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DESCRIPCION
Uso de trehalosa-6-fosfato sintasa para modular el crecimiento vegetal

La presente invencion se refiere al uso de la inactivacion de una trehalosa-6-fosfato sintasa vegetal de clase Il para
promover el crecimiento vegetal. Mas especificamente, se refiere al uso de la inactivacion de la trehalosa-6-fosfato
sintasa de clase Il, que comprende tanto una parte similar a sintasa como una parte similar a fosfatasa, para
promover el crecimiento vegetal. Preferiblemente, la actividad de la trehalosa-6-fosfato sintasa de clase Il se
disminuye para obtener una mayor produccion de biomasa vegetal. La trehalosa es un disacarido muy extendido,
que aparece en bacterias, hongos, insectos y plantas. En microbios, la acumulacién de trehalosa esta asociada
generalmente con resistencia a estrés, no al menos con resistencia a estrés osmotico y de desecacion. En plantas,
sin embargo, excepto para algunas plantas de la resurreccion tales como Selaginella lepidophylla, el papel de la
trehalosa es menos claro.

En la mayoria de los casos, la sintesis de trehalosa es un proceso de dos etapas en el que la trehalosa-6-fosfato
sintasa (TPS) sintetiza trehalosa-6-fosfato (T6P), seguido de una desfosforilacion hasta trehalosa mediante T6P
fosfatasa (TPP). Aunque en la mayoria de las plantas la trehalosa es muy poco detectable, estan presentes multiples
homologos tanto del gen de TPS como de TPP, por ejemplo en Arabidopsis (Vogel et al., 2001; Leyman et al., 2001;
Eastmond et al., 2003). La acumulacion de trehalosa obtenida en plantas transgénicas, transformadas con genes
heterdlogos de la biosintesis de trehalosa, conduce a una tolerancia mejorada a estrés abidtico (Garg et al., 2002;
Jang et al., 2003). Sin embargo, la ausencia de acumulacion significativa de trehalosa en la mayoria de las plantas,
a pesar de la presencia de multiples genes de la biosintesis de trehalosa, prueba el papel regulador de los productos
génicos en lugar del papel de la trehalosa como protector contra el estrés. De hecho, varios autores sugieren un
papel regulador para TPS (Avonce et al 2004) y su producto génico T6P en el metabolismo del azdcar (Eastmond et
al., 2003) y la sintesis del almidén (Kolbe et al., 2005). T6P es indispensable para la utilizacién de hidratos de
carbono y el crecimiento (Schluepmann et al., 2003), pero la acumulacion de T6P parece provocar una inhibicion del
crecimiento en plantulas (Schluepmann et al., 2004). Los actuales datos son algunas veces contradictorios, y €l
papel de los genes de la biosintesis de trehalosa todavia esta lejos de estar claro. Ninguna de estas publicaciones
relaciona un posible papel de TPS de las plantas, en particular TPS vegetal de clase Il, con el crecimiento y
produccion vegetales.

El documento EP0901527 describe la regulacién del metabolismo vegetal modificando el nivel de T6P. Mas
especificamente, se reivindica un incremento en la produccién de plantas incrementando la disponibilidad
intracelular de trehalosa-6-fosfato. Sin embargo, bastante contradictoriamente, también se reivindica la estimulacion
del crecimiento de una célula o tejido vegetal disminuyendo la disponibilidad intracelular de trehalosa-6-fosfato.
Nuevamente, como se muestra en la bibliografia reciente, esto indica que el balance de T6P es muy delicado, y esta
lejos de ser sencillo. Se llevo a cabo la modulacion del contenido de T6P expresando genes heterdlogos de TPS y
TPP en la planta. Aunque la patente menciona que se pueden obtener resultados similares mediante un aumento o
disminucion de los genes enddgenos, se podria esperar que, debido al gran numero de genes vegetales, la
supresion o sobreexpresion de uno de esos genes tiene solo un efecto limitado sobre la concentracion de T6P, si es
que la tiene en absoluto. Esto es especialmente cierto para los genes de TPS de clase Il, en los que estan presentes
tanto un dominio semejante a sintasa como un dominio semejante a fosfatasa. Si ambos dominios estan activos, el
producto final seria trehalosa en lugar de T6P. Ademas, para al menos dos genes de TPS de clase Il de Arabidopsis,
AtTPS7 y AtTPS8, no se pudo detectar ninguna actividad de sintasa ni de fosfatasa (Vogel et al., 2001; Eastmond et
al., 2003), dando a entender que una manipulacién de estos genes no afectaria en absoluto al contenido de T6P de
la planta.

Sorprendentemente, se encontré que la inactivacion de una TPS de clase |l vegetal se puede usar para promover el
crecimiento vegetal y la produccion de biomasa. De hecho, contrariamente a lo que se podria esperar en base a la
bibliografia, la inactivacién de la actividad de TPS vegetal conduce a un incremento del crecimiento del tallo y de las
raices, y a un aumento de la biomasa vegetal.

Un primer aspecto de la invencion es el uso de la inactivacion de una TPS de clase Il vegetal para la promocion del
crecimiento vegetal. El término “vegetal”’, como se usa aqui, engloba plantas completas, ancestros y progenie de las
plantas, y partes vegetales, incluyendo semillas, brotes, tallos, hojas, raices (incluyendo tubérculos), flores, y tejidos
y organos, en el que cada uno de los mencionados anteriormente comprende el gen/acido nucleico de interés. El
término “vegetal’ también engloba células vegetales, cultivos en suspension, tejido de callo, embriones, regiones
meristematicas, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, en el que, nuevamente, cada uno de los
mencionados anteriormente comprende el gen/acido nucleico de interés. Las plantas que son particularmente Utiles
en los métodos de la invencion incluyen todas las plantas que pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en
particular plantas monocotiledéneas y dicotiledéoneas. Como ejemplo no limitante, puede ser una cosecha usada
para alimento o forraje, por lo que el incremento de raices, hojas, tallo o biomasa de semillas aumenta el rendimiento
de la cosecha. Como alternativa, la cosecha se puede usar con fines ornamentales o industriales, tal como la
produccién de almidén, o se puede usar como materia prima para la produccién de biocombustible. Las cosechas
conocidas para biocombustible son conocidas por la persona experta en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a,
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cosechas alimentarias tales como maiz, haba de soja, linaza, colza, cafia de azucar, cosechas industriales, tales
como cafiamo y panizo de pradera, pero también biomasa maderera tal como alamo y sauce.

TPS, como se usa aqui, se refiere a la homologia estructural del gen y proteina con otros miembros de la familia de
trehalosa-6-fosfato, pero no implica que la proteina tiene una actividad sintetizadora de trehalosa-6-fosfato efectiva.
Preferiblemente, dicha TPS tiene un dominio homdlogo a la glucosil transferasa 20 (pfam00982.12). El término
“dominio” se refiere a un conjunto de aminoacidos conservados en posiciones especificas a lo largo de un
alineamiento de secuencias de proteinas evolutivamente relacionadas. Mientras que los aminoacidos en otras
posiciones pueden variar entre homologos, los aminoacidos que estan muy conservados en posiciones especificas
indican aminoacidos que son probablemente esenciales en la estructura, estabilidad o actividad de una proteina.
Identificados mediante su grado elevado de conservacion en secuencias alineadas de una familia de homodlogos
proteicos, se pueden usar como identificadores para determinar si cualquier polipéptido en cuestién pertenece a una
familia polipeptidica previamente identificada. Como ejemplo no limitante, debido a su estructura, TPS, como se usa
aqui, puede tener una actividad de T6P fosfatasa, o una combinacion de actividad de sintasa y fosfatasa. El uso de
la inactivacion de TPS, como se menciona aqui, cubre el uso de la inactivacion del gen, el uso de la inactivacion de
la proteina, asi como el uso de compuestos que disminuyen la actividad de la proteina. Como ejemplo no limitante,
un compuesto que disminuye la actividad de la TPS puede ser un anticuerpo inactivador anti-TPS.

Preferiblemente dicha TPS es una TPS de clase I, segun la clasificacion en Arabidopsis thaliana. Una TPS de clase
Il comprende tanto un dominio semejante a trehalosa-6-fosfato sintasa, asi como un dominio semejante a trehalosa-
6-fosfato fosfatasa (Leyman et al, 2001, Vogel et al., 2001); preferiblemente, dicha TPS de clase Il comprende un
dominio semejante a trehalosa-6-fosfato sintasa, asi como un dominio semejante a trehalosa-6-fosfato fosfatasa que
comprende una caja de fosfatasa con la secuencia LDYD (G/D) T y/o una caja de fosfatasa con la secuencia
GDD(R/Q)SD; mas preferiblemente, dicha TPS de clase Il comprende tanto un dominio semejante a trehalosa-6-
fosfato sintasa como un dominio semejante a trehalosa-6-fosfato fosfatasa que comprende al menos una,
preferiblemente dos cajas de fosfatasa como se describe por Leyman et al. (2001). Incluso mas preferiblemente,
dicha TPS se selecciona de un grupo que consiste en SEC ID N° 1-15 (AtTPS5-11, ortdlogo del arroz, ortélogos del
alamo), o sus homodlogos, ortélogos o paralogos. “Homodlogos” de una proteina engloba péptidos, oligopéptidos,
polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen sustituciones, supresiones y/o inserciones de aminoacidos con relacion
a la proteina sin modificar en cuestién, y que tienen actividad biolégica y funcional similar a la proteina sin modificar
de la que derivan. Una supresion se refiere a la eliminacion de uno o mas aminoacidos de una proteina. Una
insercion se refiere a la introduccién de uno o mas restos de aminoacidos en un sitio predeterminado en una
proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones N-terminales y/o C-terminales, asi como inserciones
intrasecuencias de aminoacidos individuales o multiples aminoacidos. Una sustitucion se refiere a una sustitucion de
aminoacidos de la proteina por otros aminoacidos que tienen propiedades similares (tal como similar hidrofobia,
hidrofilia, antigenicidad, propension a formar o romper estructuras helicoidales o o estructuras de laminas B). Las
sustituciones de aminoacidos son tipicamente de restos individuales, pero se pueden agrupar dependiendo de las
restricciones funcionales sobre el polipéptido; las inserciones seran habitualmente del orden de alrededor de 1 a 10
restos de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos son preferiblemente sustituciones de aminoacidos
conservativas. Las tablas de sustituciones conservativas son bien conocidas en la técnica.

“Ortologos” y “paralogos” engloban conceptos evolutivos usados para describir las relaciones ancestrales de genes.
Los paralogos son genes dentro de la misma especie que se han originado a través de la duplicacion de un gen
ancestral, y los ortélogos son genes procedentes de diferentes organismos que se han originado a través de
evolucion de las especies. Los ortdlogos y paralogos se pueden encontrar faciimente llevando a cabo una
denominada busqueda BLAST reciproca. Tipicamente, esto implica utilizar un primer programa BLAST que implica
comparar mediante alineamiento SEC ID N° 1 o SEC ID N° 4 como secuencia problema (query), usando BLASTP o
TBLASTN (usando valores estandar por defecto). Los resultados de BLAST se pueden filtrar opcionalmente. Las
secuencias de longitud completa de los resultados filtrados o de los resultados no filtrados se vuelven entonces a
someter a un programa BLAST (segundo BLAST) frente a secuencias del organismo del que deriva la secuencia
problema (cuando la secuencia problema corresponde a AtTPS8 o AtTPS5, el segundo BLAST seria por lo tanto
frente a secuencias de Arabidopsis thaliana). Entonces se comparan los resultados del primer y segundo BLASTSs.
Un paralogo se identifica si un acierto de clasificacion elevada del primer BLAST es de la misma especie de la que
deriva la secuencia problema, y un nuevo BLAST daria entonces idealmente como resultado la secuencia problema
entre el acierto mas elevado; un ortélogo se identifica si un acierto de clasificacion elevada en el primer BLAST no es
de la misma especie de la que deriva la secuencia problema, y preferiblemente los resultados con el nuevo BLAST
en la secuencia problema estan entre los aciertos mas elevados. Los aciertos de clasificacion elevada son aquellos
que tienen un bajo valor E. Cuanto menor es el valor E, mas significativa es la puntuacién (o, en otras palabras,
menor es la probabilidad de que se encuentre el acierto por casualidad). La computacion del valor E es bien
conocida en la técnica. Ademas de los valores E, las comparaciones también se pueden puntuar mediante
porcentaje de identidad. Porcentaje de identidad se refiere al nimero de aminoacidos idénticos entre las dos
secuencias polipeptidicas comparadas, a lo largo de una longitud particular. En el caso de grandes familias, se
puede usar ClustalW, seguido de un arbol de unién de vecinos, para ayudar a visualizar el agrupamiento de genes
relacionados e identificar ortélogos y paralogos. Como alternativa, los homdlogos, ortélogos y paralogos se pueden
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identificar mediante busquedas de dominios de un dominio de trehalosa sintasa, y de uno de los dominios de
fosfatasa. La secuencia proteica de longitud completa se compara entonces con SEC ID N° 4, usando bl2seq
(Tatusova y Madden, 1999). Usando este alineamiento, un ortélogo o paralogo tiene al menos identidades del 50%,
preferiblemente identidades del 55%, mas preferiblemente identidades del 60%. Como ejemplos no limitantes, los
ortélogos de AtTPS8 estan presentes en Oryza sativa (nimeros de acceso de Genpept ABF94728, BAF06162 y
BAF11342), Brassica oleracea (numero de acceso de Genpept ABD65165), Medicago trunculata (nimero de acceso
de Genpept ABE86430), Cypripedium parviflorum (ndmero de acceso de Genpept AAN86570) y Ginlo biloba
(numero de acceso de Genbank AAX16015.

En una realizacién preferida, dicha TPS es AtTPS8 (SEC ID N° 4). En otra realizacion preferida, dicha TPS es
AtTPS5 (SEC ID N° 1).

Preferiblemente, dicho uso es una inactivacion de la actividad de TPS, y dicha promocién es un incremento en la
biomasa vegetal y/o rendimiento vegetal. Los métodos para inactivar la actividad de TPS son conocidos por la
persona experta en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a, la desactivacion génica, el uso de ARNi,
silenciamiento génico, desactivacion del promotor de TPS, mutaciones inactivadoras en el promotor de TPS o en la
region codificante, o la sintesis por la planta de anticuerpos inactivadores frente a TPS. Preferiblemente, se obtiene
un aumento de la biomasa vegetal y/o del rendimiento vegetal mediante el aumento del crecimiento de las raices, el
aumento del grosor del tallo, el aumento del numero de hojas y/o el aumento del tamafio de las semillas. Una
realizacion preferida es el uso de la inactivacion de TPS para promover el crecimiento vegetal, mediante lo cual
dicha modulacién se obtiene en ausencia de luz. El término “rendimiento” significa en general un producto medible
de valor econdémico, tipicamente relacionado con una cosecha especifica, con un area, o con un periodo de tiempo.
Las partes individuales de las plantas contribuyen directamente al rendimiento basandose en su nimero, tamafio y/o
peso, o el rendimiento real es el rendimiento por acre para una cosecha y afo, que se determina dividiendo la
produccion total (incluye la produccion tanto cosechada como tasada) por acres plantadas. Los términos
“incrementar”, “mejorar” o “potenciar” son intercambiables, y significaran, en el sentido de la aplicacion, al menos un
5%, 6%, 7%, 8%, 9% o 10%,preferiblemente al menos 15% o 20%, mas preferiblemente 25%, 30%, 35% o0 40% mas
rendimiento y/o crecimiento en comparacion con plantas de control como se define aqui. Un aumento del
rendimiento de las semillas se puede manifestar por si mismo como uno o mas de los siguientes: a) un incremento
en la biomasa de las semillas (peso total de semillas), que puede ser en una base de semilla individual y/o por planta
y/o por hectarea o acre; b) un aumento del nimero de flores por planta; ¢) un aumento del nimero de semillas
(llenas); d) un aumento de la tasa de llenado de semillas (que se expresa como la relacion entre el nimero de
semillas llenas dividido entre el nimero total de semillas); €) un aumento del indice de cosechas, que se expresa
como la relacién del rendimiento de partes cosechables, tales como semillas, dividido entre la biomasa total; y f) un
aumento del peso de mil granos (TKW), que se extrapola a partir del nimero de semillas llenas contadas y su peso
total. Un incremento de TKW puede resultar de un incremento del tamario de las semillas y/o peso de las semillas, y
también puede resultar de un incremento en el tamario de embriones y/o endosperma.

Otro aspecto de la invencién es el uso de la inactivacion de una TPS de clase Il vegetal, como se define
anteriormente, para la promocion de la sintesis de almidén. Preferiblemente, dicha promocién es un incremento en la
sintesis de almidon. Preferiblemente, dicha TPS es una TPS de clase I, segun la clasificacion en Arabidopsis
thaliana. Una TPS de clase Il comprende tanto un dominio semejante a trehalosa-6-fosfato sintasa como un dominio
semejante a trehalosa-6-fosfato fosfatasa (Leyman et al, 2001, Vogel et al., 2001). Incluso mas preferiblemente,
dicha TPS se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N° 1-15 (TPS5-11, ortélogo del arroz, ortélogo del
alamo). En una realizacion preferida, dicha TPS es AtTPS8 (SEC ID N° 4). En ofra realizacion preferida, dicha TPS
es AtTPS5 (SEC ID N° 1).

Todavia otro aspecto de la invencion es un método para mejorar diversos rasgos relacionados con el rendimiento en
plantas con relacién a plantas de control, que comprende modular la expresion y/o traducciéon en una planta de un
acido nucleico de TPS de clase Il y/o un polipéptido de TPS de clase Il, en el que dicha expresién modulada consiste
en una reduccion o eliminacion sustancial de la expresion y/o produccion de un gen endégeno de TPS de clase Il en
una planta. Como ejemplo no limitante, dicha reduccién o eliminacion sustancial se puede obtener mediante
silenciamiento de la expresion génica mediado por ARN, mediante coexpresion, mediante el uso de secuencias de
acido nucleico antisentido de TPS de clase I, o mediante el uso de

Todavia otro aspecto de la invencion es el método para la produccion de una planta transgénica que tiene un
rendimiento aumentado con relacién a plantas de control, método el cual comprende:

(i) introducir y expresar en una planta un constructo genético que comprende una o mas secuencias de
control para reducir la expresion y/o traduccién en una planta de un gen endégeno de TPS de clase Il; y

(ii) cultivar la planta, parte vegetal o célula vegetal en condiciones que promuevan el crecimiento y desarrollo
vegetal.
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Las secuencias de control, como se usa aqui, son secuencias que incluyen en la expresion y/o traduccioén el gen de
TPS de clase Il, conocidas por la persona experta en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, secuencias que
provocan la coexpresion, secuencias que codifican ARN antisentido, y ARNi.

También se describe una planta, obtenible segun el método de la invencion, por lo que dicha planta tiene una
expresion reducida de un gen endoégeno de TPS de clase Il debido a la introduccion, en una planta, de una
secuencia de acido nucleico de control de TPS de clase Il. La expresion reducida, como se usa aqui, es una
expresion que esta sustancialmente disminuida cuando la expresiéon se compara con una planta de control no
transformada que se hizo crecer en las mismas condiciones. Los métodos para medir la expresién son conocidos
por la persona experta en la técnica; una reduccion sustancial es una reduccion con preferiblemente 10%, mas
preferiblemente 20%, e incluso mas preferiblemente 30%.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Longitud de la raiz de A{TPS8 KO en medio MS, con y sin sacarosa, en luz y en la oscuridad. GT2,
GT4 y GT6 son diferentes lineas KO de A{TPS8

Figura 2: Niveles de expresion de AtCYCD3 y ApL3 en el contexto de AtTPS8 KO

Figura 3: Caracterizacion fenotipica de las plantas adultas con AtTPS8 KO en comparacion con plantas WT
Figura 4: Datos de la expresion de AtTPS5 de SALK_144791

Figura 5: Medidas de la longitud de las raices de la linea SALK_144791.

Figura 6: Fenotipo de la linea SALK_144791 AtTPS5 KO, en comparacion con WT (Columbia), en medio 1 x
MS, 1% de sacarosa.

Figura 7: Fenotipo de la linea SALK_144791 AtTPS5 KO, en comparacion con WT (Columbia), en medio 1 x
MS, 1% de sacarosa: ensayo sobre el efecto agravitréfico.

Figura 8: Datos de expresion de AtTPS5 de GT12622

Figura 9: Fenotipo de la linea de Gene Trap GT12622 A{TPS5 KO, en comparacion con WT (Landsberg
erecta), en medio 1 x MS, 1% de sacarosa.

Figura 10: Fenotipo de la linea de Gene Trap GT12622 A{TPS5 KO, en comparacion con WT (Landsberg
erecta), en medio 1 x MS, 1% de sacarosa: ensayo sobre el efecto agravitrofico.

Ejemplos
Materiales y métodos para los ejemplos

Material vegetal para AtTPS8

Se transformaron plantas de Arabidopsis de tipo salvaje (Columbia) con constructos de silenciamiento y de
sobreexpresion (véase posteriormente). Ademas, se obtuvo una linea de Gene Trap (GT13138, Landsberg erecta) a
través del laboratorio de Martienssen en Cold Spring Harbor Laboratory. Para estudiar el fenotipo de estas plantas,
se obtuvieron lineas homocigotas. Se esterilizé la superficie de las semillas, y se hicieron germinar en capsulas de
Petri orientadas verticalmente en medio 1x de Murashige y Skoog (Duchefa) solidificado con agar puro (Duchefa),
con 1% de sacarosa o sin sacarosa (como se indica en las figuras), en un ciclo diario de 12 h a 22°C y 12 h de
oscuridad a 18°C. Diez dias después de la germinacion, se midid la longitud de las raices de las plantas. Las plantas
que se hicieron crecer en condiciones de oscuridad se mantuvieron en la oscuridad durante todo el periodo de
tiempo.

Constructos

Para el silenciamiento de AtTPS8 (At1g70290) en Arabidopsis, se usaron los vectores de Gateway, pDONR207 y
pK7GWIWG2 (Karimi et al, 2002). Se amplificaron 149 pb de una secuencia especifica de A{TPS8 con dos
cebadores que contienen los sitios de recombinacion AftB1 y  AttB2. Cebador directo,
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC-TCCGAAGTAACTTCTACCTCC; cebador inverso,
GGGGACCACTTTGTACAAG-AAAGCTGGGTCCCATCTCTAAGTTGTAACTG. EI constructo se transformd en
células de Agrobacterium competentes (cepa C58C1), y se transformd en plantas de Arabidopsis WT usando el
método inmersion de tejidos florales (Clough, 2005). Se seleccionaron semillas TO en canamicina, y se transfirieron
al suelo para fijar las semillas. Estas semillas T1 se seleccionaron nuevamente en canamicina, y se cribaron en
busca de lineas T2 homocigotas.
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El constructo de sobreexpresion de AtTPS8 se obtuvo usando el vector vegetal PCB302. AtTPS8 de longitud
completa se amplific6 a partir de ADNc de protoplasto con los siguientes cebadores: cebador directo,
CGGGATCCATGGTGTCAAGATCTTGTGCTAA; cebador inverso, AAGGCC-TAACGATGCTTTCAAATGCAACTT.
El constructo se transformé en Agrobacterium y plantas como se describe anteriormente.

Linea de Gene Trap

La linea de Gene Trap (GT13138, Landsberg erecta) se obtuvo del laboratorio de Martienssen en Cold Spring
Harbor Laboratory. Un vector pWS32, que contiene un elemento transposable Ds con el gen B-glucuronidasa (GUS)
como informador y el gen de neomicin fosfotransferasa (NPTIl) como marcador seleccionable, se transformé en
Arabidopsis, en la que se insert6 aleatoriamente en el genoma. Los ensayos de glucuronidasa revelaron inserciones
en exones de diferentes genes. Los sitios de insercion se amplificaron entonces mediante TAIL PCR (Liu et al,
1995), y se secuenciaron. Estas secuencias se validaron y anotaron segun la secuencia del genoma de Arabidopsis.

Material vegetal para AtTPS5

La linea SALK “SALK 144791” (Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia) estaba disponible a partir de la coleccion de
Alonso/Crosby/Ecker de plantas transformadas con T-DNA de Agrobacterium, y se orden6 en NASC/ABRC. La
secuencia de ADN de flanqueo de T-DNA se recuperdé y se secuencié por el Salk Institute Genomic analysis
Laboratory (SIGnAL), USA, y se predijo que estaba en el primer exén del gen de AtTPS5 (At4g17770). Las lineas
indexadas de secuencias ordenadas segregaron lineas T3. Con el marcador NTPII (resistencia a canamicina) y
PCR, se seleccionaron plantas homocigotas, en lo sucesivo denominadas como linea 070(2) (cebador directo:
5TCCTGCTTATATCCCACCTGAGCS3’; y cebador inverso: 5GCGCCGCTTAAAGAAGGAGAAZ'). Las secuencias se
obtuvieron con el cebador de T-DNA del borde izquierdo (Lba1: 5TGGTTCACGTAGTGGGCCATCGS3’), y el T-DNA
se encontré en la posicién 923 con relacion al codén de INICIO en el ADNc de AtTPS5.

La linea de Gene Trap GT12622 (Arabidopsis thaliana, ecotipo Landsberg erecta) se ordené de la coleccion de
lineas de insercion de transposones producidas en la laboratorio de Martienssen de Cold Spring Harbor Laboratory,
USA (Sundaresan et al., 1995; Martienssen, 1998). La linea se generd usando los transposones Disociacién (Ds) del
maiz, manipulados mediante ingenieria para que portasen un gen informador uidA (B-glucuronidasa (GUS)) y un gen
de resistencia a canamicina NPTII (neomicin fosfotransferasa). Los genes informadores de Gene Trap no tienen
promotor, de forma que la expresion de GUS sélo se puede producir cuando el informador se inserta en un gen
cromosoémico transcrito, creando una fusién transcripcional. Estos elementos monitorizan simultaneamente la
expresion génica y destruyen la funcion del gen enddégeno. El constructo de Gene Trap tiene un aceptor con
multiples empalmes fusionado al gen de GUS. Basandose en las secuencias de flanqueo del sitio de insercion
obtenidas mediante TAIL-PCR, CSHL predijo que la linea GT12622 posee una Unica insercion de un elemento DS
transposable de Gene Trap en alguna parte en el extremo del primer exén del gen de AtTPS5 (At4g17770). Las
lineas indexadas de secuencias suministradas fueron semillas F3. Con el marcador de canamicina y la PCR, se
obtuvieron lineas desactivadas de AfTPS5 homocigotas (F5), en lo sucesivo denominadas como linea GT4.1 y
GT6.2. Se disefiaron cebadores especificos de los genes (cebador directo: 5TTGGGCGCGTAGCTTTATACS3, y
cebador inverso: 5’CAAGAAGATATGAAAACAGCCTCAS’), junto con cebadores en los bordes del constructo de
Gene Trap, para amplificar secuencias de flanqueo especificas del sitio de insercion. El lugar exacto de insercién es
en la posicion 1930 (en el primer exén) en la secuencia de ADNc de At{TPS5.

Ejemplo 1: Las lineas de desactivacion de TPS8 muestran un crecimiento mejorado en diferentes condiciones de
crecimiento

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la trehalosa es sintetizada en dos reacciones a partir de UDP-glucosa y
glucosa-6-fosfato mediante trehalosa-6-fosfato sintasa (codificada por TPS7) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa
(codificada por TPS2). En el genoma de Arabidopsis thaliana, se han detectado 11 genes semejantes a TPS. Esos
genes se pueden agrupar en dos subfamilias, que presentan la mayor similitud con TPS1 de levadura (que codifica
TPS en levadura; clase 1) o TPS2 (que codifica TPP en levadura; clase IlI) (Leyman et al. 2001). No se sabe casi
nada sobre los genes de TPP de tipo clase Il en Arabidopsis. Para estudiar el efecto de estos genes, se
construyeron lineas de desactivacion (KO), lineas de ARNi y lineas de sobreexpresion, y se estudiaron como se
describe en Materiales y Métodos.

Las lineas se estudiaron en medio 1x de Murashige y Skoog (Duchefa) solidificado con agar puro (Duchefa) (MS),
con o sin adiciéon de sacarosa. Las lineas de desactivacion representativas se analizaron después de 10 dias de
germinacion. Los resultados para la AtTPS8 KO se resumen en la Figura 1. Independientemente de las condiciones
de crecimiento, la linea KO mostré siempre un incremento significativo en la longitud de las raices, aunque el efecto
fue ligeramente mas pronunciado cuando estaba presente la sacarosa en el medio.

Ejemplo 2: La inactivacion de TPS8 promueve la expresiéon de CYCD3 y ApL3

Para analizar el mecanismo subyacente del incremento en el crecimiento, se estudié mediante PCR en tiempo real
el efecto de la AtTPS8 KO sobre la expresion del gen de ciclo celular AfCYCD3, y sobre el gen de la biosintesis del
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almidon ApL3. Comparados con el tipo salvaje (wt), la expresion tanto de ApL3 como de AfCYCD3, fue
significativamente mayor. Los resultados se muestran en la Figura 2. Especialmente, el resultado de ApL3 es
inesperado, ya que Kolbe et al. (2005) han demostrado recientemente que T6P es inductor de la sintesis del
almiddn, mientras que se podria esperar que la concentracion de T6P es menor en la AfTPS8 KO.

Ejemplo 3: La inactivacion de TPS8 da como resultado mayor biomasa y plantas mas grandes

Las plantulas del tipo salvaje y de AtTPS8 KO se pusieron en el suelo, y se hicieron crecer durante 30 dias, para
comparar los fenotipos de las plantas adultas. Las plantulas adultas de AtTPS8 KO crecen mas rapidamente en el
suelo, tienen mas hojas en forma de roseta pero mas pequenias, y el tallo de inflorescencia es el doble de grueso
que en el tipo salvaje. La linea KO tiene aproximadamente dos veces tantas silicuas como wt. Las hojas caulinares
de la linea KO son mucho mas grandes y parecen mas hojas en forma de roseta (Figura 3). Esto conduce a un
mayor rendimiento de semillas y a un mayor rendimiento de biomasa global de la planta.

Ejemplo 4: La inactivacion de TPS5 promueve el crecimiento de las raices

Para evaluar la expresion de AtTPS5 en la linea SALK_144791, se aislé ARN de 50 plantulas de la linea 070(2). Los
experimentos de RT-PCR (cebador directo: 5 GCACTCCTCAACGCTGATTT3, y cebador inverso:
5’AAGCCCTATGGTTCCACGTT3’) en ADNc demostraron una drastica disminucion de la expresion de AtTPS5
(figura 4). Para la caracterizacion fenotipica, se esterilizaron semillas de la linea 070(2) mediante humectacion (100
ml de lejia + 3 ml de HCI al 37%) durante 4-6 horas, y se impregnaron/estratificaron durante dos dias en luz
constante a 4°C. Después de dos dias, las semillas se pusieron en placas estériles con medio para plantas (medio
1x MS pH 5,7 (KOH), 1% de sacarosa) y se incubaron verticalmente en una camara de crecimiento con un ciclo de
luz-oscuridad de 12 h-12 h, 70 microE, 22°C dia, 18°C noche. Después de 7 dias de germinacion, se midieron las
longitudes de las raices de 18 plantulas. Las lineas SALK mostraron un incremento significativo en la longitud de las
raices (figura 5). Este resultado se confirmé en un segundo experimento, y se tomaron fotos de las plantulas
después de 13 dias de germinacién (véase la figura 6). Las plantulas parecieron tener raices en cierto modo mas
largas. Sin embargo, es necesario confirmar esto. Algunas placas se giraron 90° para comprobar los posibles efectos
gravitroficos. Después de 4 dias, no se detectd ningun efecto agravitrofico (figura 7).

Ejemplo 4: La inactivacion de TPS5 de Gene Trap promueve el crecimiento de las raices y de los hipocotilos

Para evaluar la expresion de AtTPS5 en las lineas homocigotas de TPS5 de Gene Trap, se aislé6 ARN de 50
plantulas de dos lineas de GT sometidas a desactivacion. La RT-PCR (cebador directo:
5’GCACTCCTCAACGCTGATTT3, y cebador inverso: 5’AAGCCCTATGGTTCCACGTT3’) demostré una disminucion
drastica de la expresion de AtTPS5 (figura 8). Las semillas se esterilizaron mediante humectacion (100 ml de lejia +
3 ml de HCI al 37%) durante 4-6 horas, y se impregnaron/estratificaron durante dos dias en luz constante a 4°C.
Después de dos dias, las semillas se pusieron en placas estériles con medio para plantas (medio 1x MS pH 5,7
(KOH), 1% de sacarosa) y se incubaron verticalmente en una camara de crecimiento con un ciclo de luz-oscuridad
de 12 h-12 h, 70 microE, 22°C dia, 18°C noche. Diez dias después de la germinacion, se tomaron fotos de las
plantulas (figura 9). Las plantulas parecieron tener raices significativamente mas largas, e hipocotilos mas largos.
Varios dias después de girar las placas 90° y contrariamente a lo que se observd en Columbia, las plantas
mostraron efectos agravitroficos (figura 10).
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Trp

Ser

val

Leu

Cys

Ser

800

Cys

Thr

Thr

Leu

Asp

Ala

Asp

Ile

Asp
80



Glu

Ile

Glu

Pro

Cys

145

Pro

Ser

Glu

Thr

His

225

Glu

Thr

Gly

Gly

Gln

305

Glu

vVal

Asn

Glu

Gln

Thr

130

Lys

Asp

Val

Asp

Phe

210

Ser

Glu

Phe

Leu

Arg

290

Leu

Leu

Asp

Ser

val

Glu

115

Phe

Gln

Leu

Asn

Asp

195

Leu

Pro

Leu

Asp

Thr

275

Thr

Gln

Ile

Asp

Leu

Ile

100

Glu

Leu

Gln

Gly

Lys

180

Phe

Arg

Phe

Leu

Tyr

260

Tyr

val

Ser

Glu

Met
340

Leu

85

Tyr

Val

Pro

Leu

Gly

165

Ile

val

Lys

Pro

Arg

245

Ala

Glu

Ser

Val

Arg

325

Asp
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Leu

val

Tyr

Leu

Trp

150

Arg

Phe

Trp

Arg

Ser

230

Ala

Arg

Ser

Ile

Leu

310

Tyr

Ile

Gln

Gly

Gln

Asp

135

Pro

Phe

Ala

Ile

Phe

215

Ser

Leu

His

Lys

Lys

295

Ser

Gly

Phe

Leu

Cys

Ile

120

Leu

Leu

Asp

Asp

His

200

Asn

Glu

Leu

Phe

Arg

280

Ile

Leu

Arg

Lys

Lys

Leu

105

Leu

Tyr

Phe

Arg

Arg

185

Asp

Arg

Ile

Asn

Leu

265

Gly

Leu

Pro

Lys

Gly
345

13

Asp

90

Lys

Leu

Thr

His

Thr

170

Ile

Tyr

val

Tyr

Ser

250

Ser

Tyr

Pro

Glu

Gly

330

Ile

Gly

Glu

Glu

Arg

Tyr

155

Leu

Met

His

Lys

Lys

235

Asp

Cys

Ile

Val

Thr

315

Arg

Thr

Leu

Glu

Ser

Tyr

140

Met

Trp

Glu

Leu

Leu

220

Thr

Leu

Cys

Gly

Gly

300

Glu

Thr

Leu

Gly

Ile

Phe
125

Tyr

Leu

Gln

val

Met

205

Gly

Leu

Ile

Ser

Leu

285

Ile

Arg

Met

Lys

Asp

Pro

110

Lys

His

Pro

Ala

Ile

1390

Val

Phe

Pro

Gly

Arg

270

Glu

His

Lys

Leu

Leu
350

Glu

95

Leu

Cys

Gly

Leu

Tyr

175

Asn

Leu

Phe

Ile

Phe

255

Met

Tyr

Met

Val

Leu

335

Leu

Ala

Asn

Val

Phe

Ser

160

Val

Pro

Pro

Leu

Arg

240

His

Leu

Tyr

Gly

Gly

320

Gly

Ala



Met

Leu

Glu

385

Phe

Lys

val

val

Ala

465

Gly

val

Pro

His

Ser

545

Leu

Met

Leu

Arg

Glu

Val

370

Met

Gly

Phe

Thr

Ser

450

Asn

Cys

Asp

Glu

Asp

530

Cys

Ser

Glu

Leu

Pro
610

Gln

355

Gln

Gln

Arg

Tyr

Ala

435

Arg

Asn

Ser

Ala

Lys

515

val

Gly

Phe

His

Asp

595

Ser

Leu

Ile

Ala

Pro

Glu

420

val

Gln

Arg

Pro

Val

500

Gln

Gly

Glu

Arg

Ile
580

Tyr

Ser

Leu

Ala

Glu

Gly

405

Arg

Arg

Gly

Asn

Ser

485

Ala

Leu

Tyr

His

val

565

Val

Asp

Lys
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Met

Asn

Thr

390

Tyr

val

Asp

Asn

Lys

470

Leu

Asp

Arg

Trp

Gly

550

val

Ser

Asp

Ser

Gln

Pro
37s

Tyr

Asp

Ala

Gly

Glu

455

Lys

Ser

Ala

His

Ala

535

Arg

Ala

Ala

Thr

Ile
615

His Pro
360

Ala Arg

Ser Thr

Pro Ile

Tyr Tyr
425

Met Asn
440

Lys Leu

Ser Met

Gly Ala

Met Asp
505

Glu Lys
520

Arg Ser

Arg Arg

Leu Asp

Tyr Lys
585

Leu Met
600

Asp Ile

14

Glu

Gly

val

Val

410

val

Leu

Asp

Leu

Ile

490

Ser

His

Phe

Cys

Gln

570

Arg

Pro

Leu

Trp

Lys

Lys

335

Leu

Val

Ile

Lys

Val

475

Arg

Ala

Tyr

Leu

555

Ser

Thr

Gln

Asn

Gln

Gly

380

Arg

Ile

Ala

Pro

Ile

460

val

val

Leu

Lys

Gln

540

Gly

Phe

Lys

Gly

Thr
620

Gly

365

Lys

Ile

Asp

Glu

Tyr

445

Leu

Ser

Asn

Glu

Tyr

525

Asp

Ile

Axg

Thr

Ser

605

Leu

Lys

Asp

Asn

Ala

Cys

430

Glu

Lys

Glu

Pro

val

510

Val

Leu

Gly

Lys

Arg

590

Ile

Cys

vVal

Val

Glu

Pro

415

Cys

Leu

Phe

495

Ala

Ser

Glu

Phe

Leu

575

Ala

Asp

Arg

Val

Lys

Thr

400

Leu

Leu

Ile

Glu

Ile

480

Asn

Glu

Thr

Arg

Gly

560

Ser

Ile

Lys

Asp
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Lys Gly Asn Leu Val Phe Ile Val Ser Ala Lys Ser Arg Glu Thr Leu
625 630 635 640

Ser Asp Trp Phe Ser Pro Cys Glu Lys Leu Gly Ile Ala Ala Glu His
645 650 655

Gly Tyr Phe Leu Arg Leu Arg Lys Ala Val Glu Trp Glu Asn Cys Val
660 665 670

Ala Ala Val Asp Cys Ser Trp Lys Gln Ile Ala Glu Pro Val Met Glu
675 680 685

Leu Tyr Thr Glu Thr Thr Asp Gly Ser Thr Ile Glu Asp Lys Glu Thr
690 695 700

Ala Leu Val Trp Ser Tyr Glu Asp Ala Asp Pro Asp Phe Gly Sexr Cys
705 710 715 720

Gln Ala Lys Glu Leu Leu Asp His Leu Glu Ser Val Leu Ala Asn Glu
725 "730 735

Pro Val Thr Val Lys Arg Gly Gln Asn Tyr Val Glu Val Lys Pro Gln
740 745 750

Gly Val Ser Lys Gly Leu Ile Ala Arg Arg Met Leu Ser Met Met Gln
755 760 765

Glu Arg Gly Thr Leu Pro Glu Phe Val Leu Cys Ile Gly Asp Asp Arg
770 775 780

Ser Asp Glu Asp Met Phe Glu Val Ile Cys Ser Ser Thr Glu Gly Pro
785 790 795 800

Ser Ile Ala Pro Arg Ala Glu Ile Phe Ala Cys Thr Val Gly Gln Lys
805 810 815

Pro Ser Lys Ala Lys Tyr Tyr Leu Asp Asp Thr Thr Glu Ile Val Arg
820 825 830

Leu Met His Gly Leu Ala Ser Val Thr Asp Gln Ile Thr Pro Val
835 840 845

<210> 3

<211> 851

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3

Met Ile Ser Arg Ser Tyr Thr Asn Leu Leu Asp Leu Ala Ser Gly Asn
1 S 10 15

15



Phe

val

Ser

Ala

65

Phe

Pro

Asp

Lys

Asp

145

Pro

Ala

Ile

val

Phe

225

Pro

Gly

Arg

Pro

Pro

Ser

50

Asn

Ser

Glu

Ser

Cys

130

Gly

Phe

Tyx

Asn

Leu

210

Phe

Val

Phe

Met

Val

Gly

Asp

Arg

Trp

Asp

Asn

115

val

Phe

Serx

Val

Pro

195

Pro

Leu

Arg

His

Leu
275

Met

20

Asn

Asn

Leu

Asp

Met

100

Glu

Pro

Cys

Ala

Ala

180

Asp

Thr

His

Glu

Thr

260

Gly

Gly

Val

Pro

Pro

Gln

85

Glu

Gln

Thr

Lys

Asp

165

Thr

asp

Phe

Ser

Glu

245

Phe

Leu
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Arg

Ser

Ser

Leu

70

Asp

Ile

Asp

Phe

Arg

150

His

Asn

Asp

Leu

Pro

230

Ile

Asp

Glu

Glu

Glu

Ser

55

Lys

Ser

Leu

Asp

Phe

135

Gln

Gly

Lys

Phe

Arg

215

Phe

Leu

Tyr

Tyr

Arg

Phe

40

val

Ala

Leu

Tyr

Val

120

Pro

Ile

Gly

Leu

val

200

Arg

Pro

Lys

Ala

Gln
280

Arg

25

Asp

Ser

Glu

Tyr

val

105

Ala

Pro

Trp

Arg

Phe
185

Trp

Arg

Ser

Ala

Arg

265

Ser

16

Arg

Glu

Ser

Lys

Leu

90

Gly

Gln

Asp

Pro

Phe

170

Phe

Ile

Phe

Ser

Leu

250

His

Lys

Leu

Asp

Asp

Arg

75

Gln

Ser

Ile

Leu

Leu

155

Asp

Gln

His

Asn

Glu

235

Leu

Phe

Arg

Pro

Gln

Arg

60

Asn

Leu

Leu

Leu

Gln

140

Phe

Arg

Lys

Asp

Arg

220

Ile

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

45

Met

Gly

Lys

Ser

Leu

125

Ser

His

Ser

val
Tyr

205

Ile

Tyr

Ser

Thr

Tyr
285

val
30

Tyr

Ile

Ser

Asp

val

110

Asp

Lys

Tyx

Leu

Ile

190

His

Arg

Arg

Asp

Cys

270

Ile

Met

Ser

Ile

Trp

Gly

Asp

Lys

Phe

Met

175

Glu

Leu

Met

Ser

Leu

255

Cys

Gly

Thr

Val

Val

Ser

80

Leu

val

Phe

Tyr

Leu

160

Glu

Val

Met

Gly

Leu

240

Ile

Ser

Leu



Glu

Asn

305

Lys

Gly

Ala

val

Glu

385

Glu

val

val

Ile

Pro

465

Ser

Gly

Leu

His
545

Tyr Tyr
290

Met Gly

Val Met

Ile Asp

Met Glu
355

Leu Val
370

Glu Ile

Phe Gly

Ser Ile

Val Thr
435

val Cys
450

Lys Lys

Leu Ser

Glu Ala

Arg His
515

Trp Ser
530

Phe Lys

Gly

Arg

Glu

Asp

340

Gln

Gln

Arg

Lys

Asn

420

Ala

Arg

Ser

Gly

Leu

500

Glu

Arg

Lys

Arg

Ile

Leu

325

Met

Met

Ile

Gly

Pro

405

Glu

Val

Gln

Met

Ala

485

Asn

Lys

Ser

Arg
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Thr

Gln

310

Arg

Asp

Leu

val

Glu

390

Gly

Ile

Arg

Gly

Leu

470

Ile

Glu

His

Phe

Cys
550

Val

295

Ser

Asn

Ile

Arg

Asn

375

Ile

Asn

Asp

Leu

455

val

Arg

Ala

Phe

Leu
S35

Trp

Gly

val

Arg

Phe

Gln

360

Pro

Glu

Gln

Ala

Gly

440

Leu

Ala

Val

Leu

Arg

520

Gln

Gly

Ile Lys Ile

Met

Phe

Lys

345

His

Ala

Glu

Pro

Tyr

425

Met

Gly

Ser

Asn

Ser

505

Tyr

Asp

Met

17

Arg

Glu

330

Gly

Pro

Arg

Ser

Ile

410

Tyr

Asn

Ser

Glu

Pro

490

Met

Val

Leu

Gly

Tyr

315

Gly

Ile

Asn

Gly

Cys

395

Ile

His

Leu

Glu

Phe

475

Trp

Ser

Ser

Glu

Ile
555

Met

300

Ser

Lys

Asn

Trp

Lys

380

Arg

Tyr

Ile

Thr

Ser

460

Ile

Asn

Asp

Thr

Arg

540

Ser

Pro

Glu

Thr

Leu

Arg

365

Gly

Arg

Ile

Ala

Pro

445

Asp

Gly

val

Ala

His

525

Ile

Phe

Val

Glu

val

Lys

350

Gly

Ile

Ile

Asp

Glu
430

Tyr

Phe

Cys

Glu

Glu

510

Asp

Cys

Gly

Gly
Glu
Leu
335
Leu
Arg
Asp
Asn
Thr
415
Cys
Glu
Ser
Ser
Ala
495
Lys
vVal

val

Phe

Ile

Gly

320

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

400

Pro

val

Tyr

Gly

Pro

480

Thr

Gln

Ala

Asp

Arg
560



val

Val

Asp

Glu

Ile

625

Thr

Lys

Phe

Ser

Gln

705

Met

Lys

Gly

Pro

Met

785

Asn

Lys

vVal

Ser

Gly

Val

610

Phe

Pro

Trp

Gly

Thr
690

Tyx

Leu

Ser

Ser

Val

770

Phe

Ala

Tyr

Ala

Asp

Thr

595

Leu

Ile

Cys

Ser

Trp

675

Asp

Arg

Glu

Gly

Val

755

Asp

Glu

Leu

Tyx

Leu

Tyr

580

Leu

Asn

val

Lys

Gly

660

Met

Gly

Asp

His

His

740

Ser

Phe

Ala

Val

Leu
820

Asp

565

Lys

Met

Phe

Ser

Lys

645

Ser

Gln

Ser

Ala

Leu

725

Tyr

Glu

val

Ile

Phe

805

Asp
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Pro

Arg

Pro

Leu

Gly

630

Ile

Glu

Ile

Ser

Asp

710

Glu

Ile

Lys

Leu

Gly

790

Ala

Asp

Asn

Ala

Gln

Asp

615

Arg

Gly

Glu

Val

Ile

695

Pro

Ser

val

Ile

Cys

775

Asn

Cys

Thr

Phe

Lys

Asn

600

Ala

Gly

Ile

Trp

Glu

680

Glu

Gly

Val

Glu

Phe

760

Ile

Ala

Thr

Thr

Arg

Ser

585

Ser

Leu

Arg

Ala

Glu

665

Pro

Ile

Phe

Leu

Val

745

Ser

Gly

Met

val

Glu
825

18

Lys

570

Arg

Ile

Cys

Glu

Ala

650

Thr

val

Lys

Gly

Ala

730

Lys

Ser

Asp

Ser

Gly

810

vVal

Leu

Ala

Asn

Glu

Ser

635

Glu

Cys

Met

Glu

Ser

715

Asn

Pro

Met

Asp

Lys

795

Gln

Thr

Ser

Ile

Lys

Asp

620

Leu

His

Gly

Lys

Ser

700

Leu

Glu

Gln

Ala

Arg

780

Arg

Lys

Cys

Ile

Leu

Ala

605

Lys

Ser

Gly

Gln

Gln

685

Ala

Gln

Pro

Gly

Gly

765

Ser

Leu

Pro

Met

Pro Cys
575

Leu Asp
590

Pro Ser

Lys Asn

Lys Trp

Tyr Phe
655

Ser Ser
670

Tyr Thr

Leu Val

Ala Lys

Val Ala
735

val Ser
750

Lys Gly

Asp Glu

Leu Cys

Ser Lys

815

Leu Glu
830

Ile

Tyx

Gln

Ser

Phe

640

Leu

Asp

Glu

Trp

Glu

720

val

Lys

Lys

Asp

Asp

800

Ala

Ser
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Leu Ala Glu Ala Ser Glu Ala Ser Asn Phe Ser Met Arg Glu Leu Asp
835 840 845

Glu Ala Leu
850

<210> 4

<211> 826

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 4

Met Thr Val Pro Gly Ile Ile Thr Asp Val Asp Gly Asp Thr Thr Ser

Glu Val Thr Ser Thr Ser Gly Gly Ser Arg Glu Arg Lys Ile Ile Val
20 25 30

Ala Asn Met Leu Pro Leu Gln Ser Lys Arg Asp Ala Glu Thr Gly Lys

Trp Cys Phe Asn Trp Asp Glu Asp Ser Leu Gln Leu Gln Leu Arg Asp
50 S5 60

Gly Phe Ser Ser Glu Thr Glu Phe Leu Tyr Val Gly Ser Leu Asn Val
65 70 75 80

Asp Ile Glu Thr Asn Glu Gln Glu Glu Val Ser Gln Lys Leu Leu Glu
85 90 95

Glu Phe Asn Cys Val Ala Thr Phe Leu Ser Gln Glu Leu Gln Glu Met
100 105 110

Phe Tyr Leu Gly Phe Cys Lys His Gln Leu Trp Pro Leu Phe His Tyr
115 120 125

Met Leu Pro Met Phe Pro Asp His Gly Asp Arg Phe Asp Arg Arg Leu
130 135 140

Trp Gln Ala Tyr Val Ser Ala Asn Lys Ile Phe Ser Asp Arg Val Met
145 150 155 160

Glu Val Ile Asn Pro Glu Asp Asp Tyr Val Trp Ile Gln Asp Tyr His
165 170 175

Leu Met Val Leu Pro Thr Phe Leu Arg Lys Arg Phe Asn Arg Ile Lys
180 185 190

Leu Gly Phe Phe Leu His Ser Pro Phe Pro Ser Ser Glu Ile Tyr Arg
195 200 2085

Thr Leu Pro Val Arg Asp Glu Ile Leu Arg Gly Leu Leu Asn Cys Asp

19



Leu

225

Gly

Gly

Ala

val

305

Leu

Lys

Asp

Asn

Arg

385

Cys

Lys

Asp

Cys

Asp

465

Glu

210

Ile

Ser

Leu

Val

Ala

290

Leu

Ile

val

Val

Glu

370

Leu

Cys

Tyr

Ser

Ser

450

Ala

Lys

Gly

Arg

Asp

His

275

Lys

Gly

Ala

val

Glu

3585

Arg

val

Leu

Ile

Ser

435

Pro

val

Gln

Phe

Met

Tyr

260

Met

Thr

Ile

Met

Leu

340

Glu

Tyr

Pro

val

Val

420

Pro

Ser

Ala

Leu

His

Leu

245

Phe

Gly

Lys

Asp

Glu

325

val

Ala

Gly

Arg

Asn

405

Cys

Arg

Leu

Glu

Arg
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Thr

230

Gly

Gly

Arg

Glu

Asp

310

His

Gln

Lys

Thr

Ser

390

Ala

Arg

Thr

Ser

Ala

470

His

215

Phe

Leu

Arg

Leu

Ile

295

Met

Leu

Ile

Arg

Ser

375

Glu

Val

Gln

Ser

Gly

455

val

Glu

Asp

Asp

Thr

Glu

280

Gln

Asp

Phe

Val

Glu

360

Asp

Lys

Arg

Gly

Thr

440

Ala

Asn

Lys

Tyr

val

265

Ser

Glu

Ile

Glu

Asn

345

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

425

Leu

Ile

Ser

His

20

Ala

Glu

250

Tyr

val

Gln

Phe

Thr

330

Pro

Tyr

Lys

Ala

Gly

410

Arg

val

Arg

Ala

Tyr

Arg

235

Ser

Ile

Leu

Phe

Lys

315

Tyr

Ala

Glu

Pro

Tyr

395

Met

Ser

val

val

Leu

475

His

220

His

Lys

Lys

Ser

Lys

300

Gly

Trp

Arg

Thr

Ile
380

Tyr

Asn

Asn

Ser

Asn

460

Lys

TYyY

Phe

Arg

Ile

Leu

285

Gly

Ile

His

Ser

Ala

365

val

Ala

Leu

Lys

Glu

445

Pro

Met

Ile

Leu

Gly

Leu

270

Asp

Lys

Ser

Leu

Ser

350

Arg

Leu

Ala

Val

Ala

430

Phe

Trp

Ser

Ser

Ser

His

255

Pro

Ser

Lys

Leu

Lys

335

Gly

Arg

Ile

Ala

Pro

415

Val

Ile

Asp

Glu

Thr

Cys

240

Ile

Val

Thr

Leu

Lys

320

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

400

val

Gly

vVal

Thr

480

His
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485 490 495

Asp Val Gly Tyr Trp Ala Lys Ser Phe Met Gln Asp Leu Glu Arg Ala
500 505 510

Cys Arg Asp His Tyr Ser Lys Arg Cys Trp Gly Ile Gly Phe Gly Leu
515 520 525

Gly Phe Arg Val Leu Ser Leu Ser Pro Ser Phe Arg Lys Leu Ser Val
530 535 540

Glu His Ile Val Pro Val Tyr Arg Lys Thr Gln Arg Arg Ala Ile Phe
545 550 555 560

Leu Asp Tyr Asp Gly Thr Leu Val Pro Glu Ser Ser Ile Val Gln Asp
565 570 575

Pro Ser Asn Glu Val Val Ser Val Leu Lys Ala Leu Cys Glu Asp Pro
580 585 590

Asn Asn Thr vVal Phe Ile Val Ser Gly Arg Gly Arg Glu Ser Leu Ser
595 600 605

Asn Trp Leu Ser Pro Cys Glu Asn Leu Gly Ile Ala Ala Glu His Gly
610 615 620

Tyr Phe Ile Arg Trp Lys Ser Lys Asp Glu Trp Glu Thr Cys Tyr Ser

625 630 635 640

Pro Thr Asp Thr Glu Trp Arg Ser Met Val Glu Pro Val Met Arg Ser
645 650 655

Tyr Met Glu Ala Thr Asp Gly Thr Ser Ile Glu Phe Lys Glu Ser Ala
660 665 670

Leu Val Trp His His Gln Asp Ala Asp Pro Asp Phe Gly Ser Cys Gln
675 680 685

Ala Lys Glu Met Leu Asp His Leu Glu Ser Val Leu Ala Asn Glu Pro
690 695 700

Val Val Val Lys Arg Gly Gln His Ile Val Glu Val Lys Pro Gln Gly
705 710 715 720

Val Ser Lys Gly Leu Ala Ala Glu Lys Val Ile Arg Glu Met Val Glu
725 730 735

Arg Gly Glu Pro Pro Glu Met Val Met Cys Ile Gly Asp Asp Arg Ser
740 745 750

Asp Glu Asp Met Phe Glu Ser Ile Leu Ser Thr Val Thr Asn Pro Glu
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755 760 765

Leu Leu Val Gln Pro Glu Val Phe Ala Cys Thr Val Gly Arg Lys Pro
770 775 780

Ser Lys Ala Lys Tyr Phe Leu Asp Asp Glu Ala Asp Val Leu Lys Leu
785 790 795 800

Leu Arg Gly Leu Gly Asp Ser Ser Ser Ser Leu Lys Pro Ser Ser Ser
805 810 815

His Thr Gln Val Ala Phe Glu Ser Ile Val
820 825

<210>5

<211> 867

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 5
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Leu

Val

Ser

Ala

Trp

Gly

Asp

Asp

Phe

145

Met

Val

Leu

Pro
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S0

Asn

Cys

Phe

Ile

Phe

130

Tyr
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Ser
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35

Val
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Phe

Ser

Gly

115

Asn

Leu

Pro

Arg

Phe

20
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Asn

Leu
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Ile

Cys

Gly

Met
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Pro

Ile

Ser

Pro

Trp

85

Asp

Ser

val

Phe

Phe
165
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Cys

Gln
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Ser

Leu

70
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Thr

Glu

Pro

Cys

150

Pro

Ala

Thr

Glu

Asn

55

Gln

Glu

Glu

Gln

Thr

135

Lys

Asp

Asn Phe

Gln Arg
25

Leu Asp

40

Ser Ser

Ala Lys

Asp Ser

Phe Val

105

Glu Glu
120
Phe Leu

His His

His Gly

23

Leu

Ala

Gly

Arg

Arg

Leu

90

Tyr

Val

Pro

Leu

Asp
170

Asp

Leu

Gly

Glu

Asp

75

Leu

Ile

Ser

Lys

155

Arg

Leu

Pro

Tyr

Arg

60

Thr

Leu

Gly

His

Glu

140

Pro

Phe

Ala

Arg

Ser

45

Lys

Glu

Gln

Ser

Lys

125

Met

Leu

Asp

Ser

val

30

Asp

Ile

Thr

Leu

Leu

110

Leu

Gln

Phe

Arg

Trp

15

Met

Gly

Ile

Gly

Arg

95

Asn

Leu

Glu

His

Arg
175

Asp

Thr

Ser

Val

Gln

80

Asp

Ala

Leu

Lys

Tyr

160

Leu



Trp

Glu

Leu

Leu

225

Thr

Leu

Cys

Gly

Gly

305

Ala

Ile

Leu

Lys

Asp

385

Asn

Arg

Cys

Gln

Val

Met

210

Gly

Leu

Ile

Ser

Leu

290

Ile

Ala

Leu

Ile

Leu

370

Val

Glu

Leu

Cys

Ala

Ile

195

val

Phe

Pro

Gly

Arg

275

Asp

His

Lys

Gly

Ala

355

val

Glu

Arg

Val

Leu
435

Tyr

180

Asn

Leu

Phe

Val

Phe

260

Met

Tyr

Met

Met

val

340

Met

Leu

Glu

Tyr

Pro

420

Val

val

Pro

Pro

Leu

Arg

245

His

Leu

Phe

Gly

Lys

325

Asp

Glu

Ile

Ala

Gly

405

Arg

Asn
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Glu

Thr

His

230

Asp

Thr

Gly

Gly

Arg

310

Glu

Asp

Arg

Gln

Lys

390

Ser

Tyr

Ala

Ala

Glu

Phe

215

Ser

Asp

Phe

Leu

Arg

295

Leu

Ile

Met

Leu

Ile

375

Lys

Ala

Glu

Val

Asn Lys
185

Asp Tyr
200

Leu Arg

Pro Phe

Leu Leu

Asp Tyr
265

Asp Tyr
280

Thr Val

Glu Ser

Gln Glu

Asp Ile

345

Phe Glu
360

Val Asn

Glu Thr

Gly Tyr

Lys Thr

425

Arg Asp
440

24

Ile

Val

Lys

Pro

Arg

250

Ala

Glu

Phe

Val

Gln

330

Phe

Thr

Pro

Tyr

Gln

410

Ala

Gly

Phe

Trp

Arg

Ser

235

Gly

Arg

Ser

Ile

Leu

315

Phe

Lys

Tyr

Ala

Ser

395

Pro

Tyr

Met

Ser

Ile

Phe

220

Ser

Leu

His

Lys

Lys

300

Asn

Lys

Gly

Trp

Arg

380

Thr

val

Tyr

Asn

Asp

His

205

Asn

Glu

Leu

Phe

Arg

285

Ile

Leu

Gly

Ile

His

365

Ala

Ala

Ile

Ala

Leu
445

Arg

190

Asp

Arg

Ile

Asn

Leu

270

Gly

Leu

Pro

Lys

Ser

350

Met

Thr

Lys

Leu

Met

430

Val

val

Tyr

Ile

Tyr

Cys

255

Ser

His

Pro

Ser

Lys

335

Leu

Arg

Gly

Arg

Ile

415

Ala

Pro

Met

His

Lys

Arg

240

Asp

Cys

Ile

val

Thr

320

Leu

Lys

Gly

Lys

Ile

400

Asp

Asp

Tyr



Lys
Gly

465

Phe

Trp

Gly

Ser

Glu

545

Phe

Leu

Ala

Ile

Gly

625

Ser

Glu

Cys

Met

Glu
705

Ile

Asp

Glu

Thr

530

Arg

Gly

Ser

Ile

Lys

610

Asp

Leu

His

Arg
690

ser

Ile

Ser

Gly

Val

Thr

515

His

Ala

Leu

Ile

Phe

595

Thr

Pro

Ser

Gly

Ser

675

Ser

Ala

Ile

His

Cys

Asp

500

Glu

Asp

Cys

Ser

Asp

580

Leu

Pro

Lys

Asp

Tyr

660

Ser

Tyr

Leu

Cys

Asp

Ser

485

Ala

Lys

Val

Arg

Phe

565

His

Asp

Asn

Asn

Trp

645

Phe

Ala

Met

Val
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Arg

Ser

470

Pro

Val

Arg

Gly

Glu

550

Axrg

Ile

Tyr

Ala

Thr

630

Leu

Ile

Glu

Asp

Trp
710

Gln

455

Ala

Ser

Ala

Leu

Tyr

535

His

Val

val

Asp

Glu

615

val

Ser

Arg

Ala

Ala

695

His

Gly Thr

Arg Thr

Leu Ser

Glu Ala
505

Arg His
520

Trp Ala

Tyr Asn

Leu Ser

Ser Thr

585

Gly Thr
600

Val Leu

Phe Val

Pro Cys

Trp Ser

665

Glu Trp
680

Thr Asp

His Gln

25

Pro

Ser

Gly

490

Val

Glu

Lys

Lys

Leu

570

Tyr

Leu

Ser

Val

Glu

650

Ser

Lys

Gly

Asp

Gly

Met

475

Ala

Asn

Lys

Ser

Arg

555

Ser

Arg

Val

Val

Ser

635

Asn

Lys

Thr

Ser

Ala
715

Met

460

Leu

Ile

Leu

His

Phe

540

Cys

Pro

Asn

Pro

Leu

620

Gly

Leu

Lys

Met

Thr

700

Asp

Asp

Val

Arg

Ala

Tyr
525

Met

Trp

Ser

Thr

Glu
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Lys

Arg

Gly

Glu

val
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Ile

Pro

Lys

Val

Val

Leu

510
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Gln

Gly

Phe

Gln

590

Ser

Ser

Gly

Ile

Trp

670

Glu

Glu

Asp

Ala

Ser

Asn

495

Thr

Tyr

Asp

Ile

Arg

575

Arg

Ser

Leu

Trp

Ala

655

Glu

Pro

Tyr

Phe

Met

Glu

480

Pro

Met

vVal

Leu

Gly

560

Lys

Arg

Ile

Cys

Glu

640

Ala

Thr

vVal

Lys

Gly
720



<210>6
<211> 861
<212> PRT

Ala

Asn

Pro

Met

Asp

785

Asn

Arg

Leu

Glu

Ser
865

Cys Gln Ala

Glu Val

740

Pro

Gln Gly Val

755

val
770

Glu Asp

Arg Ser Asp

Pro Asp Leu

Ser
820

Lys Pro

Leu Leu

835

Lys

Tyr Gln Gln

850

Ile Ile

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 6

Met

Leu

Val

Asp

Ala
65

Gly Ser Lys

Leu Asp Ile

Pro Gly Ile

35

Ser val

50

Asp

Asn Phe Leu

Lys

725

Val

Ser

Gly

Glu

Pro

80S

Lys

Gly

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Pro
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Glu

vVal

Lys

Asn

Asp

790

Met

Ala

Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Ser

Leu
70

Leu Leu Asp

Lys Arg Gly

748

Leu Ala

760

Gly

Pro Pro

775

Asp

Met Phe Glu

Pro Pro Glu

Phe
825

Lys Tyr

Ala
840

Leu Ala

Ser Ser Leu

855

Gly Asn Leu

Thr Pro Arg

25

Val
40

Asp Asp

Leu Pro

55

Cys

Asn Gly Lys

26

His

730

Gln

val

Met

ser

Ile

810

Leu

Ala

His

Leu Asp

10

Tyr Leu

Gly Tyr

Arg Glu

Lys Asp

Leu

His

Glu

Val

Ile

795

Phe

Asp

Thr

Thr

75

Glu Ser

Ile

Val

val
765

Lys

Met
780

Cys
Leu Ser
Ala Cys
Val

Asp

Ser
845

Ser

Gln Val

860

Leu Ala

Pro Arg

Gly Ile
45

Arg Lys
60

Ser Glu

Val Leu Ala

73S

Glu
750

Val Lys

Ile His Gln

Ile Gly Asp

Thr Val Thr

800

Thr Vval

815

Gly

Ser Val

830

Asp

Ser Lys Pro

Ala Phe Glu

Ser Gly Asp
15

vVal Met Thr
Ser Asp Gly
Ile

Ile Val

Thr Gly Lys
80



Trp

Gly

His

Glu

Phe

145

Met

Trp

Gly

Leu

Leu

225

Thr

Leu

Cys

Ala

Gly

305

Ala

Ile

Lys

Phe

val

Phe

130

Tyr

Leu

Gln

val

Met

210

Gly

Leu

Ile

Cys

Leu

290
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Leu

Phe

Ser

Asp

115

Asn

Leu

Pro

Ala

Ile
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val

Phe

Pro

Gly

Arg
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Asp

His

Lys

Gly

Ser

Pro

100

Val

Cys

Gly

Met

Tyr

180

Asn

Leu

Phe

val

Phe

260

Met

Tyr

Met

Leu

val
340

Leu

Glu

Ser

val

Phe

Cys

165

Val

Leu

Pro

Leu

Arg

245

His

Leu

Leu

Gly

Lys

325

Asp
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Asp

Thr

Glu

Ala

Cys

150

Pro

Ser

Glu

Thr

His

230

Glu

Thr

Gly

Gly

Arg

310

Glu
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Asn

Glu
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Thr
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Lys

Asp

Ala
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215
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Arg
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200

Leu
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Asp
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Thr

Glu
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Glu
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Lys

185
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Ser
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Trp
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Arg
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235
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315
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Ile

Lys
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385

Asn

Arg

Cys
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Gly
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Trp
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Arg
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Ser Asp Pro Asn Asn Thr Ile Phe Ile Val Ser Gly Arg Gly Lys Val
625 630 635 640

Ser Leu Ser Glu Trp Leu Ala Pro Cys Glu Asn Leu Gly Ile Ala Ala
645 650 655

Glu His Gly Tyr Phe Thr Arg Trp Asn Lys Ser Ser Asp Trp Glu Thr
660 665 670

Ser Gly Leu Ser Asp Asp Leu Glu Trp Lys Lys Val Val Glu Pro Ile
675 680 685

Met Arg Leu Tyr Thr Glu Thr Thr Asp Gly Ser Asn Ile Glu Ala Lys
690 695 700

Glu Ser Ala Leu Val Trp His His Gln Asp Ala Asp Pro Asp Phe Gly
705 710 715 720

Ser Cys Gln Ala Lys Glu Leu Leu Asp His Leu Glu Thr val Leu Val
725 730 735

Asn Glu Pro Val Ile Val Asn Arg Gly His Gln Ile Val Glu Val Lys
740 745 750

Pro Gln Gly Val Ser Lys Gly Leu Val Thr Gly Lys Ile Leu Ser Arg
755 760 765

Met Leu Glu Asp Gly Ile Ala Pro Asp Phe Val Val Cys Ile Gly Asp
770 775 780

Asp Arg Ser Asp Glu Glu Met Phe Glu Asn Ile Ser Thr Thr Leu Ser
785 790 795 800

Ala Gln Ser Ser Ser Met Ser Thr Glu Ile Phe Ala Cys Thr Val Gly
805 810 815

Arg Lys Pro Ser Lys Ala Lys Tyr Phe Leu Asp Glu Val Ser Asp Val
820 825 830

Val Lys Leu Leu Gln Gly Leu Ala Asn Thr Ser Ser Pro Lys Pro Arg
835 840 845

Tyr Pro Ser His Leu Arg Val Ser Phe Glu Ser Val Val
850 855 860

<210>7

<211> 862

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 7
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280

Gly

Ala

Met

Phe

Lys

360

Asp

Asn

Asn

Glu

Tyx

440

Leu

Glu

Pro

Met

Ile

520

Leu

Leu

Ile

Glu

Leu

Trp

345

Val

Val

Ser

Gly

Cys

425

Lys

Gly

Phe

Trp

Ser

505

Ser

Gln

31

Glu

His

Lys

Gly

330

Ala

val

Gln

Lys

Pro

410

Val

Tyr

Phe

Ile

Asn

490

Asp

Ser

Arg

Tyr

Met

val

315

Val

Met

Leu

Asp

Phe

395

Val

val

Thr

Gly

Gly

475

Ile

Lys

His

Ala

Phe

Gly

300

Lys

Asp

Gly

Val

Val

380

Gly

Ser

val

Vval

Glu

460

Cys

Asp

Glu

Asn

Cys
540

Gly

285

Gln

Arg

Asp

Gln

Gln

365

Glu

Arg

Thr

Asn

Thr

445

Asp

Ser

Ala

Lys

Val

525

Lys

Arg

Ile

Leu

Leu

Leu

350

Ile

Lys

Pro

Leu

Ala

430

Arg

Asp

Pro

Val

Asn

510

Ala

Asp

Thr

Glu

Arg

Asp

335

Leu

Thr

Gln

Gly

Asp

415

val

Gln

Val

Ser

Thr

495

Leu

Tyx

His

val

Ser

Glu

320

Met

Glu

Asn

Ile

Gly

400

Lys

Arg

Gly

Arg

Leu

480

Asn

Arg

Trp

Tyr



Asn

545

Ala

Ala

Thr

Ile

Ile

625

Cys

Asn

Trp

Asp

Gln

705

Asp

Gly

vVal

Pro

Phe

785

Glu

Lys

Leu

Tyr

Met

Ser

610

val

Pro

Ser

Lys

Gly

690

Glu

His

Gln

Val

Asp

770

Asp

vVal

Arg

Asp

Arg

Met

595

Leu

Ser

Asn

Asn

Lys

675

Ser

Ala

Leu

His

Glu

755

Phe

Ser

Phe

Phe

Pro

Arg

580

Asp

Leu

Gly

Leu

Ser

660

Ile

Phe

Asp

Glu

Ile

740

His

Leu

Ile

Ala

Trp

Asn

565

Ser

Gln

Asn

Arg

Gly

645

Pro

Ala

Ile

His

Ser

725

Val

Leu

Leu

Val

Cys
80S
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Gly

550

Phe

Ser

Asp

Arg

Gly

630

Ile

Trp

Lys

Glu

Ser

710

Val

Glu

Ile

Cys

Lys

790

Thr

Val

Arg

Ser

Thr

Leu

615

Lys

Ser

Glu

Pro

Glu

695

Phe

Leu

Val

Ala

Ile

775

His

Val

Gly Phe

Arg Leu

Arg Leu
585

Leu Asp
600

Cys Asp

Asp Pro

Ala Glu

Thr Ser

665

Val Met

680

Lys Glu

Gly Ser

Thr Asn

Lys Pro

745

Thr Met
760
Gly Asp

Gln Asp

Gly Gln

32

Gly

Cys

570

Ile

Lys

Asp

Leu

His

650

Glu

Asn

Ser

Trp

Glu

730

Gln

Arg

Asp

val

Lys
810

Leu

555

Gly

Leu

Arg

Pro

Ser

635

Gly

Leu

His

Ala

Gln

715

Pro

Gly

Asn

Arg

Ser

795

Pro

Phe

Glu

Leu

Pro

Ser

620

Lys

Tyr

Pro

Tyr

Met

700

Ala

Val

Val

Thr

Ser

780

Ser

Ser

Phe

Thr

Asp

Ser

605

Asn

Trp

Phe

Ala

Met

685

Val

Lys

Val

Ser

Lys

765

Asp

Ile

Lys

Lys

1le

TYyr

530

Asp

Leu

Phe

Thr

Asp

670

Glu

Trp

Glu

val

Lys

750

Gly

Glu

Gly

Ala

Val

Val

575

Asp

Asp

Val

Asp

Arg

655

Leu

Ala

His

Leu

Lys

735

Gly

Lys

Asp

Leu

Lys
815

Val

560

Pro

Gly

Leu

Phe

Ser
640

Trp

Ser

Thr

His

Leu

720

Arg

Lys

Arg

Met

Glu
800

Tyr



Tyr

Leu

Ser Ala

Phe Thr

<210> 8

<211> 862

<212> PRT

<213> Oryza sativa
<400> 8

Met

Gly

Ser

Asp

Asn

65

Phe

Ser

Asp

Arg

His

145

Pro

Ala

Ile

850

Val

val

Pro

Ser

50

Phe

Ser

Asn

Pro

Cys

130

Gly

Ile

Tyr

Asn

Asp
Ser

835

Phe

Ser

Asp

Gly

vVal

Leu

Arg

Glu

Ser

115

Ile

Phe

Cys

val

Thr
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Asp Thr Pro Ser

820

Asp

Gln

Lys

Phe

20

Ile

Gly

Pro

Asp

Thr

100

Glu

Pro

Cys

Leu

Arg

180

Asp

Gly Ser Lys

Gln Pro Met

Ser

Arg

Ile

Ser

Leu

Asp

Asp

Gln

Thr

Lys

Asp

165

Ala

Asp

Tyr

Gln

Ser

Ala

Asn

70

Asp

Val

Asp

Phe

Gln

150

Lys

Asn

Asp

855

Ser

Pro

Asp

Ser

55

Cys

Ala

Ile

Gln

Leu

135

Gln

Gly

Lys

His

val
His
840

Gly

Asn

Phe

Pro

40

Ser

Thr

Leu

Tyr

Val

120

Pro

Leu

Glu

Leu

Val

Ile
825

Glu

Gln

Leu

Lys

25

aAsp

Val

Lys

Leu

Val

105

Ala

Pro

Trp

Leu

Phe
185

Trp

33

Lys

Gln

Cys

Leu

10

Ser

Trp

Glu

Asp

Met

Gly

Gln

Asp

Pro

Phe

170

Ala

Val

Met

Gln

Arg

Glu

Leu

Asp

Arg

Glu

75

Gln

Ser

Lys

Leu

Leu

155

Asp

Asp

His

Leu

Lys

Lys
860

Met

Pro

Thr

Lys

60

Ala

Leu

Leu

Leu

Gln

140

Phe

Arg

Lys

Asp

Glu Trp Leu Ala

830

Lys Gln Ser Lys

845

Lys Ala

Ser Cys

Arg Val

Arg Ser

45

Ile 1le

Gly Gln

Lys Asp

Lys Val

110

Leu Arg
125

Gln Gln

His Tyr

Ser Leu

val Met

190

Tyr His

Gly

15

Val

Asp

val

Trp

Gly

Gln

Asp

Phe

Met

Phe

175

Glu

Leu

Asp

Thr

Gly

Ala

Ser

80

Phe

Val

Tyr

Tyr

Leu

160

Gln

Ala

Met



Leu

Phe

225

Pro

Gly

Arg

Asp

His

305

Lys

Gly

Gly

val

Glu

385

Lys

Ile

Ile

Thr

Asp

Leu

210

Phe

Val

Phe

Leu

Tyr

290

val

val

Val

Leu

Leu

370

Glu

Pro

Val

Val

450

Thr

185

Pro

Leu

Arg

Gln

Leu

275

Phe

Gly

Gln

Asp

Glu

355

Val

Ala

Gly

Phe

Asn

435

Cys

Asn

Thr

His

Asp

Thr

260

Gly

Gly

Arg

Glu

Asp

340

Leu

Gln

Ile

Ser

Tyr

420

Ala

Arg

Cys

Phe

Ser

Glu

245

Phe

Leu

Arg

Leu

Ile

325

Met

Leu

Ile

Thr

val

405

Glu

Leu

Gln

His
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Leu

Pro

230

Ile

Asp

His

Thr

Glu

310

Glu

Asp

Leu

val

Glu

390

Asp

Lys

Arg

Gly

His

Arg

215

Phe

Leu

Tyr

Tyr

Val

295

Ser

Gln

Ile

Asp

Asn

375

Ser

Tyr

Ile

Asp

Asn

455

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Ala

Glu

280

Ser

Ile

Arg

Phe

Arg

360

Pro

val

Lys

Ala

Gly

440

Glu

Ser

Arg

Ser

Ser

265

Ser

Leu

Leu

Tyr

Lys

345

Asn

Ala

Ser

Pro

Phe

425

Met

Glu

Thr

34

Leu

Ser

Leu

250

His

Lys

Lys

Lys

Lys

330

Gly

Pro

Arg

Val

Val

410

Tyr

Asn

Ile

Leu

His

Glu.

235

Leu

Phe

Arg

Ile

Leu

315

Gly

Ile

Lys

Ser

Ala

385

val

Ala

Leu

Asp

Ile

Arg

220

Ile

Asn

Leu

Gly

Leu

300

Pro

Lys

Ser

Leu

Thr

380

Glu

Leu

Ala

Val

Asn

460

Val

205

Ile

Tyr

Ala

Ser

Ala

Met

Leu

Arg

365

Gly

Arg

Ile

Ser

Pro

445

Ala

Ser

Lys

Arg

Asp

Cys

270

Ile

val

Thr

Leu

Lys

350

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

430

Tyr

Arg

Glu

Leu

Ser

Leu

255

Cys

Gly

Gly

Val

Met

335

Leu

Lys

Asp

Asn

His

415

Cys

Glu

Gly

Phe

Gly

Leu

240

Ile

Ser

Ile

Val

Lys

320

Leu

Leu

val

Val

Leu

400

Arg

Cys

Tyr

Ser

Val
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465 470 475 480

Gly Cys Ser Pro Ser Leu Ser Gly Ala Phe Arg Val Asn Pro Trp Ser
485 490 495

Val Asp Asp Val Ala Asp Ala Leu His His Ala Thr Asp Leu Thr Glu
500 505 510

Ser Glu Lys Arg Leu Axrg His Glu Lys His Tyr Arg Tyr Val Arg Ser
515 520 525

His Ser Val Ala Tyr Trp Ala His Ser Phe Ala Gln Asp Leu Glu Arg
530 535 540

Ala Cys Lys Asp His Tyr Ser Arg Arg Cys Trp Ala Ile Gly Phe Gly
545 S50 555 560

Leu Asn Phe Arg Val Ile Ala Leu Ser Pro Gly Phe Arg Lys Leu Ser
565 570 575

Leu Glu His Phe Ala Ser Ser Tyr Asn Lys Ala Thr Arg Arg Ala Ile
580 585 590

Phe Leu Asp Tyr Asp Gly Thr Leu Val Pro Gln Ser Ser Ile Asn Lys
598 600 605

Ala Pro Ser Asp Glu Leu Ile Thr Ile Leu Asn Ser Leu Cys Asp Asp
610 615 620

Pro Lys Asn Asp Val Phe Ile Val Ser Gly Arg Ala Arg Ser Leu Leu
625 630 635 640

Asp Glu Trp Phe Ala Pro Cys Gln Lys Leu Gly Ile Ala Ala Glu His
645 650 655

Gly Tyr Phe Val Arg Trp Asn Lys Ala Ala Glu Trp Glu Ser Ser Tyr
660 665 670

Pro Asn His Asp Phe Glu Trp Lys His Ile Ala Glu Pro Val Met Gln
675 680 685

Val Tyr Thr Glu Thr Thr Asp Gly Ser Ser Ile Glu Pro Lys Glu Ser
690 695 700

Ala Leu Val Trp His Tyr Leu Asp Ala Asp His Asp Phe Gly Ser Cys
705 710 715 720

Gln Ala Lys Glu Leu Leu Gly His Leu Glu Arg Val Leu Ser Asn Glu
725 730 735

Pro Val val Vval Lys Cys Gly His Tyr Ile Val Glu Val Lys Pro Gln

35



<210>9
<211> 862
<212> PRT

Gly

Asn

Ser

785

Ala

Pro

Leu

His

Val

Asn

770

Asp

Phe

Ser

Leu

Gly
850

Ser

755

Gly

Glu

Pro

Lys

Lys

835

Arg

740

Lys

Lys

Asp

Ala

Ala

820

Asn

Val

Gly

Thr

Met

Val

805

Lys

val

Thr
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Leu

Pro

Phe

790

Pro

Tyr

Ala

Phe

<213> Populus balsamifera subsp. trichocarpa

<400> 9

Val

Asp

775

Lys

Glu

Tyr

Gly

Arg
855

Val

760

Phe

Ser

val

Val

Ile

840

Asp

745

Asp

val

Ile

Phe

Asp

825

Ser

val

36

Lys

val

Asp

Ala

810

Asp

Ser

Met

val

Cys

Ser

795

Cys

Ala

His

Asp

Ile

Ile

780

Met

Ser

Gly

Arg

Tyr
860

His

765

Gly

Thr

Val

Glu

Glu

845

val

750

Arg Leu

Asn Asp

Ser Ser

Gly Gln

815

val val
830

Ala Val

Glu

Met

Arg

Ser

800

Lys

Arg

Ser



Met

Ala

Ala

Gly

Gly

65

Gly

Asp

Glu

Val

Pro

Thr

Ser

Asn

Trp

Gly

Glu

Ser

Ile

Val

35

Asp

Gln

Cys

Leu

Ile
115

Arg

Pro

20

Ala

Ser

Leu

Phe

Gly

100

Glu

Ser

Ser

Gly

Pro

Pro

Ser

85

Glu

Pro
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Tyr

Phe

Ile

Ser

Leu

70

Trp

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

Ser

55

Arg

Asp

val

Glu

Asn

Arg

Thr

40

Val

Ala

Glu

Glu

Gln
120

37

Leu

Glu

25

Asp

Ser

His

Asp

Val

105

Asp

Leu

10

Arg

Leu

Leu

Arg

Ser

90

Ile

Asp

Asp

Lys

Asp

Gly

Ser

75

Leu

Tyr

Val

Leu

Arg

Asp

Arg

60

Pro

Leu

Val

Ala

Ala

Phe

Glu

45

Met

Asp

Leu

Gly

Gln
125

Ser

Pro

30

Asn

Ile

Ser

Gln

Ser

110

Thr

Gly

15

Arg

Asn

Ile

Ser

Leu

95

Leu

Leu

Asp

val

Val

Val

Gly

80

Lys

Lys

Leu



Glu

Lys

145

Tyr

Leu

Lys

His

Lys

225

Arg

Asp

Cys

Ile

Val

305

Thr

Val

Lys

Gly

Arg
385

Thr

130

Phe

Met

Trp

Glu

Leu

210

Leu

Thr

Leu

Cys

Gly

290

Gly

Glu

Met

Leu

Glu

370

Glu

Phe

Tyr

Leu

Gln

val

195

Met

Gly

Leu

Ile

Ser

275

Leu

Ile

Ser

Leu

Leu

355

val

val

Lys

His

Pro

Ala

180

Ile

val

Phe

Pro

Gly

260

Arg

Glu

His

Lys

Gly

340

Ala

val

Gln

Cys

Gly

Leu
165

Tyr

Ser

Leu

Phe

Val

245

Phe

Met

Tyr

Ile

Val

325

Val

Met

Leu

Glu
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val

Phe

150

Ser

Val

Pro

Pro

Leu

230

Arg

His

Leu

Phe

Gly

310

Ala

Asp

Glu

Val

val
390

Pro
135

Cys
Pro
Ser
Glu
Thr
215
His
Asp
Th.r
Gly
Gly
295
Gln
Glu
Asp
Glu
Gln

375

Gln

Ala

Lys

Asp

Val

Asp

200

Phe

Ser

Glu

Phe

Leu

280

Arg

Leu

Leu

Met

Leu

360

Ile

Serx

Phe

Gln

Leu

Asn

185

Asp

Leu

Pro

Leu

Asp

265

Ser

Thr

Gln

His

Asp

345

Leu

Ala

Glu

38

Ile

His

Gly

170

Lys

Tyr

Arg

Phe

Leu

250

Tyx

Tyr

Val

Ser

Asp

330

Ile

Thr

Asn

Thr

Pro

Leu

155

Gly

Ile

val

Lys

Pro

235

Arg

Ala

Gln

Ser

Val

315

Gln

Phe

Gln

Pro

Lys
395

Pro

140

Trp

Arg

Phe

Trp

Ile

220

ser

Ala

Arg

Ser

Ile

300

Leu

Phe

Lys

His

Ala

380

Ala

Asp

Pro

Phe

Ala

val

205

Phe

Ser

Leu

His

Lys

285

Lys

Asn

Arg

Gly

Pro

365

Arg

Ala

Leu

Leu

Asp

Asp

190

His

Asn

Glu

Leu

Phe

270

Arg

Ile

Leu

Gly

1le

350

Asn

Gly

Val

Phe

Phe

Arg

175

Lys

Asp

Arg

Ile

Asn

255

Leu

Gly

Leu

Pro

Gln

335

Ser

Lys

Arg

Arg

Thr

His

160

Ser

val .

Tyr

Val

Tyr

240

Ser

Ser

Tyr

Pro

Glu

320

Ala

Leu

Arg

Gly

Arg
400



Ile

Asp

Glu

Tyr

Leu

465

Glu

Pro

Val

Val

Leu

545

Gly

Lys

Arg

Thr

Thr

625

Thr

Glu

Asn

Arg

Cys

Glu

450

Gly

Phe

Trp

Pro

Ser

530

Glu

Phe

Ile

val

Arg

610

Asp

Leu

His

Glu

Pro

Cys

435

Tyr

Arg

Ile

Asn

Glu

515

Thr

Arg

Gly

Ser

Ile

595

Thr

Pro

Thr

Gly

Ala

Leu

420

Leu

Ile

Asp

Gly

Ile

500

Pro

His

Ala

Leu

Val

580

Leu

Pro

Lys

Glu

Tyr
660

Phe
405
Gln
val
Ile
Pro
Cys
485
Asp
Glu
Asp
Cys
Gly
565
Glu
Leu
Asn
Asn
Trp
645

Phe
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Gly

Phe

Thr

Cys

Ser

470

Ser

Ala

Lys

val

Arg

550

Phe

His

Asp

Met

Val

630

Phe

Val

Ser

Tyr

Ala

Arg

455

Ala

Pro

val

Gln

Ala

535

Asp

Arg

Ile

Tyr

Glu

615

Val

Ser

Arg

Pro

Glu

val

440

Gln

Pro

Ser

Ala

Met
520

Tyr

His

val

Val

Asp

600

Thr

Phe

Ser

Thr

Gly

Arg

425

Arg

Gly

Arg

Leu

Glu

505

Axrg

Trp

val

Ile

Ser

585

Gly

val

Leu

Cys

Asn
665

39

Tyr

410

Ile

Asp

Asn

Lys

Ser

490

Ala

His

Ala

Lys

Ala

570

Ala

Thr

Gly

Val

Glu

650

His

Thr

Ala

Gly

Glu

Ser

475

Gly

Met

Glu

Arg

Arg

555

Leu

Tyr

Met

val

Ser

635

Lys

Asp

Pro

Tyr

Met

Lys

460

Met

Ala

Asn

Lys

Ser

540

Arg

Asp

Lys

Thr

Leu

620

Gly

Leu

Ala

‘Val

Tyr

Asn

445

Leu

Leu

Ile

Ser

His

525

Phe

Cys

Pro

Arg

Leu

605

Asn

Arg

Gly

Glu

Val

Ala

430

Leu

Asp

Val

Arg

Ala

510

His

Leu

Trp

Asn

Thr

590

Pro

Ser

Asp

Ile

Trp
670

Leu

415

Ile

Ile

Glu

Leu

Val

495

Leu

Arg

Gln

Gly

Phe

575

Lys

Ser

Leu

Arg

Ala

655

Glu

Ile

Ala

Pro

Thr

Ser

480

Asn

val

Tyr

Asp

Phe

560

Arg

Asn

Ser

Cys

Glu

640

Ala

Thr



Cys Val

Met Lys
690

Glu Ser
705

Ser Cys

Asn Glu

Pro Gln

Met Lys
770

Asp Gln
785

Gly Pro

Arg Lys

Leu Arg

Ser Ala
850

<210> 10
<211> 854
<212> PRT

Ser

675

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

755

Leu

Serx

Ser

Pro

Met

835

Pro

val

Tyr

Leu

Ala

val

740

vVal

Lys

Asp

Leu

Ser

820

Leu

Gln

Pro

Thr

Ala

Lys

725

Thr

Arg

Gly

Glu

Ser

805

Lys

Gln

Ser
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Asp

Glu

Trp

710

Glu

Val

Lys

Lys

Asp

790

Pro

Ala

Gly

Ser
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<400> 10

Met Val Ser Arg Ser Tyr
1 5

Ser Pro Ser Phe Gly Arg

20

Phe

Thr

695

Asn

Leu

Lys

Gly

Leu

775

Met

Val

Lys

Leu

Gln
855

Ser

Met

Val Ala Gly Ile Met Ser Asp

35

Asp Trp
680

Thr Asp

Tyr Gln

Leu Asp

Ser Gly
745

Leu Val
760

Pro Asp

Phe Glu

Ala Glu

Tyr Tyr

825

Ala Ser
840

Gln Val

Asn Leu

Lys

Gly

Tyr

His

730

Gln

Ala

Phe

Val

val

810

Leu

Ala

Ile

Arg

Ser

Ala

715

Leu

His

Glu

Val

Ile

795

Phe

Glu

Leu

Ile

Ile

Ala

700

Asp

Glu

Thr

Arg

Leu

780

Leu

Ala

Asp

Glu

Asp
860

Ala

685

Ile

Pro

Ser

Val

Leu

765

Cys

Ser

Cys

Thr

Gln

845

Arg

Leu Glu Leu Ala

10

Ser Arg Arg lle Pro Arg
25

Ile Asp Asp Asp Pro
40

40

Glu

Glu

Asp

vVal

Glu

750

Leu

val

Ala

Thr

Ser

830

Asp

Glu

Pro

Thr

Phe

Leu

735

Val

Asp

Gly

Arg

Val

815

Glu

Ala

vVal

Lys

Gly

720

val

Lys

Thr

Asp

Ser

800

Gly

Ile

Arg

Ser Gly Glu

15

Ile Met Thr

30

Ser Glu Ser Val
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Cys

val

65

Lys

Lys

Leu

Leu

Phe

145

Phe

Arg

Arg

Lys

225

Ile

Asn

Leu

Gly

Leu
305

Ser

50

Ala

Ser

Asp

Lys

Leu

130

Ser

His

Ser

Ile

Tyr

210

val

Tyr

Ser

Ser

Tyr
290

Pro

Asp

Asn

Trp

Gly

Glu

115

Glu

Arg

Tyx

Leu

Met

195

His

Lys

Lys

Asp

Cys

275

Ile

Val

Pro

Gln

Ile

Leu

100

Glu

Thr

Tyr

Met

Trp

180

Glu

Leu

Leu

Thr

Leu

260

Cys

Gly

Gly

Ser

Leu

Phe

85

Gly

Val

Phe

Tyr

Leu

165

Gln

val

Met

Gly

Leu

245

Ile

Ser

Ile

Ile
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Ser

Pro

70

Ser

Asp

His

Lys

His

150

Pro

Ala

Ile

Ala

Phe

230

Pro

Gly

Arg

Glu

His
310

Ser

Ile

Trp

Asp

Pro

Cys

135

Gly

Leu

Tyr

Asn

Leu

215

Phe

Ile

Phe

Met

Ser

Arg

Asp

Glu

Asn

120

val

Phe

Ser

val

Pro

200

Pro

Leu

Arg

His

Leu

280

Cys

Gly

Thr

Ala

Glu

Ile

105

Glu

Pro

Cys

Pro

Ser

185

Glu

Thr

His

Glu

Thr

265

Gly

Gly

Gln

41

Pro

Gln

Asn

90

Glu

Gln

Thr

Lys

Asp

170

val

Asp

Phe

Ser

Glu

250

Phe

Leu

Arg

Leu

Lys

Arg

75

sSer

Val

Asp

Phe

Gln

155

Leu

Asn

Asp

Leu

Pro

235

Leu

Asp

Ser

Thr

Gln
315

Asp

Lys

Leu

Ile

Glu

Leu

140

Gln

Gly

Lys

Phe

Arg

220

Phe

Leu

Tyr

Tyr

val

300

Ser

Arg

Ser

Leu

Tyr

val

125

Pro

Leu

Gly

Ile

Val

205

Lys

Pro

Arg

Ala

Glu

285

Ser

Val

Ile

Asp

Leu

Val

110

Ser

Pro

Trp

Arg

Phe
190

Trp

Arg

Ser

Ala

Arg

270

Ser

Ile

Leu

Ile

Gly

Gln

95

Gly

Gln

Asp

Pro

Phe

175

Ala

Val

Phe

Ser

Leu

255

His

Lys

Lys

Ser

Ile

Ser

80

Leu

Cys

Ile

Leu

Leu

160

Asn

Asp

His

Asn

Glu

240

Leu

Phe

Arg

Ile

Leu
320



Pro

Gln

Gly

Pro

Arg

385

Ala

Ile

Tyr

Asn

Leu

465

Leu

Ile

Phe

His

Phe

545

Cys

Pro

Glu

Asp

Ile

Glu

370

Gly

Val

Val

Val

Leu

450

Asn

val

Arg

Ala

Tyr
530

Leu

Trp

Asn

Thr

Arg

Ser
355

Trp

Lys

Lys

Leu

val

435

Ile

Lys

Ile

Val

Leu

515

Arg

Gln

Gly

Phe

Glu

Ile

340

Leu

Gln

Gly

Arg

Ile

420

Ala

Pro

Leu

Ser

Asn

500

Glu

Tyr

Asp

Ile

Lys
580

Ala

325

Met

Lys

Gly

Lys

Ile

405

Asp

Glu

Tyr

Leu

Glu

485

Pro

Met

Val

Leu

Gly

565

Lys
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Lys

Leu

Leu

Lys

Asp

390

Asn

Ala

Cys

Glu

Gly

470

Phe

Trp

Ala

Ser

Glu

550

Phe

Leu

val

Leu

Leu

Ile

375

Val

Glu

Pro

Cys

Tyr

455

Gln

Ile

Asn

Glu

Thr

535

Arg

Gly

Ser

Lys

Gly

Ala

360

Val

Lys

Thr

Leu

Leu

440

Ile

Glu

Gly

Ile

Pro

520

His

Thr

Leu

Met

Glu

Val

345

Met

Leu

Glu

Phe

Lys

425

Val

Ile

Pro

Cys

Asp

505

Glu

Asp

cys

Sexr

Glu
585

42

Leu

330

Asp

Glu

Val

val

Gly

410

Phe

Thr

Ser

Ser

Ser

490

Ala

Lys

val

Arg

Phe

570

Arg

Ile

Asp

Gln

Gln

Gln

395

Lys

Tyr

Ala

Arg

Thr

475

Pro

Val

Gln

Gly

Asp

555

Arg

Ile

Lys

Met

Leu

Ile

380

Ala

Pro

Glu

vVal

Gln

460

Pro

Ser

Ala

Leu

Tyr

540

His

Val

val

Gln

Asp

Leu

365

Ala

Glu

Gly

Lys

Arg

445

Gly

Lys

Leu

Asp

Arg

525

Trp

Ser

val

Ser

Phe

Ile

350

Met

Asn

Thr

Tyx

val

430

Asp

Asn

Lys

Ser

Ala

510

His

Ala

Arg

Ala

Ala
590

Ser

335

Phe

Gln

Pro

His

Asp

415

Ala

Gly

Asp

Ser

Gly

495

Met

Glu

Arg

Arg

Leu

575

Tyr

Asp

Lys

His

Ala

Ala

400

Pro

Tyr

Met

Arg

Met

480

Ala

Asp

Lys

Ser

Arg

560

Asp

Lys
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Arg

Pro

Ile

625

Ala

Leu

Ala

Ile

Thr

705

Asp

Glu

Ile

Arg

Leu

78S

Thr

Ala

Asp

Glu

Thr

Gln

610

Asn

Arg

Gly

Glu

Ala

690

Ile

Pro

Ser

Val

Leu

770

Cys

Thr

Cys

Thr

Gln
B850

Thr

595

Ala

Asn

Ser

Leu

Trp

675

Glu

Glu

Asp

Val

Glu

755

Leu

Ile

Ser

Thr

Ala

835

Thr

Thr

Ser

Leu

Arg

Ala

660

Glu

Pro

Asp

Phe

Leu

740

Val

Ser

Gly

Met

Val

820

Glu

Val

Axg

Ile

Cys

Asn

645

Ala

Thr

val

Lys

Gly

725

Ala

Lys

Ile

Asp

Ala

805

Gly

Ile

Thr
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Ala

Asp

Arg

630

Thr

Glu

Arg

Met

Glu

710

Ser

Asn

Pro

Met

Asp

790

Gly

Arg

val

val

Ile

Lys

615

Asp

Val

His

val

Gln

695

Thr

Cys

Glu

Gln

Gln

775

Arg

Pro

Lys

Arg

Leu

600

Ser

Lys

Ala

Gly

Pro

680

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

760

Glu

Ser

Ser

Pro

Leu
840

Leu

Pro

Asn

Glu

Tyr

665

Val

Tyr

Leu

Ala

Val

745

val

Asn

Asp

Ile

Ser

825

Met

43

Asp

Ser

Asn

650

Phe

Ala

Thr

Val

Lys

730

Thr

Ser

Glu

Glu

Ala

810

Lys

Gln

Ser

Met

635

Phe

Leu

Asp

Glu

Trp

715

Glu

Val

Lys

Met

Asp

795

Glu

Ala

Gly

Asp

Lys

620

val

Ser

Arg

Thr

Thr

700

Cys

Leu

Lys

Gly

Ser

780

Met

Asn

Lys

Leu

Gly

605

Ser

Phe

Glu

Leu

Thr

685

Thr

Leu

Ser

Leu

765

Pro

Phe

Ala

Tyr

Ala
845

Thr

Ile

Leu

Cys

Lys

670

Trp

Asp

Glu

Asp

Gly

750

val

Asp

Glu

Glu

Tyr

830

Ser

Leu

Asp

Val

Glu

655

Arg

Lys

Gly

Asp

His

735

Gln

Ala

Phe

Val

val

815

Leu

val

Met

Ile

Ser

640

Lys

Asp

Gln

Ser

Ala

720

Leu

Asn

Lys

Val

Ile

800

Phe

Asp

Ser
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Met

Phe

Met

Ser

Ile

Lys

Lys

Arg

Leu

Ser

145

His

Ser

val

Tyr

Leu
225

Met

Pro

Thr

val

50

val

Gly

Asp

Ala

Asp

130

Lys

Tyr

Leu

Ile

His

210

Arg

Ser

Ala

Val

Thr

Gly

Trp

Gly

Asp

115

Arg

Phe

Met

Trp

Glu

195

Leu

Met

Arg
Met
20

Pro
Ser
Asn
Ser
Leu
100
Ile
Phe
Tyr
Leu
Glu
180
val

Met

Gly

Ser

Gly

Gly

Asp

Gln

Phe

Pro

Asp

Lys

His

Pro

165

Ala

Ile

Val

Phe

Tyr

Gln

Val

val

Leu

70

Ser

Glu

Leu

Cys

Gly

150

Ile

Tyr

Asn

Leu

Phe
230

Thr

Pro

Ile

Pro

Pro

Trp

Glu

Ser

Vval

135

Phe

Ser

Val

Pro

Pro

215

Leu

Asn
Arg
Ser
40

sSer
val
Asp
Met
Glu
120
Pro
Cys
Gly
Ala
Glu
200

Thr

His

Leu

Glu

25

Glu

Ser

Lys

Glu

Glu

105

Gln

Ala

Lys

Asn

Ala

185

Asp

Phe

Ser

44

Leu

10

Arg

Leu

val

Ala

Asp

S0

val

Glu

Phe

Gln

His

170

Asn

Asp

Leu

Pro

Asp
Lys
Asp
Val
Lys
75

Ser
Leu
Asp

Leu

Tyr
155

Gly

Lys

Arg

Phe
235

Leu

Arg

Asp

Gln

60

Arg

Leu

Tyr

Val

Pro

140

Leu

Gly

Ile

val

Arg

220

Pro

Ala

Leu

Asp

45

Asp

Arg

Leu

Val

Ser

125

Pro

Trp

Arg

Phe

Trp
205

Arg

Ser

Ser
Pro
30

val
Arg
Pro
Leu
Gly
110
Gln
Asp
Pro
Phe
Ser
190
Ile

Phe

Ser

Gly

15

Arg

Ala

Ile

Asp

Gln

95

Ser

Ile

Ile

Leu

Asp

175

Gln

His

Asn

Glu

Asn

Val

Asn

Ile

Asn

80

Leu

Leu

Leu

Leu

Phe

160

Arg

Arg

Asp

Arg

Ile
240



Tyr

Ser

Ser

Tyr

Pro

305

Asp

Thr

Leu

Gln

Gly

385

Arg

Ile

Ala

Pro

Ser

465

Phe

Trp

Arg

Asp

Cys

Ile

290

val

Lys

Val

Lys

Arg

370

Arg

Ile

Asp

Glu

Tyr

450

Ser

Ile

Asn

Thr

Leu

Cys

275

Gly

Gly

Asp

Leu

Leu

355

Arg

Asp

Asn

Arg

Cys

435

Glu

Gly

Gly

Ile

Leu

Ile

260

Ser

Leu

Ile

Trp

Leu

340

Leu

Ala

Leu

Glu

Pro

420

val

Tyr

Ser

Cys

Glu
500

Pro

245

Gly

Arg

Glu

His

Arg

328

Gly

Ala

vVal

Glu

Thr

405

vVal

val

Ile

Ser

Ser

485

Ala
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Val

Phe

Met

Tyr

Met

310

Val

Val

Met

Leu

Glu

390

Phe

Ser

Val

val

Gly

470

Pro

Thr

Arg

His

Leu

Tyr

295

Gly

Glu

Asp

Glu

val

378

Val

Gly

Leu

Ala

Cys

45S

Pro

Ser

Ala

Glu

Thr

Gly

280

Gly

Gln

Glu

Asp

Gln

360

Gln

Gln

Arg

Ser

Ala

440

Arg

Lys

Leu

Glu

Glu

Phe

265

Leu

Arg

Ile

Leu

Met

345

Leu

Ile

Ala

Pro

Glu

425

Val

Gln

Lys

Ser

Ala
505

45

Ile

250

Asp

Glu

Thr

Gln

Lys

330

Asp

Leu

Thr

Glu

Gly

410

Arg

Arg

Gly

Ser

Gly

490

Met

Leu

Tyr

Tyr

val

Ser

315

Gln

Ile

Lys

Asn

Ile
395

Tyr

Ser

Asp

Val

Met

475

Ala

Asn

Lys

Ala

Gln

Gly

300

Val

Gln

Phe

Gln

Pro

380

Gln

Glu

Ala

Gly

Ser

460

Leu

Ile

Glu

Ala

Arg

Ser

285

Ile

Leu

Phe

Lys

His

365

Ala

Glu

Pro

Tyr

Met

445

Gly

val

Arg

Ala

Leu

His

270

Lys

Lys

Lys

Glu

Gly

350

Pro

Arg

Ser

val

Phe

430

Asn

Ser

val

Val

Ile
510

Leu

255

Phe

Arg

Ile

Leu

Gly

335

Val

Lys

Gly

Cys

val

415

Thr

Leu

Glu

Ser

Asn

495

Ser

Asn

Leu

Gly

Met

Ala

320

Lys

Asn

Trp

Arg

Axg

400

Phe

Ile

Thr

Ser

Glu

480

Pro

Met
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Ala Asp Ser Glu Lys Gln Leu Arg His Glu Lys His Tyr Arg Tyr Val
515 520 525

Ser Thr His Asp Val Ala Tyr Trp Ser Arg Ser Phe Tyr Gln Asp Met
530 535 540

Glu Arg Thr Cys Lys Asp His Phe Arg Arg Arg Cys Trp Gly Ile Gly
545 550 555 560

Leu Ser Phe Gly Phe Arg Val Val Ala Leu Asp Pro Asn Phe Lys Lys
565 570 575

Leu Asn Ile Asp Gln Ile Glu Ser Ala Tyr Ile Lys Ser Lys Asn Arg
580 585 590

Ala Ile Leu Leu Asp Tyr Asp Gly Thr Val Met Pro Gln Thr Thr Ile
595 600 605

Asn Lys Thr Pro Asn Gln Glu Val Ile Ser Ile Ile Asn Thr Leu Cys
610 615 620

Ser Asp Val Lys Asn Thr Val Phe Val Val Ser Gly Arg Gly Arg Asp
625 630 635 640

Ser Leu Gly Lys Trp Phe Ala His Cys Lys Lys Leu Gly Ile Ala Ala
645 650 655

Glu His Gly Tyr Phe Met Arg Trp Ser Val Asp Glu Asp Trp Glu Asn
660 665 670

Cys Gly Gln Ser Ser Asp Phe Gly Trp Thr Gln Ile Ala Glu Pro Val
675 680 685

Met Asn Leu Tyr Thr Glu Ala Thr Asp Gly Ser Ser Ile Glu Thr Lys
690 695 700

Glu Ser Ala Leu Val Trp His His Arg Asp Ala Asp Pro Gly Phe Gly
705 710 715 720

Ala Ala Gln Ala Lys Glu Leu Leu Asp His Leu Glu Ser Val Leu Ala
725 730 735

Asn Glu Pro Val Ala Val Lys Ser Gly Gln Cys Ile Val Glu Val Lys
740 745 750

Pro Gln Gly Ile Ser Lys Gly Ser Val Ala Glu Lys Ile Phe Thr Ser
755 760 765

Met Ala Glu Ser Gly Arg Gln Ala Asp Phe Val Leu Cys Ile Gly Asp
770 775 780

46
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Asp Arg

785

Asn Gly

Gln Lys

Ile Asn

Ala Gly
850

Ser

Ile

Pro

Met

835

ser

Asp

Leu

Ser

820

Leu

ser

Glu

Thr

805

Lys

Glu

Pro
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Asp

790

Ser

Ala

Ala
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Met val

Met Met

val Pro

Asn Ser
50

Leu Pro
65

Ser Phe

Glu Asn

Thr Ser

Cys Val
130

Gly Phe
145

Met Cys

Ser

Asn

Gly

Asp

Leu

Asp

Thr

Glu

118

Pro

Cys

Pro

sSer

Phe

20

Ile

Ala

Asn

Glu

Glu

100

Gln

Thr

Lys

Asp

Ser

Ser

Ile

Pro

Ala

Asp

85

Val

Glu

Phe

His

His

Cys

Gln

Ser

Ser

Gln

70

Ser

Val

Glu

Ile

His

150

Gly

Met

Ser

Lys

Leu

Ile

Ala

Asp

Thr

55

Lys

Leu

Tyr

Val

Pro

135

Leu

Asn

Phe

Lys

Tyr

Ala
840

Ser

Pro

Ile

40

Val

Asp

Leu

Val

Ser

120

Ser

Trp

Arg

Glu

Ser

Tyr
825

Glu

Leu

Arg

25

Asp

Lys

Leu

Leu

Gly

105

Gln

Glu

Pro

Phe

47

Ser

val

810

Leu

Ala

Leu

Ala

Gly

Lys

Lys

Gln

90

Ser

Gln

Ile

Leu

Asp

Ile

795

Phe

Asp

Ser

Asp

Leu

Asp

Ile

Ser

75

Met

Leu

Leu

Tyr

Phe

155

Arg

Asp

Ala

Asp

Asp

Leu

Pro

Gly

Ile

60

Gly

Lys

Arg

Leu

Lys

140

His

Leu

Asn

Cys

Thr

Pro
845

Ala

Arg

Thr

45

val

Lys

Asp

Val

Glu

125

Asn

Tyr

Leu

Ala

Thr

Thr

830

Ser

Ser

Ile

30

Asn

Ser

Trp

Gly

Asp

110

Glu

Phe

Met

Trp

Ile

Val

815

Asp

Pro

Gly

15

Met

Asp

Asn

Ser

Phe

95

val

Phe

Tyr

Leu

Gln

Ala

800

Gly

val

Ser

Asn

Thr

Gly

Phe

Phe

80

Ser

Asp

Asn

His

Pro

160

Ser



Tyr

Asn

Leu

Phe

225

Val

Phe

Met

Tyr

Met

305

val

Val

Met

Leu

Glu

385

Phe

Pro

Val

Val

Ser

Pro

210

Leu

Arg

His

Leu

Phe

290

Gly

Lys

Asp

Glu

Val

370

Ala

Gly

Phe

Asn

Ser
Glu
195
Thr
His
Asp
Thr
Gly
275
Gly
Arg
Glu
Asp
His
355
Gln
Lys
Phe

Cys

Ala

Thr

180

Glu

Phe

Ser

Glu

Phe

260

Leu

Arg

Val

Ile

Met

340

Leu

Ile

Met

Pro

Glu

420

val

165

Asn

Asp

Leu

Pro

Ile

245

Asp

Tyr

Thr

Glu

Gln

325

Asp

Leu

val

Glu

Gly

405

Lys

Arg
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Lys

Tyr

Arg

Phe

230

Leu

Tyr

Val

Ser

310

Lys

Ile

Gln

Asn

Thr

390

Tyr

Thr

Asp

Ile

val

Lys

215

Pro

Lys

Ala

Glu

Tyr

295

Ala

Gln

Phe

Gln

Pro

375

His

Glu

Ala

Gly

Phe

Trp

200

Arg

Ser

Ala

Arg

Ser

280

Ile

Leu

Phe

Lys

Asn

360

Ala

Thr

Pro

Tyr

Met

Ala

185

val

Phe

Ser

Leu

His

265

Lys

Lys

Asn

Lys

Gly

345

Ser

Arg

Ile

Val

Phe

425

Asn

48

170

Asp

His

Asn

Glu

Leu

250

Phe

Arg

Ile

His

Gly

330

Ile

Gly

Ser

Thr

Val

410

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

Ile

235

Asn

Leu

Gly

Leu

Pro

315

Lys

Ser

Met

Ser

Lys

395

Leu

Leu

Ile

val

Tyr

Ile
220

Tyr

Ala

Ser

His

Pro

300

Ser

Arg

Leu

Arg

Gly

380

Arg

Ile

Ala

Pro

Met

His
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Gly Asp Asp Xaa Ser Asp
1 5

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc cgaagtaact tctacctce 49

<210> 19

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso

<400> 19

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ccatctctaa gttgtaactg 50

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo
<400> 20

cgggatccat ggtgtcaaga tcttgtgcta a 31
<210> 21

<211> 30
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso
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<212> ADN
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<223> Cebador directo linea 6
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ttgggcgcegt agctttatac 20
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REIVINDICACIONES

1. El uso de la inactivacion de una trehalosa-6-fosfato sintasa de clase Il vegetal para promover el crecimiento
vegetal.

2. El uso segun la reivindicacion 1, por lo cual dicha promocién del crecimiento vegetal es aumento del crecimiento
de las raices, aumento del grosor del tallo, aumento del nimero de hojas y/o aumento del tamafio de las semillas.

3. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, por lo cual dicha promocion del crecimiento vegetal se
obtiene en ausencia de luz.

4. El uso de la inactivacion de una trehalosa-6-fosfato sintasa vegetal de clase Il para incrementar la sintesis del
almidoén.

5. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, por lo cual dicha trehalosa-6-fosfato sintasa se
selecciona del grupo que consiste en SEC ID N° 1-15.

6. El uso segun la reivindicacion 5, por lo que dicha trehalosa-6-fosfato sintasa consiste en SEC ID N° 4.

7. El uso segun la reivindicacion 6, por lo que dicha trehalosa-6-fosfato sintasa consiste en SEC ID N° 1.
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Figura 1: Longitud de las raices de AtTPS8 KO en diferentes condiciones. GT2, GT4 y GT6 son diferentes lineas KO
de AtTPS8
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Lineas AtPS8 KO en medio MS-sac
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AtTPS8 KO en medio + sac en la oscuridad
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Lineas AtTPS8 KO en medio -sac en la oscuridad
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Figura 2: Niveles de expresion de A{CYD3y ApL3 en el contexto de AtTPS8 KO
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Figura 4
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Figura 6

sacarosa

Yo

1

1 X MS,

Figura 7

t col

ALK 144791

7))

1 X MS, 1% sacarosa

75



ES 2376 003 T3

Figura 8: Expresion de TPS5 en la linea GT12622 con relacién a la expresion de (Landsberg erecta) de WT
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Figura 10

1 X MS, 1% sacarosa
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