. Por ejemplo, pueden alterarse promotores endégenos in vivo
mediante mutacién, delecion, y/o sustitucion (véase Kmiec, patente estadounidense n.° 5.565.350; Zarling et al.,
PCT/US93/03868), o pueden introducirse promotores aislados en una célula vegetal en la orientacion y distancia
apropiadas de un gen de la presente invencion de modo que se controle la expresion del gen. Preferiblemente, los
acidos nucleicos Utiles en la presente invencion se sobreexpresan en una planta o célula vegetal. El término
sobreexpresion tal como se usa en el presente documento significa cualquier forma de expresion que es adicional al
nivel de expresion de tipo natural original. Preferiblemente, el acido nucleico que va a introducirse en la planta y/o el
acido nucleico que va a sobreexpresarse en las plantas esta en una direccion sentido con respecto al promotor al
que esta operativamente unido. Preferiblemente, el acido nucleico que va a sobreexpresarse codifica para una
proteina GRUBX, preferiblemente de manera adicional la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina
GRUBX se aisla de una planta dicotiledénea, preferiblemente de la familia Solanaceae, preferiblemente de manera
adicional en la que la secuencia se aisla de Nicotiana tabacum, lo mas preferiblemente la secuencia de acido
nucleico es tal como se representa por SEQ ID NO: 1, o codifica para una secuencia de aminoacidos tal como se
representa por SEQ ID NO: 2. Alternativamente, la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina
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GRUBX es tal como se representa por MIPS No. At2g01650, SEQ ID NO: 3 6 6, o codifica para una secuencia de
aminoacidos tal como se representa por Q9ZU93, SEQ ID NO: 4 6 7. Debe observarse que la aplicabilidad de la
invencion no descansa en el uso del acido nucleico representado por SEQ ID NO: 1, ni sobre la secuencia de acido
nucleico que codifica para la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, sino que pueden usarse otras secuencias
de acido nucleico en los métodos de la presente invencion. En particular, los acidos nucleicos utiles en los métodos
de la presente invenciéon codifican para proteinas que tienen al menos el 80% de identidad de secuencia con
respecto a una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 7, teniendo dicho polipéptido accién reguladora de ubiquitina dentro
de la ruta de ubiquitinacion, y Opcionalmente también un dominio de dedos de zinc.

Se transforman las plantas con un vector que comprende la secuencia de interés (es decir, la secuencia de acido
nucleico que puede modular la expresion de acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX), secuencia que
esta operativamente unida a una o mas secuencias de control (al menos un promotor). Las expresiones “elemento
regulador”, “secuencia de control” y “promotor” se usan todas en el presente documento de manera intercambiable y
han de tomarse en un contexto amplio para referirse a secuencias de acido nucleico reguladoras que pueden
efectuar la expresion de las secuencias a las que estan ligadas. Se abarcan por las expresiones mencionadas
anteriormente secuencias reguladoras de la transcripcion derivadas de un gen gendmico eucariota clasico
(incluyendo la caja de TATA que se requiere para la iniciacion precisa de la transcripcion, con o sin una secuencia
de caja CCAAT) y elementos reguladores adicionales (es decir, silenciadores, potenciadores y secuencias de
activacion en el sentido de 5’) que alteran la expresion génica en respuesta a estimulos del desarrollo y/o externos, o
de una manera especifica de tejido. También se incluye dentro de la expresidon una secuencia reguladora de la
transcripcion de un gen procariota clasico, en cuyo caso puede incluir una secuencia de caja -35 y/o secuencias
reguladoras de la transcipcién de caja -10. La expresién “elemento regulador” también abarca una molécula de
fusion sintética o derivado que confiere, activa o potencia la expresién de una molécula de acido nucleico en una
célula, tejido u 6rgano. La expresién “operativamente unido” tal como se usa en el presente documento se refiere a
un ligamiento funcional entre la secuencia promotora y el gen de interés, de modo que la secuencia promotora
puede iniciar la transcripcion del gen de interés. Ventajosamente, puede usarse cualquier tipo de promotor para
dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico dependiendo del resultado deseado. Los promotores
adecuados incluyen promotores que son activos en plantas monocotiledéneas tales como arroz o maiz.

La secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX esta operativamente unida a un promotor
preferido en semillas. La expresion “preferido en semillas” tal como se define en el presente documento se refiere a
un promotor que se expresa predominantemente en tejido de semillas, pero no necesariamente de manera exclusiva
en este tejido. La expresion “preferido en semillas” abarca todos los promotores que son activos en semillas. Tejido
de semillas abarca cualquier parte de la semilla incluyendo el endospermo, aleurona o embrién. Preferiblemente, el
promotor preferido en semillas es un promotor de prolamina, o un promotor de potencia similar y/o un promotor con
un patron de expresion similar. Lo mas preferiblemente, el promotor de prolamina es tal como se representa por los
nucledtidos 1-654 en la casete de expresion de SEQ ID NO: 5. Pueden analizarse la potencia del promotor y/o el
patron de expresion por ejemplo acoplando el promotor a un gen indicador y sometiendo a ensayo la expresién del
gen indicador en diversos tejidos de la planta. Un gen indicador adecuado bien conocido por un experto en la técnica
es beta-glucuronidasa bacteriana. Se presentan ejemplos de otros promotores preferidos de semillas en la tabla 1, y
estos promotores son utiles para los métodos de la presente invencion.

TABLA 1: Ejemplos de promotores preferidos de semillas para su uso en la realizacion de la presente invencion:

FUENTE DEL GEN PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

genes especificos de semillas semilla Simon, et al., Plant Mol. Biol. 5: 191, 1985;
Scofield, et al., J. Biol. Chem. 262: 12202,
1987.; Baszczynski, et al., Plant Mol. Biol. 14:
633, 1990.

albumina de nuez de Brasil semilla Pearson, et al., Plant Mol. Biol. 18: 235-245,
1992.

legumina semilla Ellis, et al., Plant Mol. Biol. 10: 203-214, 1988.

glutelina (arroz) semilla Takaiwa, et al., Mol. Gen. Genet. 208: 15-22,
1986; Takaiwa, et al., FEBS Letts. 221: 43-47,
1987.

zeina semilla Matzke et al Plant Mol Biol, 14(3):323-32 1990

napA semilla Stalberg, et al, Planta 199: 515-519, 1996.

glutenina-1 de APM y BPM de | endospermo Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; NAR 17:461-

trigo 2, 1989

SPA de trigo semilla Albani et al, Plant Cell, 9: 171-184, 1997
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(continuacién)

FUENTE DEL GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

o,B,y-gliadinas de trigo

endospermo

EMBO J. 3:1409-15, 1984

promotor de /fr1 de cebada endospermo

hordeina B1, C, D, de cebada endospermo Theor Appl Gen 98:1253-62, 1999; Plant J
4:343-55, 1993; Mol Gen Genet 250: 750-60,
1996

DOF de cebada endospermo Mena et al, The Plant Journal, 116(1): 53-62,
1998

blz2 endospermo Documento EP99106056.7

promotor sintético endospermo Vicente-Carbajosa et al., Plant J. 13: 629-640,
1998.

prolamina de arroz NRP33 endospermo Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889,
1998

a-globulina de arroz Glb-1 endospermo Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889,
1998

OSH1 de arroz embrion Sato et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:
8117-8122, 1996

a-globulina de arroz endospermo Nakase et al. Plant Mol. Biol. 33: 513-522,

REB/OHP-1 1997

ADP-glucosa de arroz PP endospermo Trans Res 6:157-68, 1997

familia génica ESR de maiz endospermo Plant J 12:235-46, 1997

y-kafirina de sorgo endospermo PMB 32:1029-35, 1996

KNOX embrién Postma-Haarsma et al, Plant Mol. Biol. 39:257-

71, 1999

oleosina de arroz

embrién y aleurona

Wu et al, J. Biochem., 123:386, 1998

oleosina de girasol

semilla (embrion y semilla
seca)

Cummins, et al., Plant Mol. Biol. 19: 873-876,
1992

PROO0117, supuesta proteina
ribosémica 40S de arroz

débil en endospermo

Documento W02004/070039

PROO0135, alfa-globulina de
arroz

fuerte en endospermo

PROO013, alanina
aminotransferasa de arroz

débil en endospermo

PRO0147, inhibidor de tripsina
ITR1 (cebada)

débil en endospermo

PRO0151, WSI18 de arroz

embrion + estrés

Documento W02004/0700

PRO017, RAB21 de arroz

embrion + estrés

Documento W02004/070039

PR0O0218, oleosina de arroz
18kd

aleurona + embrion

7

También puede anadirse una secuencia de intrén a la regién no traducida en 5’ o la secuencia codificante de la
secuencia codificante parcial para aumentar la cantidad del mensajero maduro que se acumula en el citosol. La
inclusion de un intrén que puede cortarse y empalmarse en la unidad de transcripcidon en constructos de expresion
tanto vegetales como animales ha mostrado que aumenta la expresion génica tanto a los niveles de ARNm como de
proteinas hasta 1000 veces (Buchman y Berg, Mol. Cell Biol. 8, 4395-4405 (1988); Callis et al., Genes Dev. 1, 1183-
1200 (1987)). Tal potenciacion por intrén de la expresion génica normalmente es maxima cuando se coloca cerca
del extremo 5’ de la unidad de transcripcion. Se conoce en la técnica el uso de los intrones de maiz intrén Adh1-S 1,
2, y 6, el intron Bronze-1. Véase generalmente, The Maize Handbook, capitulo 116, Freeling y Walbot, Eds.,
Springer, N.Y. (1994).

La propia proteina GRUBX y/o el propio acido nucleico GRUBX puede introducirse directamente en una célula
vegetal o en la propia planta (incluyendo introduccién en un tejido, 6rgano o cualquier otra parte de la planta). Segun
una caracteristica preferida de la presente invencion, el acido nucleico se introduce preferiblemente en una planta
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mediante transformacion. El acido nucleico es preferiblemente tal como se representa por SEQ ID NO: 1, o es un
acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2. Alternativamente,
la secuencia de acido nucleico es tal como se representa por cualquiera de MIPS No. At2g01650, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO 6. La secuencia de aminoacidos puede ser alternativamente una secuencia tal como se representa por
cualquiera de SPTrEMBL Q9ZU93, n.° de registro de GenBank AAR01744, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO 7.

El término “transformacién” tal como se le hace referencia en el presente documento abarca la transferencia de un
polinucledtido exdgeno a una célula huésped, independientemente del método usado para la transferencia. El tejido
vegetal que puede someterse a la propagacion clonal posterior, ya sea por organogénesis o por embriogénesis,
puede transformarse con un constructo genético de la presente invencion y regenerarse una planta completa a partir
del mismo. El tejido particular elegido variara dependiendo de los sistemas de propagacion clonal disponibles para, y
que mejor se adapten a, la especie particular que esta transformandose. Dianas tisulares a modo de ejemplo
incluyen discos de hojas, polen, embriones, cotiledones, hipocotilos, megagametofitos, tejido calloso, tejido
meristematicamente existente (por ejemplo, meristemo apical, yemas axilares y meristemos radiculares), y tejido de
meristemo inducido (por ejemplo, meristemo de cotiledon y meristemo de hipocdtilo). El polinucledtido puede
introducirse de manera transitoria o estable en una célula huésped y puede mantenerse sin integrarse, por ejemplo,
como un plasmido. Alternativamente, puede integrarse en el genoma del huésped. La célula vegetal transformada
resultante puede usarse entonces para regenerar una planta transformada de una manera conocida por los expertos
en la técnica.

La transformacion de una especie vegetal es ahora una técnica bastante rutinaria. Ventajosamente, puede usarse
cualquiera de varios métodos de transformacién para introducir el gen de interés en una célula antecesora
adecuada. Los métodos de transformacion incluyen el uso de liposomas, electroporacion, productos quimicos que
aumentan la captaciéon de ADN libre, inyeccion del ADN directamente en la planta, bombardeo con pistola de
particulas, transformacién usando virus o polen y microproyeccion. Los métodos pueden seleccionarse del método
de calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F.A. et al., 1882, Nature 296, 72-74; Negrutiu |. et al., junio de
1987, Plant Mol. Biol. 8, 363-373); electroporacion de protoplastos (Shillito R.D. et al., 1985 Bio/Technol 3, 1099-
1102); microinyeccion en material vegetal (Crossway A. et al., 1986, Mol. Gen Genet 202, 179-185); bombardeo con
particulas recubiertas con ARN o ADN (Klein T.M. et al., 1987, Nature 327, 70) infeccion con virus (no integrativos) y
similares. Se producen preferiblemente plantas de arroz transgénicas que sobreexpresan un gen GRUBX por medio
transformacion mediada por Agrobacterium usando cualquiera de los métodos bien conocidos para la transformacion
de arroz, tal como se describe en cualquiera de los siguientes: solicitud de patente europea publicada EP 1198985
A1, Aldemita y Hodges (Planta, 199, 612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol. Biol. 22 (3) 491-506, 1993), Hiei et al.
(Plant J. 6 (2) 271-282, 1994). En el caso de transformacion de maiz, el método preferido es tal como se describe en
o bien Ishida et al. (Nat. Biotechnol. 1996 Jun; 14(6): 745-50) o bien Frame et al. (Plant Physiol. Mayode 2002;
129(1): 13-22).

Generalmente tras la transformacion, se seleccionan células vegetales o agrupaciones celulares para detectar la
presencia de uno o mas marcadores que se codifican por genes expresables en plantas transferidos conjuntamente
con el gen de interés, tras lo que se regenera el material transformado dando una planta completa.

Tras la transferencia y regeneracion del ADN, pueden evaluarse las plantas supuestamente transformadas, por
ejemplo usando andlisis de tipo Southern, para detectar la presencia del gen de interés, el numero de copias y/o la
organizacion genomica. Alternativa o adicionalmente, los niveles de expresion del ADN recién introducido pueden
monitorizarse usando analisis de tipo Northern y/o Western, siendo ambas técnicas bien conocidas por los expertos
habituales en la técnica.

Las plantas transformadas generadas pueden propagarse mediante una variedad de medios, tales como mediante
propagacion clonal o técnicas de cria clasicas. Por ejemplo, una planta transformada de primera generacion (o T1)
pueden autofecundarse para dar transformantes de segunda generacién (o T2) homocigotos, y las plantas T2
propagarse adicionalmente a través de técnicas de cria clasicas.

Los organismos transformados generados pueden tomar una variedad de formas. Por ejemplo, pueden ser quimeras
de células transformadas y células no transformadas; transformantes clonales (por ejemplo, todas las células
transformadas para que contengan el casete de expresién); injertos de tejidos transformados y no transformados
(por ejemplo, en plantas, un rizoma transformado injertado en un esqueje no transformado). La presente invencion
se extiende claramente a cualquier célula vegetal o planta producida por cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento, y a todas las partes de la planta, propagulos y progenie de la misma. El término “planta” tal
como se usa en el presente documento abarca plantas completas, antecesores y progenie de las plantas, partes de
la planta, células vegetales, tejidos y 6rganos. El término “planta” también abarca por tanto cultivos en suspension,
embriones, regiones meristematicas, tejido calloso, hojas, flores, frutos, semillas, raices (incluyendo rizomas y
tubérculos), brotes, bulbos, tallos, gametofitos, esporofitos, polen y microsporas. Las plantas que son
particularmente utiles en los métodos de la invencion incluyen algas, helechos y todas las plantas que pertenecen a
la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, incluyendo pasto o
leguminosas forrajeras, plantas ornamentales, cultivos alimenticios, arboles o arbustos seleccionados de la lista que
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comprende Abelmoschus spp., Acer spp., Actinidia spp., Agropyron spp., Allium spp., Amaranthus spp., Ananas
comosus, Annona spp., Apium graveolens, Arabidopsis thaliana, Arachis spp, Artocarpus spp., Asparagus officinalis,
Avena sativa, Averrhoa carambola, Benincasa hispida, Bertholletia excelsea, Beta vulgaris, Brassica spp., Cadaba
farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Carica papaya, Carissa macrocarpa, Carthamus
tinctorius, Carya spp., Castanea spp., Cichorium endivia, Cinnamomum spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Cocos
spp., Coffea spp., Cola spp., Colocasia esculenta, Corylus spp., Crataegus spp., Cucumis spp., Cucurbita spp.,
Cynara spp., Daucus carota, Desmodium spp., Dimocarpus longan, Dioscorea spp., Diospyros spp., Echinochloa
spp., Eleusine coracana, Eriobotrya japonica, Eugenia uniflora, Fagopyrum spp., Fagus spp., Ficus carica, Fortunella
spp., Fragaria spp., Ginkgo biloba, Glycine spp., Gossypium hirsutum, Helianthus spp., Hibiscus spp., Hordeum spp.,
Ipomoea batatas, Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lemna spp., Lens culinaris, Linum usitatissimum,
Litchi chinensis, Lotus spp., Luffa acutangula, Lupinus spp., Macrotyloma spp., Malpighia emarginata, Malus spp.,
Mammea americana, Mangifera indica, Manihot spp., Manilkara zapota, Medicago sativa, Melilotus spp., Mentha
spp., Momordica spp., Morus nigra, Musa spp., Nicotiana spp., Olea spp., Opuntia spp., Ornithopus spp., Oryza spp.,
Panicum miliaceum, Passiflora edulis, Pastinaca sativa, Persea spp., Petroselinum crispum, Phaseolus spp.,
Phoenix spp., Physalis spp., Pinus spp., Pistacia vera, Pisum spp., Poa spp., Populus spp., Prosopis spp., Prunus
spp., Psidium spp., Punica granatum, Pyrus communis, Quercus spp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum,
Ribes spp., Rubus spp., Saccharum spp., Sambucus spp., Secale cereale, Sesamum spp., Solanum spp., Sorghum
bicolor, Spinacia spp., Syzygium spp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, Trifolium spp., Triticosecale rimpaui,
Triticum spp., Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Vitis spp., Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus spp., entre
otras.

Segun una caracteristica preferida de la presente invencion, la planta es una planta de cultivo que comprende soja,
girasol, canola, alfalfa, colza o algoddn. Preferiblemente de manera adicional, la planta segun la presente invencion
es una planta monocotiledonea tal como cafia de azucar, lo mas preferiblemente un cereal, tal como arroz, maiz,
trigo, mijo, cebada, centeno, sorgo o avena. Sin embargo, se prevé que los métodos de la presente invencion
pueden aplicarse a una amplia variedad de plantas, puesto que la conservacion de dominios entre los homadlogos de
GRUBX eucariota conocidos sugiere una funcion igualmente conservada en el metabolismo celular.

Ventajosamente, la realizacion de los métodos segun la presente invencién da como resultado plantas que tienen
una produccion de semillas mejoradas con respecto a plantas de tipo natural correspondientes.

La presente invencion se refiere a métodos para mejorar el indice de cosecha.

El indice de cosecha mejorado se expresa como una razén de la biomasa total con respecto a la producciéon de
partes cosechables, tales como semillas; o peso de mil granos. Segun la presente invencion, la realizacion de los
métodos segun la presente invencion da como resultado plantas que tienen un aumento en la produccion de
semillas, con respecto a plantas de control. Por tanto, segun la presente invencion, se proporciona un método para
aumentar la produccion de semillas, método que comprende introducir y sobreexpresar una secuencia de acido
nucleico que codifica para una proteina GRUBX tal como se definié anteriormente, preferiblemente en el que la
proteina GRUBX se codifica por una secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 1 o en el que la
proteina GRUBX se representa por SEQ ID NO: 2. Alternativamente, la GRUBX puede codificarse por una
secuencia de acido nucleico representada por cualquiera de MIPS No. At2g01650, SEQ ID NO: 3, o en el que la
GRUBX se representa por cualquiera de SPTrEMBL Q9ZU93, SEQ ID NO: 4.

Los métodos de la presente invencion son favorables para aplicarse a plantas de cultivo debido a que los métodos
de la presente invencidn se usan para aumentar la producciéon de semillas de una planta. Por tanto, los métodos de
la presente invenciéon son particularmente utiles para plantas de cultivo cultivadas por sus semillas, tales como
cereales. Por consiguiente, una realizacion particular de la presente invencion se refiere a un método para aumentar
la produccién de semillas de un cereal.

Se produce un aumento en la produccién y/o el crecimiento ya esté la planta en condiciones no estresantes o se
exponga la planta a diversos estreses en comparacion con plantas de control. Las plantas normalmente responden a
la exposicion al estrés creciendo méas lentamente. En condiciones de estrés agudo, la planta puede incluso detener
su crecimiento completamente. El estrés leve se define por otro lado en el presente documento como cualquier
estrés al que se expone una planta que no da como resultado el cese del crecimiento de la planta completamente
sin la capacidad de reanudar el crecimiento. Debido a los avances en las practicas agricolas (irrigacion, fertilizacion,
tratamientos con pesticidas), no se encuentra a menudo estrés agudo en plantas de cultivo cultivadas. Como
consecuencia, el crecimiento comprometido inducido por el estrés leve es a menudo una caracteristica indeseable
para la agricultura. El estrés leve son los estreses tipicos a los que puede estar expuesta una planta. Este estrés
puede ser el estrés bidtico y/o abidtico diario (medioambiental) al que esta expuesta una planta. Los estreses
abiodticos o medioambientales tipicos incluyen estreses por temperatura provocados por temperaturas frias/de
congelaciéon o calidas atipicas, estrés salino, estrés por agua (sequia o exceso de agua). Los estreses abitticos
también pueden provocarse por productos quimicos. Estreses bidticos son normalmente los estreses provocados
por patégenos, tales como bacterias, virus, hongos o insectos.
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La presente invencion también se refiere al uso de un acido nucleico que codifica para una proteina GRUBX en la
mejora de la produccion de semillas de plantas. La presente invencién también se refiere al uso de una proteina
GRUBX en la mejora de la produccion de semillas de plantas. La secuencia de acido nucleico es preferiblemente tal
como se representa por SEQ ID NO: 1, 3, 6 6, o codifica para una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
IDNO: 2,4,7.

La presente invencion se describira ahora con referencia a las siguientes figuras en las que:

Figura 1a. Arbol filogenético que representa proteinas de Arabidopsis thaliana y proteinas de referencia animales
que comprenden un dominio UBX, tal como se reconoce mediante la herramienta SMART. Las proteinas humanas
se representan por sus numeros de registro de GenBank NP_079517 (dominio UBX de Homo sapiens que contiene
1 (UBXD1)), AAP97263 (ARNm del factor proteico asociado a Fas FAF1 de Homo sapiens), NP_005662
(reproduccion 8 de Homo sapiens (D8S2298E), REP8) y una proteina de rata mediante NP_114187 (proteina p47 de
Rattus norvegicus). Los otros identificadores (excepto para SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4 y SEQ ID NO 7) tienen
numeros de registro de GenBank o SPTrEMBL para proteinas de Arabidopsis thaliana.

Figura 1b. Arbol filogenético que representa proteinas vegetales que comprenden un dominio PUG, tal como se
reconoce mediante la herramienta SMART. Se comparan SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 4 con proteinas de
Arabidopsis thaliana (nUmeros de registro de SPTrEMBL Q9ZU93 (proteina expresada), Q9FKI1 (similitud con la
metaloproteinasa de zinc), Q9MAT3 (proteina F13M7.16), Q9FKC7 (ADN gendmico, cromosoma 5, clon TAC:
K24G6), Q9SF12 (proteina hipotética), Q9C5S2 (endorribonucleasa/proteina cinasa IRE1), Q8RX75
(AT5g24360/K16H17_7), Q94IG5 (homologo-1 de Ire1)), y con la proteina de arroz SPTrEMBL Q7XIT1 (Oslre1p).

Figura 2a. Definicion de los dominios UBX1 y PUG por sus secuencias consenso (base de datos SMART).
CONSENSO/50%, respectivamente /65% y /80% son las secuencias de consenso para el 50, 65 y 80% superiores
de las secuencias de referencia que comprenden el dominio UBX1 o PUG. Las letras mayusculas son los cddigos de
la IUPAC de una unica letra convencionales para los diversos aminoacidos, las otras letras simbolizan la naturaleza
de los aminoécidos tal como se explica resumidamente a continuacion:

Clase Clave Residuos

Alcohol 0 S, T

Alifatico | 1LV

Cualquier . A,C,D,EF,GH,IKLMNPQR,STVWY
Aromatico a F,HW,)Y

Cargado c D,E,H KR

Hidréfobo h A,C,F,GH,LKLM,R,T,V,W,Y
Negativo - D,E

Polar p C,D,E,H,K,N,Q,R,S, T
Positivo + H,K,R

Pequefio s A,C,D,G,N,P,S, T,V

Diminuto u AG,S

Giro t A,C,D,E,GHKN,Q,R,S,T

Figura 2b. Secuencias de los dominios UBX y PUG presentes en SEQ ID NO 2 y en Q9ZU93.

Figura 2c. Alineacion de Q9ZU93 y SEQ ID NO 2, dominios PUG subrayados, dominios UBX en negrita.

Figura 2d. Alineacién de SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 4, dominios PUG subrayados, dominios UBX en negrita.
Figura 2e. Alineacion de SEQ ID NO 4 y SEQ ID NO 7, dominios PUG subrayados, dominios UBX en negrita.

Figura 3. Presentacion esquematica del clon p77 de entrada, que contiene CDS0669 dentro de los sitios AttL1 y
AttL2 para clonacion Gateway® en la estructura principal de pDONR201. CDS0669 es el cddigo interno de la
secuencia codificante de GRUBX de tabaco. Este vector contiene también un casete de resistencia a kanamicina
bacteriano y un origen bacteriano de replicacion.

Figura 4. Vector binario para la expresion en Oryza sativa del gen GRUBX de tabaco (CDS0669) bajo el control del

promotor de prolamina (PRO0090) Este vector contiene un T-ADN derivado del plasmido Ti, limitado por un borde
izquierdo (repeticion de LB, LB Ti C58) y un borde derecho (repeticion de RB, RB Ti C58)). Del borde izquierdo al
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borde derecho, este T-ADN contiene: un casete para la seleccion por antibidticos de plantas transformadas; un
casete para la seleccidn visual de plantas transformadas; el casete terminador doble PRO0090 CDS0669-zeina y
rbcS-deltaGA para la expresion del gen GRUBX de tabaco. Este vector también contiene un origen de replicacion de
pBR322 para la replicacion bacteriana y un marcador seleccionable (Spe/SmeR) para la seleccion bacteriana con
espectinomicina y estreptomicina.

Figura 5. Ejemplos de secuencias Uutiles en la presente invencion. SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 son las secuencias
del acido nucleico GRUBX y la proteina GRUBX respectivamente que se usaron en los ejemplos. SEQ ID NO: 3 y
SEQ ID NO: 4 representan la secuencia codificante y la secuencia de proteina del ortélogo de GRUBX de la caia de
azucar, SEQ ID NO: 5 es la secuencia del casete de expresion que se usoé en las plantas de arroz transformadas,
SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 representan la secuencia codificante respectivamente y la secuencia de proteina del
ortélogo de GRUBX de arroz

Ejemplos

La presente invencion se describirda ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que son a modo de ilustracion
solo.

Manipulacién del ADN: a menos que se establezca lo contrario, se realizan técnicas de ADN recombinante segun
protocolos convencionales descritos en (Sambrook (2001) Molecular Clonacion: a laboratory manual, 32 edicién Cold
Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los volimenes 1y 2 de Ausubel et al. (Current Protocols in
Molecular Biology. Nueva York: John Wiley y Sons, 1998). Se describen materiales y métodos convencionales para
el trabajo molecular con plantas en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado por BIOS
Scientific Publications Ltd (RU) y Blackwell Scientific Publications (RU).

Ejemplo 1: Clonacion de la secuencia CDS0669
Clonacién del fragmento del gen GRUBX a partir de tabaco

Se realizd un experimento de ADNc-AFLP en un cultivo celular BY2 de tabaco sincronizado (Nicotiana tabacum L.
cv. Bright Yellow-2), y se eligieron etiquetas de secuencia expresada de BY2 que estaban moduladas por el ciclo
celular para la clonacion adicional. Se usaron las etiquetas de secuencia expresada para seleccionar una biblioteca
de ADNCc de tabaco y para aislar el ADNc de longitud completa de interés, concretamente uno que codifica para el
gen GRUBX (CDS0669).

Sincronizacién de células BY2.

Se sincronizdé una suspension celular cultivada de BY2 de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow-2)
mediante células que se bloqueaban en la fase S temprana con afidicolina tal como sigue. Se mantuvo la
suspensioén celular de Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 tal como se describié (Nagata et al. Int. Rev. Cytol.
132, 1-30, 1992). Para la sincronizacion, se diluyd un cultivo estacionario de 7 dias de edad 10 veces en medio
fresco complementado con afidicolina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 5 mg/l), un farmaco inhibidor de ADN-
polimerasa a. Tras 24 h, se liberaron las células del bloqueo mediante varios lavados con medio fresco tras lo cual
se reanudo su progresion en el ciclo celular.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc.

Se prepard ARN total usando precipitacion con LiCl (Sambrook et al, 2001) y se extrajo ARN poli(A+) a partir de
500 ng de ARN total usando columnas Oligotex (Qiagen, Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.
Partiendo de 1 ug de ARN poli(A+), se sintetizd6 ADNc de primera cadena mediante transcripcion inversa con un
cebador de oligo-dTys biotinilado (Genset, Paris, Francia) y Superscript Il (Life Technologies, Gaithersburg, MD). Se
realizé la sintesis de la segunda de cadena mediante desplazamiento de cadena con ligasa de Escherichia coli (Life
Technologies), ADN-polimerasa 1*(USB, Cleveland, OH) y ARNasa-H (USB).

Analisis de ADNc-AFLP.

Se us6 quinientos ng de ADNc bicatenario para analisis de AFLP tal como se describié (Vos et al., Nucleic Acids
Res. 23 (21) 4407-4414, 1995; Bachem et al., Plant J. 9 (5) 745-53, 1996) con modificaciones. Las enzimas de
restriccion usadas fueron BstY| y Msel (Biolabs) y se realiz6 la digestién en dos etapas separadas. Tras la primera
digestiéon de restriccion con una de las enzimas, se atraparon los fragmentos de extremo 3’ en perlas Dyna (Dynal,
Oslo, Noruega) por medio de su cola biotinilada, mientras que los otros fragmentos se eliminaron con el lavado. Tras
la digestion con la segunda enzima, se recogieron los fragmentos de restriccion liberados y se usaron como moldes
en las etapas de AFLP posteriores. Para las amplificaciones previas, se combind un cebador de Msil sin nucleétidos
selectivos con un cebador de BstY| que contenia o bien una T o bien una C como nucleétido mayoritario en 3. Las

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2372938 T3

condiciones de PCR fueron tal como se describe (Vos et al., 1995). Se diluyeron las mezclas de amplificacion
obtenidas 600 veces y se usaron 5 ul para amplificaciones selectivas usando un cebador de BstY| marcado con p3
y la polimerasa Amplitag-Gold (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica). Se separaron los productos de amplificacién
en geles de poliacrilamida al 5% usando el sistema Sequigel (Biorad). Se expusieron los geles secos a peliculas
Kodak Biomax asi como se escanearon en un instrumento Phosphorimager (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, RU).

Caracterizacion de los fragmentos de AFLP.

Se aislaron del gel bandas que correspondian a transcriptos expresados de manera diferente, entre los que estaba
el transcripto (parcial) que correspondia a SEQ ID NO 1 (o CDS0669), y volvié a amplificarse el ADN eluido en las
mismas condiciones que para la amplificacion selectiva. Se obtuvo la informacion de secuencia o bien mediante
secuenciacion directa del producto de reaccién en cadena de la polimerasa reamplificado con el cebador de BstYI
selectivo o bien tras la clonacion de los fragmentos en pGEM-T easy (Promega, Madison, WI) y secuenciacion de
clones individuales. Se compararon las secuencias obtenidas frente a secuencias de nucleétidos y proteinas
presentes en la base de datos publicamente disponible mediante alineaciones de secuencias BLAST (Altschul et al.,
Nucleic Acids Res. 25 (17) 3389-3402 1997). Cuando estaban disponibles, se reemplazaron las secuencias de
etigueta por EST mas largos o secuencias de ADNc aisladas para aumentar la posibilidad de encontrar una
homologia significativa. El clon de ADNc fisico que correspondia a SEQ ID NO 1 (CDS0669) se amplificd
posteriormente de una biblioteca de ADNc de tabaco comercial tal como sigue:

Clonacién del gen GRUBX (CDS0669)

Se prepard una biblioteca de ADNc con un tamafio promedio de insertos de 1.400 pb de ARN poli(A+) aislado de
células de tabaco BY2 no sincronizadas, en division activa. Se clonaron estos insertos de biblioteca en el vector
pCMVSPORT®6.0, que comprende un casete attB Gateway (Life Technologies). De esta biblioteca, se seleccionaron
46.000 clones, se dispusieron en placas de microtituracion de 384 pocillos y se colocaron posteriormente por
duplicado en filtros de nailon. Se seleccionaron los clones dispuestos usando conjuntos de varios cientos de
etiguetas marcadas radiactivamente como sondas (incluyendo la etiqueta BY2 que corresponde a la secuencia
CDS0669, SEQ ID NO 1). Se aislaron clones positivos (entre los que estaba el clon que correspondia a CDS0669,
SEQ | NO 1), se secuenciaron y se alinearon con la secuencia de etiqueta. Cuando la hibridizacion con la etiqueta
fallaba, se seleccion6 el ADNc de longitud completa que correspondia a la etiqueta mediante amplificacion por PCR:
se disefiaron cebadores especificos de etiqueta usando el programa primer3 (http://www-genoma.wi.mit.edu/genoma
software/other/primer3.html) y se usaron en combinacién con un cebador de vector comun para amplificar insertos
de ADNCc parciales. Se usaron conjuntos de ADN de 50.000, 100.000, 150.000 y 300.000 clones de ADNc como
moldes en las amplificaciones por PCR. Se aislaron entonces los productos de amplificacion de geles de agarosa, se
clonaron, se secuenciaron y se alined su secuencia con las de las etiquetas. A continuacion, se cloné el ADNc de
longitud completa que correspondia a la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO 1 del vector de biblioteca
pCMVsport6.0 en pDONR201, un vector donador Gateway® (Invitrogen, Paisley, RU) por medio de una reaccién LR,
dando como resultado el clon de entrada p77 (figura 3).

Ejemplo 2: Construccion del vector

Se uso posteriormente el clon de entrada p77 en una reaccién LR con p0830, se usé un vector de destinacién para
la transformacion de Oryza sativa. Este vector contenia como elementos funcionales dentro de los bordes de T-ADN:
un marcador seleccionable vegetal; un casete de expresion de marcador visual; y un casete Gateway destinado a
recombinacion LR in vivo con la secuencia de interés ya clonada en el clon de entrada. Un promotor de prolamina
para la expresion preferida en semillas (PRO0090) estaba en el sentido de 5’ de este casete Gateway. Tras la etapa
de recombinacion LR, se transformé el vector de expresion resultante p72 (figura 4) en la cepa de Agrobacterium
LBA4404 y posteriormente en plantas de Oryza sativa.

Ejemplo 3: Transformacién de arroz con el constructo PRO0090-CDS0669

Se descascarillaron semillas secas maduras de Oryza sativa japonica cultivar Nipponbare. Se realizé la esterilizacion
incubando las semillas durante un minuto en etanol al 70%, seguido por 30 minutos en HgCl, al 0,2% y mediante 6
lavados de 15 minutos con agua destilada estéril. Entonces se hicieron germinar las semillas estériles en un medio
que contenia 2,4-D (medio de inducciéon de callos). Tras una incubacion de 4 semanas en la oscuridad, se
escindieron callos derivados del escutelo, embriogénicos y se propagaron en el mismo medio. Dos semanas
después, se multiplicaron los callos o se propagaron mediante subcultivo en el mismo medio durante otras 2
semanas. 3 dias antes del cocultivo, se subcultivaron trozos de callos embriogénicos en medio fresco para estimular
la actividad de division celular. Se usé la cepa de Agrobacterium LBA4414 que albergaba el vector binario p72 para
el cocultivo. Se cultivo la cepa de Agrobacterium durante 3 dias a 28°C en medio AB con los antibidticos apropiados.
Se recogieron entonces las bacterias y se suspendieron en medio de cocultivo liquido a una DOsop de
aproximadamente 1. Se transfirid la suspension a una placa de Petri y se sumergieron los callos en la suspension
durante 15 minutos. A continuacion, se secaron los tejidos callosos en un papel de filtro, se transfirieron a un medio
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de cocultivo solidificado y se incubaron durante 3 dias en la oscuridad a 25°C. Después de eso, se hicieron crecer
callos cocultivados en medio que contenia 2,4-D durante 4 semanas en la oscuridad a 28°C en presencia de un
agente selectivo a una concentracion adecuada. Durante este periodo, se desarrollaron islas callosas resistentes en
crecimiento rapido. Tras la transferencia de este material a un medio de regeneracion y la incubacién en la luz, se
liber6 el potencial embriogénico y se desarrollaron brotes en las siguientes cuatro a cinco semanas. Se escindieron
los brotes de los callos y se incubaron durante de 2 a 3 semanas en un medio que contenia auxina del que se
transfieren al suelo. Se hicieron crecer los brotes endurecidos bajo alta humedad y dias cortos en un invernadero.
Finalmente, se cosecharon las semillas de tres a cinco meses tras el transplante. El método produjo transformantes
de locus unico a una tasa superior al 50% (Aldemita y Hodges, Plant 199, 612-617, 1996; Chan et al., Plant Mol.
Biol. 22(3), 491-506, 1993; Hiei et al., Plant J. 6(2), 271-282, 1994).

Ejemplo 4: Evaluacién de arroz transgénico transformado con el constructo PRO0090-CDS0669

Se generaron de aproximadamente 15 a 20 transformantes de arroz TO independientes. Se transfirieron los
transformantes primarios de las camaras de cultivo de tejido a un invernadero para el crecimiento y la cosecha de
semilla T1. Se conservaron 6 acontecimientos, de los que la progenie T1 segregd 3:1 para presencia/ausencia del
transgén. Para cada uno de estos acontecimientos, se seleccionaron aproximadamente 10 plantulas T1 que
contenian el transgén (hetero y homocigotas), y aproximadamente 10 plantulas T1 que carecian del transgén
(nulicigotos), monitorizando la expresion del marcador visual. Se evaluaron varios parametros relacionados con el
crecimiento vegetativo y la produccién de semillas y se analizaron estadisticamente todos los datos tal como se
explica acontinuacion:

Andlisis estadistico: prueba de la ty prueba F:

Se us6 un ANOVA de dos factores (analisis de variantes) como modelo estadistico para la evaluacion global de las
caracteristicas fenotipicas de la planta. Se llevé a cabo una prueba F sobre todos los parametros medidos de todas
las plantas de todos los acontecimientos transformados con el gen de la presente invencion. Se lleva a cabo la
prueba F para comprobar el efecto del gen sobre todos los acontecimientos de transformacion y para verificar el
efecto global del gen, también denominado en el presente documento “efecto génico global”. Si el valor de la prueba
F muestra que los datos son significativos, entonces se concluye que existe un efecto “génico”, lo que significa que
no solo la presencia o la posicion del gen provoca las diferencias en el fenotipo. El umbral para la significacion para
un efecto génico verdadero global se fija al nivel de probabilidad del 5% para la prueba F.

4.1 Mediciones del crecimiento vegetativo:

Se transfirieron las plantas T1 seleccionadas (aproximadamente 10 con el transgén y aproximadamente 10 sin el
transgén) a un invernadero. Cada planta recibi6 una etiqueta de codigo de barras unica para vincular
inequivocamente los datos de fenotipado con la planta correspondiente. Se hicieron crecer en el suelo plantas T1
seleccionadas en macetas de 10 cm de diametro bajo los siguientes parametros medioambientales: fotoperiodo =
11,5 h, intensidad de luz diurna = 30.000 lux o mas, temperatura diurna = 28°C o superior, temperatura nocturna =
22°C, humedad relativa = 60-70%. Se hicieron crecer las plantas transgénicas y los nulicigotos correspondientes
lado a lado en posiciones aleatorias. Desde la fase de siembra hasta la fase de madurez cada planta se pasoé varias
veces a través de una cabina de obtencion de imagenes digitales y se obtuvieron imagenes. En cada punto de
tiempo, se tomaron imagenes digitales (2048x1536 pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos
6 angulos diferentes. Pueden deducirse varios pardametros de una forma automatizada a partir de todas las
imagenes digitales de todas las plantas, usando software de analisis de imagen.

4.2 Mediciones de parametros relacionados con las semillas:

Se cosecharon las paniculas primarias maduras, se guardaron en bolsas, se marcaron con codigos de barras y
entonces se secaron durante tres dias en el horno a 37°C. Entonces se trillaron las paniculas y se recogieron todas
las semillas y se contaron. Se separaron las cascaras llenas de las vacias usando un dispositivo de soplado de aire.
Se desecharon las cascaras vacias y se contd de nuevo la fraccion restante. Se pesaron las cascaras llenas en una
balanza analitica. Este procedimiento permite deducir un conjunto de parametros relacionados con las semillas.

indice de cosecha de plantas

El indice de cosecha en la presente invencién se define como la razén entre la produccion de semillas total y el area
por encima del suelo (mmz), multiplicado por un factor 10°. Se midio la produccién de semillas total por planta
pesando todas las cascaras llenas cosechadas de una planta tal como se describié anteriormente. Se determind el
area por encima del suelo de la planta contando el nimero total de pixeles de las imagenes digitales de partes de la
planta por encima del suelo diferenciadas del fondo. Se promedié este valor para las fotografias tomadas en el
mismo punto de tiempo desde los diferentes angulos y se convirtié en un valor de superficie expresado en mm
cuadrados mediante calibracion. Los experimentos mostraron que el area de la planta por encima del suelo medida
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de esta manera se correlaciona con la biomasa de las partes de la planta por encima del suelo.

Se confirmaron los datos obtenidos en el primer experimento en un segundo experimento con plantas T2. Se
seleccionaron tres lineas que tenian el patrén de expresion correcto para andlisis adicionales. Se seleccionaron lotes
de semillas de las plantas positivas (tanto hetero como homocigotas) en T1, monitorizando la expresion del
marcador. Para cada acontecimiento escogido, se conservaron entonces los lotes de semillas heterocigotas para la
evaluacion T2. En cada lote de semillas se hizo crecer un numero igual de plantas positivas y negativas en el
invernadero para la evaluacion.

Se evalud un numero total de 120 plantas transformadas con GRUBX en la generacion T2, es decir, 40 plantas por
acontecimiento de las cuales 20 eran positivas para el transgén y 20 negativas.

Debido a que se han llevado acabo dos experimentos con acontecimientos solapantes, se realiz6 un analisis
combinado. Esto es util para comprobar la consistencia de los efectos a lo largo de los dos experimentos, y si este
es el caso, para acumular pruebas a partir de ambos experimentos con el fin de aumentar la confianza de la
conclusion. EI método usado era una aproximacion de modelo mixto que tiene en cuenta la estructura multinivel de
los datos (es decir experimento — acontecimiento - segregantes). Se obtuvieron valores de P comparando pruebas
de razén de probabilidad con distribuciones de chi cuadrado.

En un primer experimento, se evaluaron seis lineas en la generacién T1. Hubo un aumento promedio del indice de
cosecha y dos lineas tuvieron un aumento significativo del 50% o mas en comparacion con las lineas nulicigotas
(Tabla 2).

Tabla 2: Evaluacién de los dos acontecimientos T1 con mejor rendimiento

indice de cosecha :

Linea TR nul. dif. % de dif. Valor de p
10 74,9 49,9 24,97 | 50 0,039

4 35 21,7 13,28 | 61 0,0656

Se facilitan valores absolutos medios de las mediciones del indice de cosecha para las lineas transgénicas (TR) y
plantas de control (nul.) en la generaciéon T1 en las columnas 2 y 3, la diferencia absoluta en la columna 4 y la
diferencia en % en la columna 5, la significacion, expresada como valor de p obtenido en una prueba de la t, se
facilita en la columna 6.

Se confirmaron los resultados obtenidos para la generacion T1 en la generaciéon T2; el aumento promedio para el
indice de cosecha era del 13% y una prueba F mostré que este aumento era significativo (valor de p de 0,0447).
Ademas, se volvieron a evaluar estos datos de T2 en un andlisis combinado con los resultados para la generacion
T1, y el valor de p obtenido a partir de una prueba F mostré de nuevo que los efectos observados eran significativos
(valor de p 0,0181).
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<130> CD-107-PCT

<151> 17-12-2003

<151> 22-12-2003
<160> 7

<210>1

<211> 1380

<212> ADN

<400> 1

atgggtgaca
ggtaagttta
catgtcaata
acaaaaactt
attcagttca
tctgggaaga
ggtagtggtt
gaagtgtctt
tgtgttagtg
ttgttaaaga
aatccaaaaa
gttggatttg
gaagaacaac
gagttggcgt
agacagattc
gattccttct
aaattagaag
gcaagaaaga
caaggtgtct
ttaaaggaac
attccccatt
cctgcagctce
tgtaatgagc

<210> 2
<211> 459
<212> PRT

<400> 2

LISTA DE SECUENCIAS
<110> CropDesign N.V.

<150> documento EP 03104764.0

<150> documento US 60/531.866

<170> Patentln version 3.3

<213> Nicotiana tabacum

tgaaggataa
aaggccaagg
atttttcatc
cgcctcaaaa
acaaaagtga
gaaacccaaa
ttgtttctga
ctaatttggg
catatgtttc
atattgtgaa
taaaaggtgc
agttgaaaga
ttgttatgct
ccttatccca
gagtgttctt
ttaacctctc
attccaaatt
agtacacaaa
ttctaccttc
caagcttaga
ttccagctgce
tactcaaatt
ttctrtgaaat

<213> Nicotiana tabacum
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agtcaaaggg
tagggttttg
acatccccta
accaagtaat
atcaaaggat
agggtattca
agaagaggtg
agttgaaagt
agggaagccc
ggaaccagag
tataggtgat
agaaggtggg
taagaatgta
agttaaggcg
ttctgttcce
acgtgaggaa
attgattcct
atccattatc
ggagccaact
gttcgaattg
tggggagagg
taaacctatc
tagcgagccc

ttcatgaaaa
ggtggttcat
aatacaaggc
tctgatcaaa
ggttttgatc
cttactaatg
tcaactcata
aaagttgaag
tcagaagggt
aatgccaagt
gttgtaggag
gaaatttggg
gtttcactct
agtgaaccag
gagagcgtag
ttgagaagag
aaatcttatc
cgtgtacagt
agtgctcttt
ttacatccgg
gctgtaacag
gaaacagatt
ctcgagaccg

aagtcacatc
cttcttcagg
aagatcaaca
gaattgagaa
catttggtga
tgtttgaatg
ttgatagctg
ttaaaagtga
cagttgaagt
ttaggaaaat
gagtggagct
ctgtgatgga
tggaaccgaa
ttgagccgaa
cagcaaaaat
aagcagagat
gggaaaagca
ttccagatgg
atgagtttgt
tgcttgttaa
ttgaagagga
ctgttgtttt
gatcagttgc

ttcttecttca
accctcaaat
accttcatat
tatatgtgaa
attagtcact
ccctgtcectgt
tttaagttct
attggaaaca
ggtcattaag
aaggatgggg
attggaattt
tgttccttct
gaaggttgaa
gaagattgat
tgagctacct
gaggaagaag
ggcaaaagct
agcattgctt
gagcgcagceg
aaagcgggtg
ggatttggtt
tactggtctt
ttcctcgtaa

<120> Plantas que tienen caracteristicas de crecimiento modificadas y método para preparar las mismas

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

Met Gly Asp Met Lys Asp Lys Val Lys Gly Phe Met Lys Lys Val Thr

1

5

10

15

Ser Ser Ser Ser Gly Lys Phe Lys Gly Gln Gly Arg Val Leu Gly Gly

15



Ser

Pro

Pro

65

Ile

Glu

Asn

Glu

Asn

145

Cys

Val

Lys

Gly

Leu

225

Glu

Lys

Pro

Val

Asn

305

Lys

Ser

Leu

50

Gln

Gln

Leu

Val

Val

130

Leu

Val

Val

Phe

Asp

210

Lys

Glu

Lys

Val

Pro

290

Leu

Leu

Ser

35

Asn

Lys

Phe

Val

Phe

115

Ser

Gly

Ser

Ile

Arg

195

Val

Glu

Gln

Val

Glu

275

Glu

Ser

Glu

20

Serx

Thr

Pro

Asn

Thr

100

Glu

Thr

Val

Ala

Lys

180

Lys

Val

Glu

Leu

Glu

260

Pro

Ser

Arg

Asp

Gly

Arg

Ser

Lys

85

Ser

Cys

His

Glu

Tyr

165

Leu

Ile

Gly

Gly

Val

245

Glu

Lys

Val

Glu

Ser
325

ES 2372938 T3

Pro

Gln

Asn

70

Ser

Gly

Pro

Ile

Ser

150

Val

Leu

Arg

Gly

Gly

230

Met

Leu

Lys

Ala

Glu

310

Lys

Ser

Asp

55

Ser

Glu

Lys

Val

Asp

135

Lys

Ser

Lys

Met

val

215

Glu

Leu

Ala

Ile

Ala

295

Leu

Leu

Asn

40

Gln

Asp

Ser

Arg

Cys

120

Ser

Val

Gly

Asn

Gly

200

Glu

Ile

Lys

Ser

Asp

280

Lys

Arg

Leu

25
His

Gln

Gln

Lys

Asn

105

Gly

Cys

Glu

Lys

Ile

185

Asn

Leu

Trp

Asn

Leu

265

Arg

Ile

Arg

Ile

16

Val

Pro

Arg

Asp

Pro

Ser

Leu

Val

Pro

170

Val

Pro

Leu

Ala

Val

250

Ser

Gln

Glu

Glu

Pro
330

Asn
Ser
Ile
75

Gly

Lys

Ser

Lys

155

Ser

Lys

Lys

Glu

Val

235

val

Gln

Ile

Leu

Ala

315

Lys

Asn
Tyr
60

Glu
Phe
Gly
Phe
Ser
140
Ser
Glu
Glu
Ile
Phe
220
Met
Ser
Val
Arg
Pro
300

Glu

Ser

Phe

45

Thr

Asn

Asp

Tyr

Val

125

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

205

val

Asp

Leu

Lys

Val

285

Asp

Met

Tyr

30

Ser

Lys

Ile

Pro

Ser

110

Ser

Val

Leu

Ser

Glu

190

Gly

Gly

Val

Leu

Ala

270

Phe

Ser

Arg

Arg

Ser

Thr

Cys

Phe

95

Leu

Glu

Ser

Glu

Val

175

Asn

Ala

Phe

Pro

Glu

255

Ser

Phe

Phe

Lys

Glu
335

His

Ser

Glu

80

Gly

Thr

Glu

Ser

Thr

160

Glu

Ala

Ile

Glu

Ser

240

Pro

Glu

Ser

Phe

Lys

320

Lys



10

Gln

Gln

Pro

Ser

385

Ile

Glu

Asp

Glu

<210>3

Ala

Phe

Thr

370

Leu

Pro

Asp

Ser

Pro
450

<211> 1311

<212> ADN

<213> Saccharum officinarum

<220>

Lys

Pro

355

Ser

Glu

His

Leu

Val

435

Leu

<221> misc_feature

<222> (277)..(279)

Ala

340

Asp

Ala

Phe

Phe

Val

420

val

Glu

Ala

Gly

Leu

Glu

Pro

405

Pro

Phe

Thr

Arg

Ala

Tyx

Leu

390

Ala

Ala

Thr

Gly

<223> n puede ser cualquier nucleétido

<400> 3

ES 2372938 T3

Leu

Glu

375

Leu

Ala

Ala

Gly

Ser
455

Lys

Leu

360

Phe

His

Gly

Leu

Leu

440

Val

Tyr

345

Gln

Val

Pro

Glu

Leu

425

Cys

Ala

17

Thr

Gly

Ser

Val

Arg

410

Lys

Asn

Ser

Lys

val

Ala

Leu

395

Ala

Phe

Glu

Ser

Ser

Phe

Ala

380

Val

Val

Lys

Leu

Ile

Leu

365

Leu

Lys

Thr

Pro

Leu
445

Ile
350

Pro

Lys

Lys

Val

Ile

430

Glu

Arg

Ser

Glu

Arg

Glu

415

Glu

Ile

vVal

Glu

Pro

Val

400

Glu

Thr

Ser



10

atgatgaagg
ccctectect
caccccgcetg
tcgeccaccta
tactectcce
cccagctgcg
ctcgecgtcgg
ccgcecgcegg
ggcaacgata
gacagggatg
ggggagccct
agggecgtcc
gaggccaagg
Ccggcagattc
gattcttttt
aggttagaac
gctcgacaga
cagggcatat
ctgaagcaat
gtgccccatt
Ccatctgcgc
Cttgatgagc

acaagatgaa
tcaagggcac
ceccgetectce
ccccgeceac
gccgeceega
gagacgcgtt
€ggggggcgce
cctcecgtaga
agttcaggcg
gcggggtgga
tcgcecgtgat
tcctgctcega
agagctgcag
gggtatttgt
acaagcttag
aatctcgatt
agtataaaca
tcctaccagg
caggtttgga
ttccaaaccc
tcctcaagtt
ttctcatggce

ES 2372938 T3

ggagttcatg
ctcccacgtc
aaaccctagc
tttaaccacc
cgcgaacggc
tccgtcecgag
ccgcgcgcege
ggtggtcaaa
ggtgagattg
gctcctggag
ggacgaagtg
gggggcacac
caatgtgtct
ctctgttcct
tggtgaggag
gctgatacca
agcagtcatt
agaggccact
attcgaactt
gggagagcgg
cattcccaag
cagtgagccg

<210> 4

<211> 436

<212> PRT

<213> Saccharum officinarum

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (93)..(93)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 4

aagaaggtca
ctcggctccg
ccaaacctca
gatttgacct
accgcgnnng
ctcgcecgtct
gccgceecgegt
cgcctgctgg
ggtaacccgce
gccgtegget
cctagcgacc
ccctcectgege
gacgtgcagg
gggagttcta
ataaggaatg
aagtcttaca
cgagttcagt
agttcactgt
atctctccag
gcacgcacct
gagactgatt
cttcctgcetg

18

cctcctecegg
gcccectcecce
ggcccgctcc
ccttcacgcce
ccgtcgccac
ccgagcatct
acctcgccgce
gcaacctgct
ggatcaagga
tcacagttgg
ctaggctcaa
ctccagtgaa
agggtgctaa
tggcacaaaa
aagcaaagat
aggagaaaca
ttccagatag
atgagttcgt
ccatacctaa
tgcaagagga
ccatggtttt
catcacaatg

gtccgggacc
ctcctectee
taagcggacc
cctcgtctge
cgtcgcgtgce
cgacggctgce
cgacccgcect
ccgggagccc
ggccctggeca
ggatgagggc
cgggatcagg
ggcggaggcet
gactattgat
tgatgtacca
gaggagggaa
ggcattggct
aatgattctt
cacatctgct
gccacgtgtg
ggagctggtce
caccggtttg
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1311



Met

Gly

Ser

Pro

Pro

65

Tyr

Thr

Val

Ala

Ser

145

Gly

Glu

Gly

Glu

Leu

225

Glu

Lys

Met

Ser

Gly

Ser

50

Pro

Ser

Val

Ser

Arg

130

Val

Asn

Ala

Phe

Val

210

Leu

Ala

Thr

Lys

Gly

Pro

35

Pro

Thr

Ser

Ala

Glu

115

Ala

Glu

Asp

Leu

Thr

195

Pro

Glu

Lys

Ile

Asp

Thr

20

Ser

Asn

Leu

Arg

Cys

100

His

Ala

vVal

Lys

Ala

180

Val

Ser

Gly

Glu

Asp

Lys

Pro

Pro

Leu

Thr

Arg

85

Pro

Leu

Ala

Val

Phe

165

Asp

Gly

Asp

Ala

Ser

245

Arg

Met

Ser

Ser

Arg

Thr

70

Pro

Ser

Asp

Tyr

Lys

150

Arg

Arg

Asp

Pro

His

230

Cys

Gln

ES 2372938 T3

Lys

Ser

Ser

Pro

55

Asp

Asp

Cys

Gly

Leu

135

Arg

Arg

Asp

Glu

Arg

215

Pro

Ser

Ile

Glu
Phe
Ser
40

Ala
Leu
Ala
Gly
Cys
120
Ala
Leu
vVal
Gly
Gly
200
Leu
Ser

Asn

Axrg

Phe

Lys

25

His

Pro

Thr

Asn

Asp

105

Leu

Ala

Leu

Arg

Gly

185

Gly

Asn

Ala

Val

Val

19

Met

10

Gly

Pro

Lys

Ser

Gly

90

Ala

Ala

Asp

Gly

Leu

170

Val

Glu

Gly

Pro

Ser

250

Phe

Lys

Thr

Ala

Arg

Phe

75

Thr

Phe

Ser

Pro

Asn

155

Gly

Glu

Pro

Ile

Pro

235

Asp

val

Lys

Ser

Ala

Thr

60

Thr

Ala

Pro

Ala

Pro

140

Leu

Asn

Leu

Phe

Arg

220

Val

Val

Ser

vVal

His

Axrg

45

Ser

Pro

Xaa

Ser

Gly

125

Pro

Leu

Pro

Leu

Ala

205

Arg

Lys

Gln

Val

Thr

Val

30

Ser

Pro

Leu

Ala

Glu

110

Gly

Pro

Arg

Arg

Glu

190

Val

Ala

Ala

Glu

Pro

Ser

15

Leu

Ser

Pro

Val

Val

95

Leu

Ala

Ala

Glu

Ile

175

Ala

Met

Val

Glu

Gly

255

Gly

Ser

Gly

Asn

Thr

Cys

BO

Ala

Ala

Arg

Ala

Pro

160

Lys

Val

Asp

Leu

Ala

240

Ala

Ser



10

Ser

Glu

Ser

305

Ala

Arg

Leu

Glu

Pro

385

Pro

Phe

Ala

<210>5

Met

Glu

290

Arg

Arg

Met

Tyr

Leu

370

Asn

Ser

Thr

Ala

<211> 3048

<212> ADN

Ala

275

Ile

Leu

Gln

Ile

Glu

355

Ile

Pro

Ala

Gly

Ser
435

260

Gln

Arg

Leu

Lys

Leu

340

Phe

Ser

Gly

Leu

Leu

420

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> casete de expresion que comprende GRUBX (1011-2390) operativamente unido al promotor de prolamina (1-

Asn

Asn

Ile

Tyr

325

Gln

Val

Pro

Glu

Leu

405

Leu

Asp

Glu

Pro

310

Lys

Thr

Ala

Arg

390

Lys

Asp

ES 2372938 T3

val

Ala

295

Lys

Gln

Ile

Ser

Tle

375

Ala

Phe

Glu

Pro

280

Lys

Ser

Ala

Phe

Ala

360

Pro

Arg

Tle

Leu

265

Asp

Met

Tyr

Val

Leu

345

Leu

Lys

Thr

Pro

Leu
425

Ser

Arg

Lys

Ile

330

Pro

Lys

Pro

Leu

Lys

410

Met

Phe

Arg

Glu

315

Arg

Gly

Gln

Arg

Gln

395

Glu

Ala

654) y al terminador T-Zeina + T-Rubisco deltaG (2615-2808 y 2852-3048)

<400> 5

20

Tyr

Glu

300

Lys

val

Glu

Ser

Val

380

Glu

Thr

Ser

Lys

285

Arg

Gln

Gln

Ala

Gly

365

Val

Glu

Asp

Glu

270

Leu

Leu

Ala

Phe

Thr

350

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro
430

Ser
Glu
Leu
Pro
335
Ser
Glu
RHis
Leu
Met

415

Leu

Gly
Gln
Ala
320
Asp
Ser
Phe
Phe
val
400

Val

Pro
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cttctacatc ggcttaggtg tagcaacacg actttattat tattattatt attattatta 60
ttattttaca aaaatataaa atagatcagt ccctcaccac aagtagagca agttggtgag 120
ttattgtaaa gttctacaaa gctaatttaa aagttattgc attaacttat ttcatattac 180
aaacaagagt gtcaatggaa caatgaaaac catatgacat actataattt tgtttttatt 240
attgaaatta tataattcaa agagaataaa tccacatagc cgtaaagttc tacatgtggt 300
gcattaccaa aatatatata gcttacaaaa catgacaagc ttagtttgaa aaattgcaat 360
Ccttatcaca ttgacacata aagtgagtga tgagtcataa tattattttc tttgctaccc 420
atcatgtata tatgatagcc acaaagttac tttgatgatg atatcaaaga acatttttag 480
gtgcacctaa cagaatatcc aaataatatg actcacttag atcataatag agcatcaagt 540
aaaactaaca ctctaaagca accgatggga aagcatctat aaatagacaa gcacaatgaa 600
aatcctcatc atccttcacc acaattcaaa tattatagtt gaagcatagt agtaatttaa 660
atcaactagg gatatcacaa gtttgtacaa aaaagcaggc tggtaccggt ccggaattcc 720
cgggatatcg tcgacccacg cgtccgccaa tatcagattt ctttcatgaa ctccacttcec 780
aatttctcat tgcttecttct tcccatttec acctccaaag ccatccttcc agaaaacctt 840
gttccttaca tttcttagcc ccaaaaaaga ttcccatctce aattccacaa aaaaacacaa 900
ggagatctaa ggaaattccc cgcctctata tatagagagg tggaattgtt cctgaatttg 960
gtttgaattg attgattgac agattttggt gagagggtgt tattgaaaaa atgggtgaca 1020
tgaaggataa agtcaaaggg ttcatgaaaa aagtcacatc ttcttcttca ggtaagttta 1080
aaggccaagg tagggttttg ggtggttcat cttcttcagg accctcaaat catgtcaata 1140
atttttcatc acatccccta aatacaaggc aagatcaaca accttcatat acaaaaactt 1200
cgcctcaaaa accaagtaat tctgatcaaa gaattgagaa tatatgtgaa attcagttca 1260
acaaaagtga atcaaaggat ggttttgatc catttggtga attagtcact tctgggaaga 1320
gaaacccaaa agggtattca cttactaatg tgtttgaatg ccctgtctgt ggtagtggtt 1380
ttgtttctga agaagaggtg tcaactcata ttgatagctg tttaagttct gaagtgtctt 1440
ctaatttggg agttgaaagt aaagttgaag ttaaaagtga attggaaaca tgtgttagtg 1500
catatgtttc agggaagccc tcagaagggt cagttgaagt ggtcattaag ttgttaaaga 1560
atattgtgaa ggaaccagag aatgccaagt ttaggaaaat aaggatgggg aatccaaaaa 1620
taaaaggtgc tataggtgat gttgtaggag gagtggagct attggaattt gttggatttg 1680
agttgaaaga agaaggtggg gaaatttggg ctgtgatgga tgttccttct gaagaacaac 1740
ttgttatgct taagaatgta gtttcactct tggaaccgaa gaaggttgaa gagttggcgt 1800
ccttatccca agttaaggcg agtgaaccag ttgagccgaa gaagattgat agacagattce 1860
gagtgttctt ttctgttccc gagagcgtag cagcaaaaat tgagctacct gattccttet 1920
ttaacctctc acgtgaggaa ttgagaagag aagcagagat gaggaagaag aaattagaag 1980
attccaaatt attgattcct aaatcttatc gggaaaagca ggcaaaagct gcaagaaaga 2040
agtacacaaa atccattatc cgtgtacagt ttccagatgg agcattgett caaggtgtct 2100
ttctaccttc ggagccaact agtgctcttt atgagtttgt gagcgcagcg ttaaaggaac 2160
caagcttaga gttcgaattg ttacatccgg tgcttgttaa aaagcgggtg attccccatt 2220
ttccagctge tggggagagg gctgtaacag ttgaagagga ggatttggtt cctgcagcetce 2280
tactcaaatt taaacctatc gaaacagatt ctgttgtttt tactggtctt tgtaatgagc 2340
ttcttgaaat tagcgagccc ctcgagaccg gatcagttgc ttcctcgtaa gcectctaaatt 2400
acatcagact ttgaattctt ctgagtgttg gaaaccttat aaaactctct gcgccgggaa 2460
tgctgecggee gctctagagt atccctcgag gggcccaagce ttacgcgtac ccagctttcet 2520
tgtacaaagt ggtgatatca caagcccggg cggtcttcta gggataacag ggtaattata 2580
tccctctaga tcacaagccc gggcggtctt ctacgatgat tgagtaataa tgtgtcacge 2640
atcaccatgg gtggcagtgt cagtgtgagc aatgacctga atgaacaatt gaaatgaaaa 2700
gaaaaaaagt actccatctg ttccaaatta aaattcattt taacctttta ataggtttat 2760
acaataattg atatatgttt tctgtatatg tctaatttgt tatcatcecgg gcggtcttcet 2820
agggataaca gggtaattat atccctctag acaacacaca acaaataaga gaaaaaacaa 2880
ataatattaa tttgagaatg aacaaaagga ccatatcatt cattaactct tctccatcca 2940
tttccatttc acagttcgat agcgaaaacc gaataaaaaa cacagtaaat tacaagcaca 3000
acaaatggta caagaaaaac agttttccca atgccataat actcgaac 3048

<210> 6

<211> 1302

<212> ADN

<213> Oryza sativa
21



<400> 6

atgatgaagg
tcgtegtect
tceegecect
tccgegaggce
cgccgcaccg
agctgcgceg
gcggcggcgg
tcegeegtgg
aagtacagga
ggcggggtgg
ttcgeectcea
ctcectgcteg
acttgcccga
cgggtgttct

tatagcctta
caatctcggt
aagtataaac
ttcctteccg
ccaagtttgg
tttccaaaac
cggctcacct
cttcttgaga

aaaagatgaa
cctccttcaa
ccaaccctac
cgccctccte
acccacccgc
agccgttccec
ggggagcccg
aggtggtgaa
aggtcaggct
atctcctcga
tggacgaggt
agagggcccg
atggagttag
tctctgttgce

gtaatgagga
tgttgattcc
aagctctgat
cggagcccat
aattcgatct
caggggaaca
tcaagcccaa
ccagtgagcc

<210>7

<211> 433

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400>7

ES 2372938 T3

ggatctcatg
gggcaccgcc
ccctagtcge
cggcttcgcc
99999cgggg
ctccgagetg
ccecececgegeg
gaggctgctc
cgggaacccg
ggccgtgggg
gcccggggac
gccatcgacg
cgaagagcag
tgcaagttct

gatcaggaat
aaagtcatat
tcgaattcag
tagttcacta
tatctgtcca
ggcacgcaca
agagactgat
gttcacatct

aggaaggtca
cacgtcctcg
ccecgcetgceec
ccctactcecec
gcgggggagyg
gcggtgtcgg
gccgcctacce
gggaacctgc
aggatcaagg
ttcagggtcg
gcgaggctcg
ccgccgcaga
gggattaaga
gttgcagaaa

gaggcaaaga
aaggagaagc
tttccggatg
tatgagtttg
gcgggtccta
ctgegggatg
tcggttgtgt
gcatcctcat

22

cctcctecte
gctccggecce
cccggcgaga
cgctcatcte
acgacgccgt
accacctcga
tggccggcega
tctccgaccce
aggccctggce
ccgacgaggyg
gcggcatcag
cacaggcaga
agccggttga
atgatctacc

tgaggaggga
aggcactggce
gagtaattct
tcgcatctte
ggacacgcgt
aagacctagt
tcactggtct
ga

ctcctectcece
cgacccctcc
ggccgccgcece
cacctcctcecc
cgcgtgeccce
cggctgcectce
cceceeececgeg
ccggaacgac
ggacagggag
cggggagctc
gcaggccgtg
tgccaaagag
tcgtcagatt
agattctttc

gaggctagaa
tgcccgacag
gcagggtgtg
tttgaagcag
catacctcct
cccttetget

gttggacgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1302



Met

Ser

Leu

Ser

Pro

65

Arg

Val

Ser

Arg

Val

145

Lys

Ala

Val

Gly

Arg
225

Met

Ser

Gly

Arg

50

Ser

Arg

Ala

Asp

Ala

130

Val

Tyr

Asp

Ala

Asp

210

Ala

Lys

Ser

Ser

35

Pro

Ser

Thr

Cys

His

115

Ala

Lys

Arg

Arg

Asp

195

Ala

Arg

Glu

Ser

20

Gly

Ala

Gly

Asp

Pro

100

Leu

Ala

Arg

Lys

Glu

180

Glu

Arg

Pro

Lys

Ser

Pro

Ala

Phe

Pro

85

Ser

Tyr

Leu

Val

165

Gly

Gly

Leu

Ser

Met

Ser

Asp

Pro

Ala

70

Pro

Cys

Gly

Leu

Leu

150

Arg

Thr
230

ES 2372938 T3

Lys

Ser

Pro

Arg

55

Pro

Ala

Ala

Cys

Ala

135

Gly

Leu

Val

Glu

Gly

215

Pro

Asp

Ser

Ser

40

Arg

Tyr

Gly

Glu

Leu

120

Gly

Asn

Asp
Leu
200

Ile

Pro

Leu

Ser

25

Ser

Glu

Ser

Ala

Pro

105

Ala

Asp

Leu

Asn

Leu

185

Phe

Arg

Gln

23

Met

10

Phe

Arg

Ala

Pro

Gly

90

Phe

Ala

Pro

Leu

Pro

170

Leu

Ala

Gln

Thr

Arg

Lys

Pro

Ala

Leu

75

Ala

Pro

Ala

Pro

Ser

155

Arg

Glu

Leu

Ala

Gln
235

Lys

Gly

Ser

Ala

60

Ile

Gly

Ser

Gly

Ala

140

Asp

Ile

Ala

Met

Val

220

Ala

vVal

Thr

Asn

45

Ser

Ser

Glu

Glu

Gly

125

Ser

Pro

Lys

Val

Asp

205

Leu

Asp

Thr

Ala

30

Pro

Ala

Thr

Asp

Leu

110

Ala

Ala

Arg

Glu

Gly

190

Glu

Leu

Ala

Ser

15

His

Thr

Arg

Ser

Asp

95

Ala

Arg

Val

Asn

Ala

175

Phe

Val

Leu

Lys

Ser

val

Pro

Pro

Ser

80

Ala

Val

Pro

Glu

Asp

160

Leu

Arg

Pro

Glu

Glu
240



Thr

Asp

Glu

Arg

Leu

305

Lys

Leu

Phe

Cys

Gly

385

Arg

Leu

Ser

Cys

Arg

Asn

Asn

290

Ile

Tyr

Gln

Val

Pro

370

Glu

Leu

Leu

Pro

Gln

Asp

275

Glu

Pro

Lys

Gly

Ala

355

Ala

Gln

Thr

Asp

Asn

Ile

260

Leu

Ala

Lys

Gln

val

340

Ser

Gly

Ala

Phe

Glu
420

Gly

245

Arg

Pro

Lys

Ser

Ala

325

Phe

Ser

Pro

Arg

Lys

405

Leu

val

val

Asp

Met

Tyr

310

Leu

Leu

Leu

Arg

Thr

390

Pro

Leu
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Ser

Phe

Ser

Arg

295

Lys

Ile

Pro

Lys

Thrx

375

Leu

Lys

Glu

Glu

Phe

Phe

280

Arg

Glu

Arg

Ala

Gln

360

Arg

Glu

Thr

Glu

Ser

265

Tyr

Glu

Lys

Ile

Glu

345

Pro

Val

Asp

Thr

Ser
425

24

Gln

250

vVal

Ser

Arg

Gln

Gln

330

Pro

Ser

Ile

Glu

Asp

410

Glu

Gly

Ala

Leu

Leu

Ala

315

Phe

Ile

Leu

Pro

Asp

385

Ser

Pro

Ile

Ala

Ser

Glu

300

Leu

Pro

Ser

Glu

Pro

380

Leu

vVal

Phe

Lys

Ser

Asn

285

Gln

Ala

Asp

Ser

Phe

365

Phe

Val

Val

Thr

Lys

Ser

270

Glu

Ser

Ala

Gly

Leu

350

Asp

Pro

Pro

Phe

Ser
430

Pro

255

vVal

Glu

Arg

Arg

val

335

Tyr

Leu

Lys

Ser

Thr

415

Ala

Val

Ala

Ile

Leu

Gln

320

Ile

Glu

Ile

Pro

Ala

400

Gly

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Método para mejorar la produccién de semillas de una planta con respecto a plantas de tipo natural
correspondientes, comprendiendo dicho método:

- introducir y sobreexpresar en una planta o célula vegetal una secuencia de acido nucleico aislada que
codifica para una proteina GRUBX, seleccionandose dicha secuencia de acido nucleico del grupo:

- una secuencia de acido nucleico tal como se representa por una cualquiera de SEQ ID NO:1, 3,
6;

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido tal como se representa por una cualquiera de
SEQID NO: 2,4, 7;

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido que tiene al menos el 80% de identidad de
secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 7, teniendo dicho polipéptido accion reguladora
de ubiquitina dentro de la ruta de ubiquitinacion

- cultivar la planta o célula vegetal en condiciones que promueven el crecimiento de la planta.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho &cido nucleico se deriva de un organismo eucariota,
preferiblemente de una planta.

3. Método segun la reivindicacién 2, en el que dicho acido nucleico se deriva de una planta dicotiledonea,
preferiblemente de la familia Solanaceae, mas preferiblemente de Nicotiana tabacum.

4. Método segun la reivindicaciéon 2, en el que dicho acido nucleico se deriva de una planta monocotiledénea,
preferiblemente de la familia Poaceae, mas preferiblemente de Oryza sativa.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la expresion de dicho acido nucleico que codifica
para una proteina GRUBX esta dirigida por un promotor preferido en semillas, preferiblemente un promotor de
prolamina.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho aumento de la produccién de semillas
comprende uno o mas de (i) aumento de la biomasa de semillas, (ii) aumento del numero total de semillas, (iii)
aumento del numero de semillas llenas, (iv) aumento del tamafio de semilla, (v) aumento del volumen de semilla, (vi)
aumento del indice de cosecha, y (vii) aumento del peso de mil granos, todo con respecto a plantas de tipo natural
correspondientes.

7. Uso de una secuencia de acido nucleico aislada que codifica para una proteina GRUBX, seleccionandose dicha
secuencia de acido nucleico del grupo:

- una secuencia de acido nucleico tal como se representa por una cualquiera de SEQ ID NO:1, 3, 6;

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido tal como se representa por una cualquiera de SEQ ID
NO: 2,4, 7,

- un acido nucleico que codifica para un polipéptido que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia
con respecto a una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 7, teniendo dicho polipéptido accién reguladora de
ubiquitina dentro de la ruta de ubiquitinacién, en el aumento de la produccién de semillas de una planta con
respecto a plantas de tipo natural correspondientes.
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FIGURA 1A

Os Q7XIT1
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Términos de consenso para el dominio UBX

YJEB_YEAST
consenso/80%
consenso 765%
consenso f50%

YJEB_YEAST

consenso /80%
consenso /65%
consenso /50%

ARFT4723
consenso /80%
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ARFT4TZ3
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CONSenso /50%
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FIGURA2 A

Dominio UBX presente en SEQ ID NO 2

339 KAARKKYTHKSIIRVOFPDGALLOGVFLPSEPTSALYEFVSAALKEPSLEFELLHPVLVEKRVIPHFE
PAAGERAVTVEEEDLVPAALLKFK 428

Dominio PUG presente en SEQ ID NO 2 :
173 GSVEVVIKLLENIVEEPEMAKFREIRMGHPEIKGAIGDVVGGVELLEFVGFELEEEGGE IWAVMDV

PS5 240

Dominio UBX presente en Q9ZU93

345 KAARKRYKRSMIRVQFPDGVVLOGVFAPWEPTFALYEFVSSALEEPSLOFELLDEPVLVERRVIPHT
PAPGOKPITLEDEELVEPSALIRFRP 435

Dominio PUG presente en Q9ZU9%3
181 SSIDVLLRLFENIVKEPENAKFREVEMSNAKIKEAIGDVAGGVELLELVGFELKEENDE IWAVMDV

FS 248

FIGURA2B

27



Q92093
SEQ_ID NO 2
Q9zU93
SEQ_ID _NO 2
Q9zZU93
SEQ_ID_NO 2
Q9zU93
SEQ_ID NO 2
092U93
SEQ_ID_NO_2
Q92U93
SEQ_ID NO 2
Q9ZU93
SEQ_ID_NO 2
Q92U93
SEQ_ID_NO 2
Q92U93
SEQ_ID_NO_2
Q322u93

SEQ_ID_NO_2

51

47

91

89
140
134
186
178
236
228
284
278
334
328
384
378
434

428
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MDDVKDKLKGFMKKVNLSSSSGKFKGQGRVLGSSSSSSAPPVNPIQNREN

I A R RN A O NN RN R R E N RE Y I I P I I
MGDMKDKVKGFMKKVT-SSSSGKFKGQGRVLGGSSSSG--PSNHV-NNFS

S—==——-- SQAPNPTPRPKPNPNPLPEKPLSSSDQKISGSTR-~--NPDHD
| BN | NP 3 B R I R lenn-
SHPLNTRQDQQPSYT~==-—-— KTSPQKP-SNSDQRIENICEIQFNKSES

PVRAPQDGFDPYGAFITSSNRSQNGY SL-SMFECPICKNPFTSEEEVSVH
N I I I O Ry - I I I I N O [ (- IO NI R N B
***** KDGFDPFGELVTSGKRNPKGYSLTNVFECPVCGSGFVSEEEVSTH

VESCLG---DTN-GDESSFEKDNNDNDKSEMEKLVVVYLSGKPSESSIDV
HE i S I I I e I I R Ry - I O N I |
IDSCLSSEVSSNLGVESKVEV---—--- KSELETCVSAYVSGKPSEGSVEV

LLRLFENIVKE PENAKFRKVRMSNAKTKEAIGDVAGGVELLELVGFELKE
N R R R R AR R N N e AN N R RN A RN AR R R RN
VIKLLEKNIVKEPENAKFRKIRMGNPKIKGAIGDVVGGVELLEFVGFELKE

ENDEIWAVMDVPSEEQSILINKVVGYLEKRKTESSGSSAQV--MEPVAPK
LI T I T O - O o R [ - N B e A S N N I
EGGEIWAVMDVPSEEQLVMLKNVVSLLEFPKKVEELASLSQVKASEPVEPK

KIDREIRVFFSVSENVASRIEVPDSFYSLSADEIKREADLRRKKIAESQL
(NS NN NI A NN N NN I I - B B - I -
KIDRQIRVFFSVPESVAAKIELPDSFFNLSREELRREAEMRKKKLEDSKL

LIPRSYKEKQARAARKRYRRSMIRVOFPDGVVLOGVEAPWEPTFALYEFV
R RN N R R N A A R P AR P AR N R R NN
LIPKSYREKQAKAARKKYTRSIIRVOFPDGALLOGVFLPSEPTSALYEFV

SSALREPSLQFELLDPVLVERRVIPHTPAPGORKPITLEDEELVPSALIRF
RN RN N RN R RN AN N N R AR R NN R
SAALREPSLEFELLHPVLVERRVIPHEFPAAGERAVTVEEEDLVPAALLKE
RPIETDSLVFTGLRNELLEISEPLS 458

RN AN AR R R RN RN
RPIETDSVVFTGLCNELLEISEPLETGSVASS 459

FIGURA2C
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SEQ_ID_NO2
SEQ ID NO4_C
SEQ_ID_NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID_NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID_NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID_NO2
SEQ_ID NO4_C
SEQ_ID NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID_NO2
SEQ_ID_NO4_C
SEQ_ID_NO2

SEQ_ID NO4_C

48

41

94

75

141

124

189

160

238

210

280

260

330

310

380

360

430

410
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MGDMKDKVKGFMKKVTSSSS5G-~--KFKGQGRVLGGSSSSGPSNHVNNFSS
PPl ba v Ererl.ul Al .. |
mmkdkmkefmkkvtssgsgtpssfkgtshvlg--~-sgpsps—---5s

HPL-=-=NTRQDQQPSYTKTSPQKPSNSDQRIENICEIQFNKSESKDGFD
. | 2 T 1 N 1 I I
hpaarssnpspnlrpapkrtspptpptlttdlts-—==-==——==s-e-

PFGELVISGKRNPKGYS=-~LTNVFECPVCGSGFVSEEEVSTHIDSCLSS
R N I R P N D N B
-ftplvcyssrrpdangtaCavatvacpscgdafpselavsehldgclas

EVSSNLGVESKVEVKSELETCVSAYVSG--KPSEGSVEVVIKLLENIVKE
. l.o.z: N T e N R NS N ey |
ag----—garar—--—--——-—=—-—--— aaaylaadppppaasvevvkrllgnllre

PENAKFRKIRMGNPKIKGAIGDVVGGVELLEEFVGFELKEEGGE IWAVMD-
1 I O T A I - e I i N I N D B I N R B I
pandkfrrvrlgnprikealadrdggvelleavgftvgdeggepfavmde

VPSEEQLVMLENVVSLLE——=———= PKKVEELASLSQVKASEPVE-PKKI
U O S D PO IS I (PR (PR [ S I [ |
vpsdprlngirravlllegahpsappvkaeaeakescsnvsdvgegakti

DRQIRVFFSVPESVAAKIELPDSFFNLSREELRREAEMRKKKLEDSKLLI
R RN N e e e RN R AR R R A R N
drgirvfvsvpgssmagndvpdsfyklsgeeirneakmrrerlegsrlli

PKSYREKQAKAARKKYTKSIITRVQFPDGALLOGVFLPSEPTSALYEFVSA
RN R N N R RN RN A R A R N R S R RN
pksykekqgalaargkykqavirvgfpdrmilqgiflpgeatsslyefvts

ALRKEPSLEFELLHPVLVERRVIPEFPAAGERAVTVEEEDLVPAALLEFKP
R R RN R A R S B R R SR N R A R N N N R
alkgsglefelispaipkprvvphfpnpgerartlgeeelvpsallkfip

IETDSVVEFTGLCNELLEISEPLETGSVASS 459

DO I T U T U U T I ey

ketdsmvitglldellmaseplpaasq 436
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SEQ_ID NO_4
SEQ_ID_NO_7
SEQ_ID_NO_4
SEQ_ID_NO_7
SEQ_ID_NO_4
SEQ_ID_NO_7
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SEQ_ID NO_7
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SEQ_ID_NO_7
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SEQ_ID_NO_7
SEQ_ID NO_4
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SEQ_ID NO_4
SEQ_ID_NO_7
SEQ_ID_NO_4

SEQ_ID NO_7
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mmkdkmkefmkkvt--ssgsgtpssfkgtshvlgsgpspssshpaarssn
(NN N N N P R R R AN RN l-11
MMKEKMKDLHRKVTSSSSSSSSSSSFKGTAHVLGSGPDPSS ————— RPSN

pspnlrpapkrtspptpptlttdltsftplvcyssrr--pdangtacava
- N I O T e SN I RS T I I N O [PPSR
PTPSRPAAPRREAAASARPPSSGFAPYSPLISTSSRRTDPPAGAGAGEDD

tvacpscgdafpselavsehldgclasaggararaaaylaadppppaasv
R A N R R N N R N N R
AVACPSCAEPFPSELAVSDHLDGCLAAAGGARPRAAAYLAGD--PPASAV
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ERARRR AR AR A S R AR R AR R AR E R A R NN AR RN
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gdeggepfavmdevpsdprlngirravlllegahpsappvkaeaeakesc
SO O I T O - T I T [ - O I B R R |
ADEGGELFALMDEVPGDARLGGIRQAVLLLERARPSTPP-QTQADAKETC

sn-vsdvgegaktidrgirvfvsvpgssmagndvpdsfyklsgeeirnea
S e R R R e R R RN N RN RN
PNGVSEEQGIKEPVDROIRVFFSVAASSVAENDLPDSFYSLSNEEIRNEA
kmrrerleqgsrllipksykekgalaargkykgavirvgfpdrmilggifl
RN R RN RN R RN R R R AR RN R S R R
KMRRERLEQSRLLIPKS YKEKQALAARQKYKQALIRIQFPDGVILOGVFEL
pgeatsslyefvtsalkgsglefelispaipkprvvphfpnpgerartlqg
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eeelvpsallkfipketdsmvitglldellmaseplpaasg 436

R AR N N RN AR AR RE R RN PR NN I
DEDLVPSARLTFKPKETDSVVETGLLDELLETSEPFTSASS 433
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FIGURA 3
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SEQ ID MO 1: Secusncla que codifica para GRUBX
atgggtgacatgaaggataaagtcaaagggttcatgaaaaaagtcacatcttcttecttcaggtaagtita
aaggccaaggtagggttttgggtggttcatettoticaggaccetcaaatcatgtcaataattttteate
acatcccctaaatacaaggcaagatcaacaaccttcatatacaaaaacttogoctcaaaaaccaagtaat
tctgatcaaagaattgagaatatatgtgaaattcagttcaacaaaagtgaatcaaaggatggttttgate
catttggtgaattagtcacttctgggaagagaaacccaaaagggtattcacttactaatgtgtttgaatg
cectgtetgtggtagtggttttgtttotgaagaagaggtgtcaactcatattgatagectgtttaagtict
gaagtgtcttctaatttgggagttgaaagtaaagttgaagttaaaagtgaattggaaacatgtgttagtg
catatgtttcagggaagcocctcagaagggtcagttgaagtggtcattaagttgttaaagaatattgtgaa
ggaaccagagaatgccaagtttaggaaaataaggatggggaatccaaaaataaaaggtgctataggtgat
gttgtaggaggagtggagctattggaatttgttggatttgagttgaaagaagaaggtggggaaatttggg
ctgtgatggatgttccttctgaagaacaacttgttatgecttaagaatgtagtttcactecttggaaccgaa
gaaggttgaagagttggcgiccttatcoccaagttaaggegagtgaaccagttgagcogaagaagattgat
agacagattcgagtgttecttttcotgttoccegagagegtagcagcaaaaattgagetacctgattecttct
ttaacctotcacgtgaggaattgagaagagaagoagagatgaggaagaagaaattagaagatteocaaatt
attgattcctaasatettatcgggaaaagcaggcaaaagetigcaagaaagaagtacacaaaatccattate
cgtgtacagttteccagatggagcattgecttcaaggtgtettictacctiteggageocaactagtgeotettt
atgagtttgtgagcgeagegttaaaggaaccaagecttagagttecgaattgttacatceggtgeottgttaa
aaagcgggtgattccocattttoccagotgctggggagagggctgtaacagttgaagaggaggatttggtt
cctgocagotctactcaaatttaaacctatcgaaacagattctgttgtttttactggtetttgtaatgage
ttcttgaaattagogagoccoctcgagaccggatcagttgettoctegtaa

SEQ ID WO 2: GRUBX, secuencla de proteina deduclida
MGDMKDKVKGFMKKVTSS5SGKFKGOGRVLGGS 555G P SNHVNNFSSHPLNTRODOQPS YTKTSPOKPSHN
SDORIENICEIQFNKSESKDGFDPFGELVTSGKRNPKGY SLTNVFECPVCGSGFVSEEEVSTHIDSCLSS
EVSSNLGVESKVEVKSELETCVSAYVSGKPSEGSVEVVIKLLENIVKEPENAKFRKIRMGNPKIKGAIGD
VVGGVELLEFVGFELKEEGGE IWAVMDVPSEEQLVMLENVVSLLEPKKVEELASLSOVKASEPVEPKKID
RQIRVFFSVPESVARKIELPDSFFNLSREELRREAEMRKKKLEDSKLLI PKSYREKQAKAARKKYTKSI T
RVQFPDGALLOGVFLPSEPTSALYEFVSAALKEPSLEFELLHPVLVKKRVI PHFPAAGERAVTVEEEDLY
PAALLKFKPIETDSVVFTGLCNELLEISEPLETGSVASS

SEQ ID NO 3: Ortélogo de GRUBX de cafia de azdcar
atgatgaaggacaagatgaaggagttcatgaagaaggtcacctcctoocgggtococgggaccococtoctoct
tcaagggcacctocccacgtoccteggectecggoececctoccectecoctecteccaccoccgectgocogetecto
aaaccctagccoccaaacctcaggocogetoctaageoggacctogocacctaccecogeoccactttaaccace
gatttgacctcocttcacgoccoctegtetgotactoctococgocgaocccgacgcgaatcggcacogognnng
cocgtegocacegtegogtgocccagetgoggagacgegtittecgtecgagetcgecgtctocogageatct
cgacggctgoctogogtcggoggggggcgcocogogogogogocgecogegtacctocgocgocgaccegect
cegooogoggocteccgtagaggtggtcaaacgectgotgggcaacctgotcocgggagooccggcaacgata
agttcaggcgggtgagattgggtaacccgeggatcaaggaggecctggecagacagggatggocggggtgga
getectggaggeegtocggettcacagt tggggatgagggeagggagecct tegeegtgatggacgaagtg
cctagcgaccctaggctcaacgggatcaggagggccgtcctoctgotocgagggggcacaccoctotgege
ctccagtgaaggcggaggctgaggccaaggagagctgcagoaatgtgtetgacgtgcaggagggtgctaa
gactattgatcggcagattogggtatttgtetctagttcctaggagttctatggcacaaaatgatgtacca
gattctttttacaagecttagtggtgaggagataaggaatgaagcaaagatgaggagggaaaggttagaac
aatctogattgctgataccaaagtettacaaggagaaacaggeattggectgetegacagaagtataaaca
agcagtcattcgagttcagttteocagatagaatgattottcagggecatattectaccaggagaggccact
agttcactgtatgagttogtcacatctgotctgaagecaatcaggtttggaattecgaacttatctotecag
ccatacctaagcoccacgtgtggtgeocccattttocaaaccocgggagageogggcacgecaccttgecaagagga
ggagectagteccatotgegetoctoaagttcattocccaaggagactgattecatggttttcaccgattty
cttgatgagcttotcatggccagtgagecgottcctgoctgcatcacaatga

FIGURA S
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SEQ ID ND 4: ortélogo de GRUBX de cafia de azicar, zecuencla de proteina deduclda
MMKDEMEEFMEKEVTSSGSGTPSSFEGT SHVLGSGPSPSSSHPAARSSHPSPNLRPAPKRTSPPTPETLTT
DLTSFTPLVCY SSRRPDANGTAXAVATVACPSCGDAFPSELAVSEHLDGCLASAGGARARARAY LAADPP
PEAASVEVVERLLGNLLREFGHDE FRRVRLGHNPRIKEALADRDGGVELLEAVGFTVGDEGGEPFAVMDEY
PSDPRLHNGIRRAVLLLEGAHPSAPPVEAEAEAKESCSNVSDVOEGAKTIDROIRVEVSVPGSSMAQNDVE
DSFYKLSGEEIRNEAKMRRERLEQSRLLIPKSYKEKQALAAROKYKOAVIRVOFPDRMILOGIFLPGEAT
SSLYEFVTSALKQSGLEFELISPAIPKPRVVPHFPNPGERARTLOEEELVPSALLKFIPEETDSMVETGL
LDELLMASEPLFPARASQ

SEQ ID NO 5: casete de expresién que comprends GRUBX (1011-2390) operativamente

unido al promotor de prolamina {1-654) y el terminador T-zelna + Rublsco deltaG [2615-

2808 y 2852-3048):
cttctacatcggottaggtgtagecaacacgactitattattattattattattattattattattttaca
aaaatataaaatagatcagtcecctcaccacaagtagagcaagttggtgagttattgtaaagttctacaaa
gctaatttaaaagttattgcattaacttatttcatattacaaacaagagtgtcaatggaacaatgaaaac
catatgacatactataattttgtttttattattgaaattatataattcaaagagaataaatccacatagc
cgtaaagttctacatgtggtgcattaccaaaatatatatagecttacaaaacatgacaagettagtttgaa
daattgraatocttatcacattgacacataaagtgagtgatgagtcataatattatttitetttgoctacee
atcatgtatatatgatagccacaaagttactttgatgatgatatcaaagaacatttttaggtgeacctaa
cagaatatccaaataatatgactcacttagatcataatagagcatcaagtaaaactaacactctaaagea
accgatgggaaagcatctataaatagacaagcacaatgaaaatcctcatcateccttcaccacaattcaaa
tattatagttgaagcatagtagtaatttaaatcaactagggatatcacaagtttgtacaaaaaagcaggco
tggtaccggtccggaattocogggatategtogacccacgegtocogecaatatcagatttctttcatgaa
ctccacttocaatttetcattgottottocttoccatttccacctccaaagecatocttocagaaaacoctt
gttoccttacatttottagecccaaaaaagattcccatctcaattocacaaaaaaacacaaggagatctaa
ggaaattcccogoctoctatatatagagaggtggaattgttocctgaatttggtttgaattgattgattgac
agattttggtgagagggtgttattgaaaaaatgggtgacatgaaggataaagtcaaagggttcatgaaaa
aagtcacatcttcttettecaggtaagtttaaaggeccaaggtaggattttgggtggttcatcttettcagg
accctcaaatcatgtcaataattttteatcacatccoctaaatacaaggecaagatcaacaaccticatat
acaaaaacttcgoctcaaaaaccaagtaattctgatcaaagaattgagaatatatgtgaaattcagttca
acaaaagtgaatcaaaggatggttttgatccatttggtgaattagtcacttctgggaagagaaacccaaa
agggtattcacttactaatgtgtttgaatgeocctgtoctgtggtagtggttttgtttetgaagaagaggtg
tecaactcatattgatagetgtttaagttotgaagtgtettictaatttgggagttgaaagtaaagttgaag
ttaaaagtgaattggaaacatgtgttagtgecatatgtttcagggaagecctocagaagggtcagttgaagt
ggtcattaagttgttaaagaatattgtgaaggaaccagagaatgccaagtttaggaaaataaggatggag
aatccaaaaataaaaggtgctataggtgatgtigtaggaggagtggagctattggaatttgttggatitg
agttgaaagaagaaggtggagaaatttgagetgtgatggatgttecttoctgaagaacaacttgttatget
taagaatgtagtttcacteocttggaaccgaagaaggttgaagagttggegtecttatcccaagttaaggcg
agtgaaccagttgagccgaagaagattgatagacagattcgagtgttcttittectgttcococgagagogtag
cagcaaaaattgagctacctgattecttotttaacctoctcacgtgaggaattgagaagagaagcagagat
gaggaagaagaaattagaagattccaaattattgattcctaaatcttatcgggaaaagcaggcaaaaget
gcaagaaagaagtacacaaaatccattatccgtgtacagtttoccagatggagcattgottcaaggtgtet
ttetacctteggagecaactagtgetetttatgagtttgtgagegeagegttaaaggaaccaagettaga
gttogaattgttacatcocggtgottgttaaaaagegggtgattecceccattttoccagetgotggggagagy
gctgtaacagttgaagaggaggatttggttoctgocagetctactcaaatttasacctatogaaacagatt
ctgttgtttttactggtectttgtaatgagettcttgaaattagegagecectegagaceggatecagttge
ttectogtamgetctaaattacatcagactttgaattocttectgagtgttggaaaccttataaaacteotet
gcgocgggaatgotgeggoogotetagagtatooctogaggggeccaageottacgogtacccagetttot
tgtacaaagtggtgatatcacaagoccgggoggtcttctagggataacagggtaattatatcectctaga
tcacaageoccgggeggtocttetacgatgattgagtaataatgtgtcacgeatcaccatgggtggcaggt
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cagtgtgagcaatgacctgaatgaacaattgaaatgaaaagaaaaaaagtactccatctgttccaaatta
aaattcattttaaccttttaataggtttatacaataattgatatatgttttctgtatatgtctaatttgt
tatcatccgggcggtcttcectagggataacagggtaattatatccctectagacaacacacaacaaataaga
gaaaaaacaaataatattaatttgagaatgaacaaaaggaccatatcattcattaactcttcteccatcca
ttteccatttcacagttcgatagecgaaaaccgaataaaaaacacagtaaattacaagcacaacaaatggta
caagaaaaacagttttcccaatgccataatactcgaac

SEQ ID NO 6: Ortélogo de GRUBX de Oryza sativa, secuencla de ADN
atgatgaaggaaaagatgaaggatctcatgaggaaggtcacctcectecetectectectectegtegtect
cctecttcaagggcaccgecccacgtecteggetecggeccecgacecctecteccgeccctecaaccctac
ccctagtegeecegetgocceccggegagaggeecgeegectececgegaggecegeectectceggettegee
ccctacteccecgeteatcetecacctecteccgecgeaccgacccacccgegggygcgggggcggaggagy
acgacgccgtecgegtgecccagectgegeegagecgtteccectccgagetggeggtgteggaccacctega
cggctgecctegeggecggcggggggageccegeccocgegeggecgectacctggecggegaccececceccgeg
tcecgcegtggaggtggtgaagaggetgectcecgggaacctgetctecgacceccggaacgacaagtacagga
aggtcaggctcecgggaacccgaggatcaaggaggecctggeggacagggagggeggggtggatetecetega
ggcecgtggggttcagggtcgecgacgagggecggggagctettecgecctcatggacgaggtgeccggggac
gcgaggctcggeggcatcaggcaggecgtgetectgetegagagggeccggecatecgacgecgecgcaga
cacaggcagatgccaaagagacttgcccgaatggagttagcgaagagecaggggattaagaagecggttga
tcgtcagattcgggtgttcttctctgttgectgecaagttctgttgcagaaaatgatctaccagattcttte
tatagccttagtaatgaggagatcaggaatgaggcaaagatgaggagggagaggctagaacaatcteggt
tgttgattccaaagtcatataaggagaagcaggcactggctgececcgacagaagtataaacaagetctgat
tcgaattcagtttccggatggagtaattetgecagggtgtgttecttecegeggageccattagttcacta
tatgagtttgtcgcatcttctttgaagcagccaagtttggaattecgatcttatectgteccagegggtecta
ggacacgcgtcatacetccttttccaaaaccaggggaacaggcacgcacactgecgggatgaagacctagt
cccttctgecteggetcaccttcaagecccaaagagactgatteggttgtgttcactggtetgttggacgag
cttcttgagaccagtgagccgttcacatctgcatectcatga

SEQ ID NO 7:0rtélogo de GRUBX de Oryza satlva, secuencia de proteina deducida
MMKEKMKDLMRKVTSSSSSSSSSSSFKGTAHVLGSGPDPSSRPSNPTPSRPAAPRREAAASARPPSSGFA
PYSPLISTSSRRTDPPAGAGAGEDDAVACPSCAEPFPSELAVSDHLDGCLAAAGGARPRAAAYLAGDPPA
SAVEVVKRLLGNLLSDPRNDKYRKVRLGNPRIKEALADREGGVDLLEAVGFRVADEGGELFALMDEVEGD
ARLGGIRQAVLLLERARPSTPPOQTQADAKETCPNGVSEEQGIKKPVDRQIRVFFSVAASSVAENDLPDSE
YSLSNEEIRNEAKMRRERLEQSRLLIPKSYKEKQALAARQKYKQALIRIQFPDGVILQGVFLPAEPISSL
YEFVASSLKQPSLEFDLICPAGPRTRVIPPFPKPGEQARTLRDEDLVPSARLTFKPKETDSVVFTGLLDE
LLETSEPFTSASS
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