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DESCRIPCION
Un gen que regula el desarrollo de una planta y sus usos
Campo de la invencion

La presente invencion se situa en el campo del desarrollo de plantas. Mas especificamente se hace referencia a un
gen aislado y caracterizado requerido para el desarrollo correcto de una planta asi como también con mutantes del
mismo y con el uso de dichos genes mutantes o del tipo natural para modificar el desarrollo de la planta. Dichos
genes se pueden utilizar adicionalmente para imitar o modificar los efectos relacionados con auxina.

Antecedentes de la invencién

En afos recientes se ha caracterizado un gran nimero de genes que estan implicados en diferentes aspectos de
desarrollo de la planta y/o en el establecimiento de patrones celulares que subyacen de los diferentes tejidos de
planta y 6rganos. La identificacion de dichos genes se basa usualmente en el aislamiento de plantas Arabidopsis
thaliana mutagenizadas que exhiben aberraciones fenotipicas extremas o menos extremas en 6érganos tal como
flores, hojas o raices o que exhiben defectos més tempranos, por ejemplo durante el desarrollo del embrién. Sin ser
exhaustivo, los genes implicados en el establecimiento temprano de meristema de flor y la identidad de érgano
incluyen LEAFY (LFY), APETALA1 (AP1) y APETALA2 (AP2). Los genes implicados en las ultimas etapas de patron
de identidad de érgano de flor incluyen APETALA3 (AP3), PISTILLATA (Pl) y AGAMOUS (AG). Los genes que
controlan el niumero de 6rganos de flor incluyen CLAVATA1 (CLV1), CLAVATAS3 (CLV3), ETTIN (ETT), PERIANTH
(PAN) y TOUSLED (TSL). TOUSLED también regula el tamafo de o6rgano de flor. EI meristema de flor e
identificacion de 6rgano se basa adicionalmente en el gen de INUSUAL FLORAL ORGANS (UFQ) y el tiempo de
florecimiento esta regulado mediante por ejemplo los genes CONSTANS (CO) y LUMINIDEPENDENS (LD). El
meristema de inflorescencia se puede mantener en un estado indeterminado mediante por ejemplo el gen de
TERMINAL FLOWER 1 (TFL). Muchos de los genes que desarrollan flor mencionados codifican los factores de
transcripcion de por ejemplo la clase secuencia MADS (por ejemplo AG), la clase ARF (por ejemplo ETT); o las
proteinas quinasas del receptor tipo repeticion rico en leucina (por ejemplo CLV1 y CLV2); o las proteinas quinasas
(por ejemplo TSL) (Nemhauser et al. 1998, Sessions et al. 1997 y referencias citadas en ambos; Aukerman et al.
1999, Pnueli et al. 1998). Se forma inflorescencia con forma de pin, sin envoltura en plantas A. thaliana mutadas en
el gen PIN-FORMED1 (PIN1) (Palme and Galweiler 1999).

El desarrollo del meristema apical de brote (que es la fuente de hoja y primordia de flor) que se basa en por ejemplo
WUSCHEL (WUS) mientras que su mantenimiento depende de por ejemplo el gen de factor de transcripcion
homeosecuencia similar a KNOTTED SHOOT MERISTEMLESS (STM) y, durante el desarrollo embriénico, en el gen
ZWILLE (ZLL). El tamafio de meristema se regula en el desarrollo temprano mediante por ejemplo el gen
PRIMORDIA TIMING (PT) y en etapas posteriores mediante por ejemplo CLV1. El indice de formacion de hoja se
aumenta en mutantes clavata. La separacion de érganos que emanan del meristema apical de brote y la separacion
de drganos entre si se basa en por lo menos los genes CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC1 y CUC2) y en
AINTEGUMENTA (ANT). El inicio de formacién de érgano lateral del meristema apical de brote requiere los genes
MGOUN (MGO). El desarrollo de hoja se controla por un numero de genes que incluyen ARGONAUTE1 (AGO1),
PHABULOSA (PHB) y PHANTASTICA (PHAN). La formacién de Tricoma de células epidérmicas de hoja implica por
ejemplo genes GLABROUS1 (GL1), GLABRA2 (GL2), TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTG), TRIPTYCHON
(TRY) y ZWICHEL (ZWI). El patréon de estomas se basa por ejemplo en GL2 y TTG (Benfey et al. 1999, Bowman and
Eshed 2000, Doerner 1999, Langdale 1998, Lenhard and Laux 1999, McSteen and Hake 1998 y referencias citadas
en todos).

El destino de las células epidérmicas de raiz esta controlado por genes tal como GL2, TTG y CAPRICE (CPC). El
GL2 y TTG reprime la formacién de capilares de raiz mientras que CPC, un factor de transcripcién tipo MYB, es un
regulador positivo del destino celular de capilares de raiz.

El establecimiento de la corteza de raiz y la endodermis de raiz de tejido del suelo involucran los genes
SCARECROW (SCR) que codifican un regulador transcripcional putativo y el SHORT-ROOT relacionado (SHR). El
SCR y SHR también pueden estabilizar la identidad de célula endodérmica. El gen MONOPTEROS (MP) se requiere
para el inicio de raiz e hipocotilo. Dependiendo de la resistencia del alelo mutante mp faltan ya sea la raiz o la raiz y
el hipocotilo. (Benfey 1999, Helariutta et al. 2000, Scheres and Berleth 1998 y referencias citadas alli).

Se muestra que un locus de gen identificado como HOBBIT (HBT), esta implicado en la formaciéon de meristema de
raiz (Willemsen et al. 1998). Los alelos mutantes hbt fuertes resultan en actividad de meristema de raiz deteriorada.
Otros defectos en raices de plantula mutante hbt se unen a la falta de establecimiento de columnela e identidades
de células de caliptra de raiz lateral. Los fenotipos mutantes hbt se pueden rastrear para defectos tempranos en el
desarrollo de la region de células hipofisiarias embridnicas. También se ha descrito la formacidén ectépica de
primordia de raiz lateral y las raices laterales en plantula mutante hbt (Willemsen et al. 1998). De acuerdo con el
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ultimo articulo se describe que la produccion de auxina o la percepcion de auxina no son defectuosas de manera
general en mutantes hbt, sin embargo, la funcién de gen HBT queda por esclarecer.

Uno de los problemas que destacan la presente invencion es proporcionar el gen HBT aislado y sus funciones junto
con aplicaciones particularmente utiles de dicho gen en agricultura, horticultura, y cultivos de tejidos y células de
planta. Se logra una solucién al proporcionar las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Resumen de la invencion

El desarrollo de planta se caracteriza por el control integrado de division celular y procesos de especificacion de
identidad celular. El gen Arabidopsis HOBBIT (HBT) parece tener una funciéon en el control del ciclo celular y la
especificacion del destino celular de los tipos especificos de célula. Esta es la primera vez que se ha demostrado a
nivel molecular que un gen de planta conecta la progresién del ciclo celular y la percepcion de sefiales de patrones.

La presente invencion se relaciona con un método para aumentar la produccion de semilla en una planta o para
formar mas raices laterales en una planta, comparado con una planta tipo natural, que comprende la expresion
ectépica de la proteina cdc27B de planta en células, dominios, tejidos u érganos de una planta, en donde dicha
proteina cdc27B de planta se selecciona del grupo que consiste de:

(a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9,
(b) un polipéptido con una secuencia como se da en cualquiera de la SEQID NO: 809, y

(c) un polipéptido con una secuencia que es por lo menos 90 % o 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9.

La presente invencion también se relaciona con una proteina que regula el desarrollo de la planta aislada que
comprende uno de los polipéptidos seleccionados del grupo que consiste de:

(a) un polipéptido con una secuencia como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 809,y

(b) un polipéptido con una secuencia que es por lo menos 90 % o 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9.

La presente invencién se relaciona adicionalmente con un mutante funcionalmente inactivo de la proteina como se
definioé anteriormente que comprende una secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs
24 a 30 o se codifica por cualquiera de los acidos nucleicos como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 10 a 23.

La presente invencion también se relaciona con un acido nucleico aislado que codifica una proteina que regula el
desarrollo de la planta o un mutante funcionalmente inactivo del mismo como se definié anteriormente seleccionado
del grupo que consiste de:

(a) un acido nucleico que consiste de la secuencia de ADN como se da en cualquiera de la SEQID NOs2a3010a
23, o el complemento del mismo,

(b) un acido nucleico que consiste de las secuencias de ARN que corresponden a cualquiera de las SEQ ID NOs 2 a
3 017 a 23, o el complemento del mismo,

(c) un acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos como se da en
cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9, 0 24 a 30,

(d) un acido nucleico que se degenera como resultado del cddigo genético con relacion a una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9 0 24 a 30 o con relacion a
una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (c),

(e) un &cido nucleico que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 90 % o0 95 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos como se daenla SEQID NO:8,9024a30,y

(f) un acido nucleico que diverge debido a las diferencias en el uso de codén entre los organismos con relacion a las
secuencias de nucledtidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9 o con
relacion a una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (e).
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La presente invencion también se relaciona con un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos como
se definid anteriormente.

La presente invencidon también se relaciona con un vector como se definié anteriormente que es un vector de
expresion en donde dicha secuencia de acidos nucleicos se vincula funcionalmente a una o mas secuencias de
control que permiten la expresion en células anfitrionas procariéticas y/o eucaridticas.

La presente invencion se relaciona con una célula anfitriona que contiene una molécula de acido nucleico como se
definié anteriormente, o que contiene un vector como se definié anteriormente.

La presente invencion se relaciona adicionalmente con una célula anfitriona como se definié anteriormente, en
donde dicha célula anfitriona es una célula bacteriana, de insecto, fingica, de planta o animal.

La presente invencién se relaciona con un método para producir un polipéptido como se definié anteriormente que
comprende cultivar una célula anfitriona como se definié anteriormente bajo condiciones que permiten la expresién
de dicho polipéptido y recuperar dicho polipéptido producido del cultivo.

La presente invencion se relaciona adicionalmente con un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina
que regula el desarrollo de la planta o un mutante funcionalmente inactivo de la misma como se definié
anteriormente o que reconoce inmunolégicamente partes activas o epitopos especificos de la misma.

La presente invencidon se relaciona con un método para efectuar la expresion de una proteina que regula el
desarrollo de la planta como se definié anteriormente que comprende la introduccién de un acido nucleico que
codifica un polipéptido como se definié anteriormente directamente en una célula, un tejido o un 6rgano de una
planta.

La presente invencién también se relaciona con un método para la produccién de plantas transgénicas, células de
planta o tejidos de planta que comprende la introduccién de una molécula de &cido nucleico como se definiod
anteriormente en un formato que se puede expresar o un vector como se definié anteriormente en dicha planta,
célula de planta o tejido de planta.

La presente invencidon se relaciona con un método para efectuar la expresiéon de una proteina que regula el
desarrollo de la planta como se definié anteriormente que comprende la introducciéon de un acido nucleico como se
definid anteriormente vinculado funcionalmente a una o mas secuencias de control o un vector como se definid
anteriormente, y en donde dicho acido nucleico se integra establemente dentro del genoma de una célula de planta.

La presente invencién se relaciona con un método como se definid anteriormente que comprende adicionalmente
regenerar una planta de dicha célula de planta.

La presente invencion también se relaciona con una célula de planta transgénica que comprende una secuencia de
acidos nucleicos como se definid anteriormente, que se vincula funcionalmente a elementos reguladores que
permiten la transcripcion y la expresion de dicho acido nucleico en células de planta y en donde dicho acido nucleico
se integra establemente dentro del genoma de dicha célula de planta.

La presente invencién se relaciona con una planta transgénica o tejido de planta que comprende una célula de
planta transgénica como se definié anteriormente.

La presente invencion también se relaciona con una parte que se puede cosechar o un propagulo de una planta
como se definié anteriormente en donde dicha parte que se puede cosechar o dichos propagulos comprenden una
célula de planta transgénica como se definié anteriormente.

La presente invenciéon también se relaciona con una parte que se puede cosechar como se definiéd anteriormente
que se selecciona del grupo que consiste de semillas, hojas, frutos, cultivos de tallo, rizomas, tubérculos y bulbos.

La presente invencion también se relaciona con la progenie derivada de una planta o partes de planta o propagulos
como se definié anteriormente, que comprende un acido nucleico como se definié anteriormente.

Fenotipos del mutante hbt

Antes que fuera revelada la identidad y la funcién del gen HOBBIT, los fenotipos de las plantulas mutantes hobbit de
Arabidopsis fueron descritos por Willemsen et al. 1998. Las caracteristicas embridnicas y post-embridnicas del
fenotipo hbt se pueden subdividir en dos clases, una relacionada con la division celular y una relacionada con el
destino celular. Post-embrionicamente, el gen HBT se requiere para actividad meristematica tanto de meristemas de
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raiz como de brote. Esta necesidad se extiende a la formacion de raices laterales y adventicias y raices regeneradas
de tejido de callo. La progenie de la célula hipofisiaria (el centro inactivo y la columnela) junto con el capilar de raiz
natural e inicial adyacente muestra defectos mas alla de divisiones alteradas. Post-embridnicamente estos muestran
defectos de diferenciacion, tal como la ausencia de respuesta a la gravedad que media los granulos de almidon en la
columnela de los alelos hbt fuertes.

Las caracteristicas fenotipicas generales de plantulas A. thaliana del mutante hbt son una apariencia 'gruesa’, con
cotiledéneas e hipocotileddneas presentes aunque retrasa el crecimiento y reduce severamente el sistema de raiz
(Figura 1).

En la presente invencion, dichas plantulas mutantes hbt se caracterizan adicionalmente (ejemplo 1y 2) y el gen HBT
se aisla (ejemplo 8) y sus funciones se caracterizan.

En las raices, se sabe que el marcador caliptra de raiz de columnela especifica de regién 35S::B2 se expresa
mucho menos y el marcador caliptra de raiz lateral LRC244 no se expresa en el alelo hbt2311 fuerte (figura 2). Esto
demuestra que la actividad del gen HBT se requiere para la especificacion del destino celular en las puntas distales
de raiz.

Adicionalmente, en células de no raiz de mutantes hbt, los inventores encuentran de forma sorprendente la
expresion del marcador especifico de raiz (figura 3). Como plantulas de A. thaliana del mutante hbt exhiben la
expresion ectépica del marcador especifico caliptra de raiz 35S::B2 vinculado funcionalmente a GUS en las
hipocotiledéneas y en las cotiledéneas, los inventores concluyen que la determinacién estable de destino celular en
células de no raiz también requiere la actividad HBT funcional. También la formacién ectdpica de los capilares de
raiz en las partes aéreas de planta del mutante hbt confirma este nuevo hallazgo (Figura 3).

La Figura 4 muestra adicionalmente que el establecimiento de la identidad de las células que forma el centro inactivo
de puntas de raiz se pierde en plantulas A. thaliana de mutante hbt. El patron de expresion del promotor QC46 se
fusiona a GUS (pQC46::GUS), que es un marcador especifico de regiéon para el centro inactivo ha desaparecido
totalmente en el mutante hbt comparado con el centro inactivo tipo natural. El promotor SCARECROW (SCR) ligado
a GUS (pSCR::GUS), que es un marcador especifico para la endodermis de raiz se limita a la parte distal. Debido a
que solo el centro inactivo de plantulas A. thaliana de mutante hbt se altera (Figura 4), existe una especificidad basal
del defecto de especificacion hbt. Estos resultados aplican la funciéon del gen HBT en establecer la region de
meristema de raiz distal como se discute en Willemsen et al. (1998).

Otro defecto vinculado a mutaciones en el gen HBT se relaciona con morfologia celular. La elongacion de las células
epidérmicas nuevamente formadas parece ser deteriorada por plantulas A. thaliana de mutante hbt y el cultivo de
dichas células resulta en su hinchazon. Este fenotipo hinchado se ilustra en la Figura 5.

Funcion de HOBBIT

La presente especificacion muestra por primera vez que HOBBIT esta implicado en la regulacion del ciclo celular y
también en los efectos relacionados con auxina. Estas dos caracteristicas funcionales del gen HOBBIT son muy
Unicas, debido a que no se identifica otro factor biolégico hasta ahora que esté implicado en ambos procesos y que
forme un enlace entre ambos procesos. Por lo tanto, el gen de la presente invencién se considera como una
molécula clave en los procesos bioldgicos en la célula.

El genotipo embridnico temprano del mutante hbt muestra notablemente similitudes con tres mutantes implicados en
respuestas auxina; monédpteros (Hardtke and Berleth, 1998), resistente 6 a auxina (axr6) (Bobbie et al. 2000) y
bodenlos (Hamann et al. 1999). En todos estos mutantes los planes de division en la célula hipofisiaria se desvian
de lo normal, que resulta en una falla para producir los derivados de esta célula, el centro inactivo, el capilar de raiz
y el meristema de raiz. Los inventores pusieron en marcha la idea de que también se pueden alterar las respuestas
de auxina mutantes hbt. Las investigaciones tempranas muestran que la adiciéon de auxina exdgena no rescata el
fenotipo mutante y que la percepcion de la auxina todavia es intacta en mutantes hbt (Willemsen et al. 1998). Sin
embargo, no se puede establecer relacion entre auxina y HOBBIT.

Ahora, en la presente invencion, los inventores muestran por primera vez que el HOBBIT participa en los procesos
mediados por auxina.

Cuando se determina la funcion del gen HOBBIT, los inventores hacen observaciones muy sorprendentes cuando se
analiza la estabilidad del CYCB1-GUS vy las proteinas de fusion AXR3-GUS. Inesperadamente, ambas proteinas,
con relacién a plantulas A. thaliana tipo natural, se estabilizan en plantulas mutantes hbt. Esto se ilustra para
CYCB1-GUS en la Figura 6 y para AXR3-GUS en la Figura 7. Con estos experimentos, los inventores muestran por
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primera vez una conexion directa entre el gen HOBBIT y sus efectos reguladores en el ciclo celular y su implicacion
en auxina, sefalizacién, respectivamente.

Por lo tanto la especificacion describe el uso de una planta cdc27B para regular el ciclo celular de una célula y el uso
de una planta cdc27B para modular o imitar los efectos relacionados con auxina en una planta o célula de planta.

ElI CYCB1, es decir ciclina B1, es una ciclina mitdtica que se requiere para la activacion de quinasas dependientes
de ciclina especificas de fase M (CDK; véase Mironov et al. 1999 y Reed 1996 para revision). El recambio
proteolitico de ciclina B1 es un prerrequisito para salir de mitosis y para reconfigurar el ciclo celular a la fase G1. La
degradacion de ciclina B1 depende del asi llamado "motivo de secuencia de destruccién mitética en las proteinas de
ciclina mitética B1 y se ejecuta por un complejo de ligasa ubiquitina E3 especializado, el complejo/ciclosoma que
promueve la anafase (APC/C). El APC/C es solo activo durante la fase M tardia y durante la fase G1 (Brandeis and
Hunt 1996, King et al. 1995, Sudakin et al. 1995, Tyers and Jorgensen 2000).

Se encuentra que el AXR3 es idéntico a IAA17, un miembro de la familia del gen Aux/IAA puede inducir auxina. Los
genes Aux/IAA exhiben expresion especifica de tejido variado, las cinéticas de induccion de auxina y las relaciones
de respuesta de dosis de auxina (Abel et al. 1995, Ainley et al. 1988, Conner et al. 1990, Rouse et al. 1998,
Theologis et al. 1985, Yamamoto et al. 1992). Las proteinas nucleares Aux/IAA de vida corta comprenden hasta 4
dominios altamente conservados. La homo- o heterodimerizacion entre las proteinas Aux/IAA o entre las proteinas
Aux/IAA y los factores de respuesta a auxina (ARF, que son los activadores transcripcionales) se efectua a través de
los dominios Il y IV (Abel et al. 1994; 1995, Kim et al. 1997, Ulmasov et al. 1997). La degradacién de las proteinas
Aux/IAA depende del dominio Il y es esencial para la sefializacién normal de auxina (Worley et al. 2000).

Sin embargo, con la estabilizacion de CYCB1-GUS asi como también de la proteina de fusion AXR3-GUS, los
enlaces directos se hacen entre el gen HOBBIT y sus efectos reguladores en el ciclo celular y en la sefializacion de
auxina, respectivamente.

De manera interesante, por lo menos cuatro otros genes de regulacion de desarrollo de planta se han vinculado a la
sefializacion de auxina. Estos PIN1 estan implicados en el transporte polar de auxina y su ubicacién polar se
controla por otro gen de regulacion de desarrollo de planta, GNOM (Palme and Galweiler 1999; Steinmann et al.
1999); el ETT que también se conoce como ARF3 y que se une a los elementos de respuesta a auxina en
promotores de genes inducibles por auxina (Nemhauser et al. 1998, Walker and Estelle 1998, y referencias citadas
en ambos); y MP, también conocido como IAA24, un miembro de los genes AUX/IAA (Nemhauser et al. 1998,
Walker y Estelle 1998, y referencias citadas en ambos).

En la presente invencion, los inventores muestran por primera vez que el desarrollo del gen HOBBIT de planta se
liga a la sefalizacion de auxina.

Otros componentes que se sabe se ligan a la sefalizacién de auxina son parte de un complejo de ligasa de
ubiquitinacién E3 conocido como SCFTir1 (del Pozo and Estelle 1999, Gray and Estelle 2000). Los complejos SCF
pertenecen a una familia diferente de ligasas ubiquitina E3 que describen APC/C y son constitutivamente activas a
través del ciclo celular (véase Tyers and Jorgensen 2000 para revision). Los mutantes A. thaliana tir1 son deficientes
en la respuesta a auxina. El TIR1 es el componente de proteina secuencia F de SCFTir1. Las proteinas de
secuencia F son responsables de la incorporacién del sustrato especifico para la degradacién proteolitica. Otro gen
A. thaliana, AUXIN-RESISTANT 1 (AXR1) es una enzima que activa la ubiquitina tipo E1 que, en relacion con ECR1,
activa la proteina relacionada con ubiquitina RUB1. Se ha observado la modificacion de RUB1 de un A. thaliana
cullin/Cdc53, también un componente SCF (del Pozo et al. 1999, Gray and Estelle 2000, Tyers and Jorgensen
2000).

El gen HOBBIT, que se identifica por medio de un mapa con base en el método de clonacién, codifica un homélogo
Arabidopsis de un componente APC que parece conectar los procesos bioldgicos importantes implicados en el
desarrollo de planta al acoplar la competencia para responder a la progresion del ciclo celular a auxina. Esto es
particularmente importante debido a que el Hobbit, como un factor de competencia a través de la hormona de
auxina, restringe la formacion del patrén solo para desviar las células. Esta invencion esta soportada por los
siguientes datos experimentales.

El complejo que promueve la anafase multisubunitaria (APC) regula la progresion del ciclo celular en levaduras y en
animales, al mediar la estabilidad de los reguladores del ciclo celular. En la presente invenciéon se muestra que el
gen Arabidopsis HOBBIT codifica un homélogo de uno de los componentes del APC, CDC27/NUC2 (figura 8). El gen
HBT también puede funcionar como un componente APC, que puede complementar parcialmente la division que
detiene el fenotipo en nuc2ts del mutante Schizosaccharomyces pombe (ejemplo 6, figura 15). Diversos otros
componentes del APC que tiene los homélogos Arabidopsis y estos se expresan continuamente en todas las células
divididas. Los transcriptos HBT sin embargo, se acumulan solo en el limite G2/M (ejemplo 7, figura 16). Estos
resultados demuestran que aunque existe evidencia de que el HBT participa en un complejo como APC, existe una
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distinciéon clara entre el HOBBIT identificado novedoso y otros componentes del APC (como cdc27A y cdc26) ya
conocidos en la técnica.

Tres tipos de célula de raiz distal son dependientes de la sefializaciéon de auxina para su correcta diferenciacién y es
la respuesta a auxina que se altera en las plantulas hbt. Proporcionamos evidencia de que este defecto depende de
la acumulacion de la proteina AXR3/IAA17, un represor inestable de respuestas de auxina (ejemplo 3, ejemplo 9,
ejemplo 10, ejemplo 11). Estos datos sugieren que la actividad del gen HBT actia como un factor de competencia
regulado por el ciclo celular para respuestas de patrén mediadas por auxina, ligando asi la progresion del ciclo
celular de nivel molecular y la percepcion de las sefiales de patrones.

Los inventores dilucidan un mecanismo mediante el cual la competencia para responder a las sefales de
diferenciacion es dependiente de la estabilidad mediada por HBT de la clase Aux/IAA de los reguladores
transcripcionales de respuestas de auxina. Este modelo puede explicar la correlacién observada entre la division
celular y la capacidad de las células para responder a sefiales de patron en plantas. Adicionalmente, se sugiere que
el APC de planta ha evolucionado para adquirir nuevas funciones en el desarrollo multicelular, que difieren de las
funciones descritas hasta ahora en el control del ciclo celular.

En la caliptra de raiz de columnela de las raices tipo natural se presenta una acumulacién de auxina, que se puede
visualizar por tincion DR5::GUS en estas células (ejemplo 9, figura 17). En plantulas hbt este pico DR5 esta ausente,
y exhiben una sensibilidad de auxina alterada con respecto a la induccién de actividad DR5::GUS. Esto sugiere que
la accion HBT puede implicar la protedlisis de proteinas que regulan las respuestas de auxina. La estabilidad de las
proteinas Aux/IAA, para mediar las respuestas de auxina, se regula mediante la ruta de ubiquitina, de tal manera
que probablemente fueron candidatos (Guilfoyle et al., 1998; Ulmasov et al., 1999b). En la presente invencién se
muestra que el hbt interactia genéricamente con un alelo nulo de un miembro de la familia Aux/IAA, axr3-1T
(ejemplo 10, figura 18), que sugiere que el HBT tiene una funcion en el ajuste de las respuestas de auxina. La
auxina tiene una funcién importante en el patron de meristema de raiz y esto probablemente depende de la
distribucién correcta de los miembros de la red de ajuste fino de reguladores positivos y negativos de las respuestas
de auxina. Si la destruccion de los factores de respuesta de auxina esta mediada por el ciclo celular que regula la
disponibilidad de la proteina HBT, la competencia de las células para responder al patrén de auxina de molécula se
restringe al sitio en donde se producen células, los meristemas. En este escenario, el gen HBT es crucial para la
interaccion entre la formacion de patrén y la divisién celular en los meristemas de la planta desarrollada. Para
nuestro conocimiento este es el primer momento en que se ha reportado que un gen de planta conecta la progresion
del ciclo celular y la percepcién de las sefiales de patron en un nivel molecular. Sin embargo, en sistemas de
animales se han descrito algunos ejemplos de conexiones similares, tal como el acoplamiento de la capacidad de las
células precursoras vulvares de C. elegans para responder a sefiales que median la seleccidon entre los destinos
celulares vulvares a diferentes fases del ciclo celular. La funcién descrita aqui para el gen HBT también es Unica
cuando se extiende a la funcion CDC27 como un componente del APC.

Aislamiento del gen HOBBIT

Una forma eficiente con la cual se identifican nuevos genes y posteriormente se estudian es al introducir mutaciones
de punto con agentes mutagenizantes quimicos, tal como sulfonato de etil metano (EMS). El método mas confiable y
directo para luego aislar el gen implicado es por medio de un método de clonacién con base en mapa. Este método
se utiliza para aislar el gen HOBBIT (ejemplo 1y 2).

El gen HBT se mapea en el cromosoma 2 de A. thaliana en el intervalo entre los marcadores m246 y GPA1 que se
confirma por mapeo fino RFLP. En la presente invencion, se sigue un método de clonacién basado en mapeo
laborioso para aislar el gen HBT. El marco de lectura abierto que contiene mutaciones de sustitucion de nucleétido
se identifica y se aisla el cADN correspondiente (ejemplos 1y 2).

El cADN HBT tipo natural se identifica mediante RT-PCR y se identifica aqui como SEQ ID Nr. 2 (ejemplo 8). Un clon
que contiene este cADN se deposita en la colecciéon "Belgian Coordinated Collections of Microorganisms", BCCM-
LMBP, en Octubre 11, 2000 y se da el numero de acceso LMBP4265 por la Autoridad Depositaria Internacional. El
analisis de secuencia revela que el gen HBT codifica inesperadamente un homélogo CDC27. Esta presente en la
base de datos GenBank como parte de la secuencia bajo el numero de acceso AC006081, mas especificamente con
el complemento inverso de los nucledtidos 16314-20890. La parte relevante de esta secuencia gendmica se define
en la SEQ ID NO 1. El cADN HBT se identifica en la presente invencién como la SEQ ID NO 2 y otra variante de
division de los genes HBT se caracteriza e identifica aqui como la SEQ ID NO 3 (ambas de A. thaliana ecotipo Col-0,
Columbia). Ambas variantes de division HBT codifican, sin embargo, los homdélogos CDC27 que se extienden por
162 y 166 aminoacidos de terminal amino, respectivamente, (definido como la SEQ ID NO 6 y como la SEQ ID NO 7
respectivamente) con relacion a la secuencia de proteina predicha anotada en GenBank (AC006081; ID de proteina
AAD24396.1). Las secuencias de nucledtidos que corresponden a la SEQ ID NOs 6 y 7 se definen en SEQ ID NOs 4
y 5, respectivamente. Las proteinas HBT de longitud completa se dan por la SEQ ID NO 8 y SEQ ID NO 9
respectivamente. Las proteinas HBT son ~47 % idénticas a otro homodlogo A. thaliana CDC27 con el numero de
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acceso GenBank AC001645 (ID de proteina AAB63645.1). Para propoésitos de claridad, los términos HOBBIT, HBT y
AtCDC27B se refieren a las mismas proteinas como se define por la SEQ ID NO 8 (también denominado como
CDC27B1) y por la SEQ ID NO 9 (también denominado como CDC27B2). Dicho otro homodlogo A. thaliana CDC27
(GenBank AC001645; ID de proteina AAB63645.1) se denomina como AtCDC27A. Se da una alineacion de
AtCDC27A y HBT/AtCDC27B2 en la Figura 8.

Se conocen en la técnica proteinas CDC27 cuando es parte de un complejo de proteina grande denominado APC/C
(cfr. supra). En la levadura, el APC/C consiste de por lo menos 8 proteinas de las cuales tres, CDC16, CDC23 y
CDC27 contienen repeticiones de tetratricopéptido (TPR; Peters et al. 1996, Small and Peeters 2000).

Los datos experimentales presentados en la presente solicitud son la primera demostracion de que cdc27B en
levadura puede ser parte del APC (Figura 15) y que las plantas que carecen de actividad HOBBIT funcional tienen
contenido de ADN anormal en la fase S del ciclo celular (es decir entre la fase G1y G2).

En el proceso para aclarar la funcién del gen HBT, se generan diversos mutantes hbt. Estos mutantes hbt se
identifican y caracterizan por los inventores en el nivel gendmico y en el nivel de cADN, en las Figuras 9 y 10 se
proporciona una vision general de los mismos:

1. hbt**?': una mutacion de punto del nucledtido adenosina en la posicion 62 (cADN resultante: SEQ ID NO 17; Fig.
9) o posicion 62 (clon gendmico resultante: SEQ ID NO 10; Fig. 10) en una timidina, que resulta en una sustitucion
de la alanina natural en la valina mutante en la posicion 21 (que resulta en la SEQ ID NO 24; Fig. 9).

2. hbt™*?/hbt**#/hbt*®*°/hbt™®?*; Cuatro mutantes aislados independientemente que llevan la misma mutacion de
punto del nucledtido guanosina en la posicion 1503 (clon gendmico resultante: SEQ ID NO 11; Fig 10) en una
adenosina, que resulta en la insercién de nucleétidos 434-511 del cADN (que resulta en SEQ ID NO 18) y los
aminoacidos correspondientes 145-171 de la proteina (que resulta en SEQ ID NO 25).

3. hbt'"": una mutacion de punto del nucleétido guanosina en la posicién 1261 (cADN resultante: SEQ ID NO 19;
Fig. 9) o en la posicion 2913 (clon gendmico resultante: SEQ ID NO 12; Fig. 10) en una adenosina, que resulta en
una sustitucion de la glicina natural en la arginina mutante en la posicion 421 (que resulta en SEQ ID NO 26; Fig. 9).

4. hbt™; una mutacion de punto del nucledtido guanosina en la posicién 3042 (clon gendmico resultante: SEQ ID
NO 13; Fig. 10) en una adenosina, que resulta en una eliminacién de nucleétidos 1300 a 1365 (cADN resultante:
SEQ ID NO 20; Fig. 9) y los aminoacidos correspondientes 434-455 (que resulta en SEQ ID NO 27; Fig. 9).

5. hbt "*': una mutacién de punto del nucledtido guanosina en la posicién 3360 (clon gendmico resultante: SEQ ID
NO 14; Fig. 10) en una adenosina, que resulta en una eliminacién de nucleétidos 1366 a 1485 (cADN resultante:
SEQ ID NO 21; Fig. 9) y los aminoéacidos correspondientes 456-495 (que resulta en SEQ ID NO 28; Fig. 9).

6. hbt*®"": una mutacion de punto del nucledtido citosina en la posicion 1555 (cADN resultante: SEQ ID NO: 22; Fig.
9) o position 3530 (clon gendmico resultante: SEQ ID NO 15; Fig. 10) en una timidina, que resulta en la formacion de
un codon de parada en la posicion de la glutamina natural en la posicion 519 (Fig. 9) y, sin embargo, la eliminacion
de los aminoacidos 520 a 744 (que resulta en SEQ ID NO 29; Fig. 9).

7. hbt*®?% una mutacion de punto del nucledtido citosina en la posicion 1610 (cADN resultante: SEQ ID NO 23; Fig.
9) o en la posicion 3667 (clon gendmico resultante: SEQ ID NO 16; Fig. 10) en una timidina, que resulta en una
sustitucion de la alanina natural en la valina mutante en la posicion 537 (que resulta en SEQ ID NO 30; Fig. 9).

Como dos mutaciones inactivas funcionales, hbf>4?’ y hbt®*?%/ hot**23 hbt®® hbt®2* ocurren en el dominio de
terminal amino CDC27B novedoso de la presente invencion (SEQ ID NO 7), se considera que este dominio es
esencial para la actividad de la proteina cdc27B y por lo tanto se considera fuertemente que la proteina anotada con
el numero de acceso GenBank AC006081 (ID de proteina AAD24396.1) no es activo y no es funcional.

Con el fin de demostrar la distincién funcional entre el gen identificado novedoso de la presente invencion y otros
genes que muestran homologia, la transcripcion de los genes HOBBIT, AtCDC16 (GenBank AC005679; ID de
proteina AAC83033.1) y AtCDC27A se analiza en embriones A. thaliana (Figura 11) y raices de plantula de A.
thaliana (Figura 12). Los transcriptos AtCDC16 se dispersan homogéneamente en todas menos las células
suspensoras para desarrollar embriones A. thaliana asi como también en todas menos las células caliptra de raiz en
raices de plantula A. thaliana. Los transcriptos AtCDC27A también se encuentran en muchas células de raiz de
plantula A. thaliana. La expresién de gen HBT, sin embargo, exhibe un patron de expresion inesperado irregular en
el desarrollo de embriones asi como también en tejidos de raiz de plantula. Dichos patrones de expresion irregulares
son indicadores de una transcripcion de gen especifica de etapa de ciclo celular. Sin embargo, aunque los
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homdlogos en el nivel de aminoacido, las funciones biolégicas de AtCDC27A y HBT son casi con seguridad muy
diferentes con base en sus patrones de expresion.

En resumen, los inventores muestran por primera vez que el cdc27B/HOBBIT esta implicado en respuestas
relacionadas con auxina, que la expresién HOBBIT se acopla al ciclo celular y que tiene una funcion posible en el
APC. Los inventores encuentran que HOBBIT es un factor de competencia a través de la hormona auxina. Los
inventores también encuentran que el HOBBIT restringe la formacion del patron para dividir solo las células.

Dichos aspectos de la invenciéon conducen a la formulacion de las siguientes realizaciones preferidas de la presente
invencion.

Descripcion detallada de la invencion
Aislamiento de cADN cdc27B y secuencias de proteina codificadas
El gen HBT codifica un homdlogo CDC27/NUC2.

El gen HBT se ubica en el cromosoma 2 cerca al marcador molecular mi148. La identificacion de ORF T2G17.20
como el gen HBT se determina por secuenciamiento de los alelos mutantes y se verifica mediante la terminacion de
homocigotos hbt2311 utilizando un fragmento genémico de 9 kb que abarca el locus HBT (ejemplos 1y 2).

Para confirmar la divisién predicha del cADN HBT, se aislan dos clones de una coleccién de cADN Col-0 (Giraudat
et al., 1992). Adicionalmente, el ARN se aisla de raices Col-0 y se realiza un RT-PCR. El secuenciamiento de los
cADN confirma las desviaciones en anotaciéon que observamos entre estos tres cADN y el ORF publicado (ID de
proteina AC006081). Adicionalmente estos experimentos de secuencia revelan por lo menos dos variantes de
divisién. Una fraccién pequeiia de los cADN carece de 12 pares base, que resulta en un primer dominio TPR con 30
a diferencia de 34 aminoacidos genéricos. La mayor parte de los cADN representan la version larga. La significancia
funcional de las versiones de division alternativas del mARN HBT no es clara. El tamafio del transcripto, 2.5 kb, se
confirma mediante analisis Northernblot. El analisis de Proteccién RNasa revela dos inicios transcripcionales
potenciales, con las cajas TATA y CAAT en la direccion 5’ putativa (ejemplo 8).

La comparacién de las secuencias de cADN y gendmicas revela que el gen HBT contiene 15 exones y 14 intrones,
que resulta en una proteina predicha de 745 residuos. La caracteristica mas sobresaliente de la proteina HBT es la
presencia de 10 dominios con los residuos consensus de Repeticiones de Péptido Tetratrico (TPR), uno en la mitad
del terminal amino de la proteina y un estiramiento de nueve dominios en la mitad del terminal carboxilo. Estos
dominios TPR estan implicados en las interacciones proteina-proteina. La comparacién de la secuencia de proteina
HBT con otras revela que la proteina HBT comparte la mayor homologia con las proteinas CDC27/BIMA/NUC2 de
organismos distantes evolutivos tal como levadura, mamiferos y Drosofila. Adicionalmente, la distribucion de los
dominios TPR en la proteina HBT, el dominio de repeticion conservada 5y 7, y la repeticién aberrante TPR en el
dominio 4 son tipicos para ortélogos CDC27. Se ha mostrado que las proteinas CDC27 son un componente del
Complejo que Promueve Anafase (APC) o Cicleosoma, implicadas en la progresion del ciclo celular mediante
objetivos de proteina ubicuos (Lamb et al., 1994; King et al., 1995). Esta presente una secuencia relacionada con
HBT en el genoma Arabidopsis. La proteina AtCDC27a deducida (ACC no.: BAB01271) comparte una homologia
general de 41 % con HBT. La homologia en la regién que contiene los dominios TPR es 65 % (véase figura 8). Con
base en la secuencia de proteina y la homologia con proteinas CDC27, hipotetizamos que la proteina HBT puede
regular la estabilidad de las proteinas objetivo por medio de la ruta de de ubiquinacion.

De acuerdo con lo anterior la invencidn representa una secuencia de ADN aislada con la secuencia de nucleétidos
como se da en la SEQ ID NOs 2 a 3, que codifica una proteina que regula el desarrollo de la planta con la secuencia
de aminoacidos como se da en la SEQ ID NOs 8 o 9, que comprende una secuencia de aminoacidos novedosa
requerida para la funcion de la proteina como se da en la SEQ ID NOs 6 y 7, respectivamente. Mas especificamente,
dicha secuencia de ADN aislada codifica las proteinas HOBBIT tipo natural que son homélogo CDC27.

El término "proteina que regula el desarrollo de la planta" como se utiliza adelante se refiere a una proteina de planta
CDC27. Ejemplos especificos de las proteinas de planta CDC27 son las proteinas cdc27b identificadas y descritas
aqui.

Se incorpora adicionalmente en la presente invencion las secuencias de ADN aisladas con la secuencia de
nucleétidos como se da en la SEQ ID NOs 10 a 23 que codifica funcionalmente mutantes inactivos de dicha proteina
que regula el desarrollo de la planta con la secuencia de aminoacidos como se da en la SEQ ID NOs 24 a 30.

La presente especificacion describe un acido nucleico aislado que codifica por lo menos parte de una proteina
novedosa que regula el desarrollo de la planta o que codifica un fragmento inmunolégico y/o funcional de dicha
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proteina o que codifica funcionalmente mutantes inactivos de dicha proteina que regula el desarrollo de la planta,
seleccionados del grupo que consiste de:

(a) un acido nucleico que comprende por lo menos parte de la secuencia de ADN como se da en cualquiera de la
SEQ ID NOs 1 a 5, 10-23, o el complemento del mismo,

(b) un acido nucleico que consiste de la secuencia de ADN como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 1 a 5, 10 a
23, o el complemento del mismo,

(c) un acido nucleico que comprende las secuencias de ARN que corresponden a cualquiera de las SEQ ID NOs 1-
5, 10-23, o el complemento de las mismas,

(d) un acido nucleico que hibrida, preferiblemente que hibrida especificamente, con la secuencia de nucleétidos
como se define en (a) (b) o (c),

(e) un acido nucleico que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 50 %
idéntica, preferiblemente 55 %, 60 %, 65 %. 70 % o 75 % idéntica, mas preferiblemente 80 %, 85 % o 90 % idéntica,
mucho mas preferiblemente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQ ID
NOs 8, 9 0 24 a 30,

(f) un acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos como se da en
cualquiera de la SEQID NOs 6, 7, 8, 9, 0 24 a 30,

(g) un acido nucleico que se degenera como resultado del cédigo genético con relacion a una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9 0 24 a 30, o con relacion a
una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (f),

(h) un acido nucleico que diverge debido a las diferencias en el uso de codon entre los organismos con relacion a
una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9 0 24 a 30.
0 con relacion a una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (f),

(i) un acido nucleico que diverge debido a las diferencias entre los alelos con relacién a una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9 0 24 a 30 o con relacion a
una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (f),

(j) un acido nucleico que codifica un fragmento o un fragmento funcional y/o un fragmento inmunolégicamente activo
de una proteina se codifica por una secuencia de ADN como se da en la SEQ ID NOs 1 a5 o 10 a 23 o como se
define en uno cualquiera de (a) a (i),

(k) un acido nucleico que hibrida especificamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido como se
daenlaSEQIDNOG607,Yy,

(I) un &cido nucleico que codifica una proteina como se define en cualquiera de la SEQ ID NOs 6 a9 024 a 300
como se define en uno cualquiera de (a) a (k) interrumpido al intervenir las secuencias de ADN, dado que dicho
acido nucleico no es el acido nucleico como se deposita bajo el nUmero de acceso GenBank AC006081.

La presente especificacion describe secuencias de acidos nucleicos que hibridan con secuencias Unicas de los
acidos nucleicos que codifican la proteina que regula el desarrollo de la planta de la invencion. Debe quedar claro
que la persona experta en la técnica puede identificar facilmente y seleccionar los tramos de secuencias que son
unicos para la proteina de la invencidon cuando se compara por ejemplo en la figura 8 de la secuencia de
aminoacidos de Cdc27A y HBT/Cdc27B. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican estas partes Unicas se
pueden deducir facilmente de esto.

La presente especificacion describe acidos nucleicos aislados como se mencioné anteriormente bajo (a) a (I) que
son ADN, cADN, ADN gendmico o ADN sintético, o ARN en donde T se reemplaza por U.

También parte de la especificacion son moléculas de acido nucleico de por lo menos 15 nucleétidos de longitud que
hibridan especificamente con por lo menos una de las moléculas de acido nucleico de la invencién como se definioé
anteriormente o amplificando especificamente las moléculas de acido nucleico definidas anteriormente.

De acuerdo con otra realizacion, la invencion se relaciona con un vector que comprende una secuencia de acidos
nucleicos de la invencion. Este vector puede ser un vector de expresion en donde dicha secuencia de acidos
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nucleicos se vincula funcionalmente a una o mas secuencias de control que permite la expresién en células
anfitrionas procariéticas y/o eucarioticas.

También las células anfitrionas que contienen una molécula de &cido nucleico de la invencion son parte de la
presente invencion. Las células anfitrionas preferidas de acuerdo con la invencion son células bacterianas, de
insecto, fungica, de planta o animales.

La presente especificacién describe adicionalmente una proteina que regula el desarrollo de la planta aislada que
comprende uno de los polipéptidos seleccionados del grupo que consiste de:

(a) un polipéptido como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 6 a 9,

(b) un polipéptido con una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 50 % idéntica, preferiblemente 55 %, 60
%, 65 %, 70 % o 75 % idéntica, mas preferiblemente 80 %, 85 % o 90 % idéntica, mucho mas preferiblemente 95 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQIDNOs 6a 9,y

(c) un polipéptido se codifica por un acido nucleico como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 1 a 3.

La presente especificacién describe adicionalmente una proteina que regula el desarrollo de la planta aislada que
consiste de una secuencia de aminoacidos como se da en la SEQ ID NO 8 o 9. De acuerdo con otra realizacion, las
proteinas de acuerdo con la invencién son proteinas CDC27, tal como la proteina cdc27B de plantas, u homoélogos
funcionales de los mismos. De acuerdo con otra realizacion, la invencidén se relaciona con la proteina cdc27B de
plantas de A. thaliana, tal como la proteina AtCDC27B.

La especificacion se relaciona adicionalmente con proteinas con una secuencia de aminoacidos que es por lo menos
50 % idéntica, preferiblemente 55 %, 60 %, 65 %, 70 % o 75 % idéntica, mas preferiblemente 80 %, 85 % 0 90 %
idéntica, mucho mas preferiblemente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos como se da.

La especificacion describes también homologos, derivados y/o fragmentos inmunoldgicamente activos de la proteina
que regula el desarrollo de la plantas de acuerdo con la invencién, fragmentos de los mismos y proteinas que
comprenden dichos homdlogos, derivados y/o fragmentos inmunolégicamente activos de dicha proteina que regula
el desarrollo de la planta o fragmentos de los mismos.

Como tal, la presente invencién también se relaciona con un polipéptido aislado que se puede codificar por una
molécula de acido nucleico de la invencién como se define en las reivindicaciones.

Analisis de alelos mutantes.

El ADN gendmico de mutantes hbt homocigotos (ejemplo 1) se amplifica en el locus HBT y se secuencia. Esto
conduce a la identificacion de cambios de par base Unicos en diez alelos mutantes. Para el alelo débil €56, que no
complementa otros alelos hbt (Willemsen et al., 1998), no se puede identificar mutacion en la regién gendmica que
incluye 1070 bp de la regidon promotora en la direccion 5 y 230 bp en la direccion 3’ de la sefial de poliadenilacion
(datos no mostrados). Aunque la lesién molecular en hbte56 permanece no identificada, el analisis RT-PCR muestra
que los mutantes €56 tienen niveles de transcripto HBT fuertemente reducidos, que sugieren efectos epigenéticos en
la transcripcion HBT.

En el alelo Col-0, 2311, se introduce un codoén de parada en la posicion 519. Las proteinas truncadas resultantes
carecen de parte principal de los dominios TPR, lo que puede indicar que estos alelos son nulos; en el mutante
nuc2-663 S. pombe sensible a temperatura, un cambio de aminoacidos en uno de los dominios TPR resulta en
letalidad de esporas en tétradas como un mutante nulo y construcciones que llevan versiones de la proteina NUC2
con truncaciones en los dominios TPR no pueden complementar nuc2-663 (Hirano et al., 1988, 1990). A pesar de la
ausencia de muchos dominios TPR en estos tres alelos hbt, no se observan letalidad gametofitica y disminucién
metafase. Adicionalmente, todos los alelos Col (excepto el alelo débil e56) provocan fenotipos similares a pesar de
diferentes defectos moleculares, consistente con la nocién que todos son nulos.

De acuerdo con lo anterior, en otra realizacion, la invencion se relaciona con mutantes funcionalmente inactivos de
la proteina que regula el desarrollo de la plantas de la invencion, que consiste de una secuencia de aminoacidos
como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 24 a 30, o se codifica por un &cido nucleico como se da en cualquiera
de la SEQ ID NOs 10 a 23. La expresion "fragmento funcional” se relaciona con un fragmento de la proteina mutante
que comprende la mutacion.

La invencion se relaciona adicionalmente con los polipéptidos como se define en las reivindicaciones que tienen la
capacidad de regula el desarrollo de planta.
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Cualquiera de dichas proteinas se puede producir en un sistema bioldgico, por ejemplo un cultivo celular.
Alternativamente cualquiera de dichas proteinas se fabrica quimicamente por ejemplo mediante sintesis de péptido
de fase sdlida. Dichas proteinas o fragmentos de las mismas pueden ser parte de una proteina de fusion como en el
caso de por ejemplo un ensayo de dos hibridos que permite por ejemplo la identificacion de proteinas que
interactuan con la proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencion.

Por lo tanto, de acuerdo con otra realizacion, la invencidon también se relaciona con un método para producir un
polipéptido de la invencidn que comprende cultivar una célula anfitriona especificada anteriormente adicionalmente
bajo condiciones que permiten la expresion del polipéptido y recuperar el polipéptido producido del cultivo.

Las proteinas o fragmentos de los mismos que se pueden obtener mediante un método como se describe aqui son
adicionalmente utiles por ejemplo para modular la interaccion entre una proteina que regula el desarrollo de la planta
como se define en la invencion e interactuar patrones de proteina identificados de acuerdo con la invencién. Los
péptidos quimicamente sintetizados son particularmente utiles por ejemplo como una fuente de antigenos para la
produccién de antisuero y/o anticuerpos.

La presente invencion asi adicionalmente abarca antisuero y/o anticuerpos que reconocen especificamente la
proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencién o partes inmunolégicamente activas o
epitopos de las mismas. Said antisuero y/o anticuerpos son utiles en muchas areas relacionadas con la invencién
que incluyen: (i) identificacion de cualquier organismo, preferiblemente plantas, de otra proteina que regula el
desarrollo de la plantas y sus genes de acuerdo con la invencion; (ii) cuantificacion de la sintesis en organismos y/o
organismos recombinantes de la proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencion; (iii)
purificacién de la proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencién; (iv) inmunoprecipitacion
de la proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencion por ejemplo como una forma de
identificar otros patrones de proteina que se complejan con dicha proteina que regula el desarrollo de la planta; (v)
inmunoubicacion de la proteina que regula el desarrollo de la planta de acuerdo con la invencion que se expresa en
un organismo o un organismo recombinante.

Uso de cdc27B en plantas

Durante las diferentes etapas del desarrollo de planta se integra la accidn de la formacion de patréon y la morfogenia
luego de las posiciones de 6rganos, tejidos y tipos celulares individuales en posiciones apropiadas. En contraste con
sistemas de animal en donde el movimiento de las células contribuye al desarrollo, las plantas estan rodeadas por
una pared celular rigida que permite poco movimiento. Por estas razones, la formacion de patrén y la morfogenia de
la planta tienen lugar en los sitios de produccion de células, los meristemas. En estos meristemas, las sefiales de
patrones pueden proporcionar la informaciéon necesaria para crear las diferencias en los indices de division y planes
y el alargamiento directo de células cuando dejan el meristema. La diferenciacion de las células inicia como células
que dejan el meristema. Con todos estos procesos diferentes que ocurren en el mismo lugar y al mismo tiempo es
importante conectar la division celular y la formacién de patrones.

De forma interesante, la formacion de patrones y la division celular comparte mecanismos reguladores comunes. Un
mecanismo importante para controlar la progresién del ciclo celular es la destruccion de las proteinas reguladoras
por medio de la ruta ubicua. En esta ruta, las moléculas ubicuas se unen a las proteinas objetivo mediante ligasas
ubicuas como SKP1, CDC53/CULLIN y el complejo de proteina secuencia F (SCF) y el Complejo que Promueve
Anafase (APC). Después de esto las ahora proteinas ‘'marcadas’ se destruyen por el Proteasoma 26S. Esta ruta
ubicua también sirve como una funcion crucial que balancea las moléculas de respuesta positiva y negativa de una
molécula importante para desarrollo de planta, auxina. En la presente invencién, los homélogos de Arabidopsis de
componentes de la ruta proteolitica mediada por ubiquitina en la progresién del ciclo celular y la respuesta de auxina
se ha identificado y las mutaciones en los genes correspondientes confieren un amplio rango de defectos de
crecimiento, que muestran la funcion central de estos procesos en el desarrollo de planta.

¢Una funcién para el gen HBT en ajuste con las respuestas de auxina?

La idea basica de que HBT esta implicado en las respuestas de auxina se origina a partir de tres observaciones
diferentes. Primero, los tipos celulares defectuosos en Hobbit también son dependientes de auxina y también son
defectuosos en respuesta a auxina (véase Figura 17(i): la maquinaria de respuesta a auxina de la célula es intacta,
pero la respuesta a auxina se altera y la Figura 17(j): las hipocotiledéneas en mutantes hbt han ganado sensibilidad,
en donde no responde normalmente a auxina. Segundo, el mutante ARX3 "ganancia de funcién" de plantas
mutantes, muestran las mismas caracteristicas fenotipicas como los mutantes hbt y tercero, las respuesta de auxina
implica las proteinas que regulan auxina o ubiquinacion.

Cuando se evalia un elemento de respuesta a auxina sintético, las plantulas hbt muestran una sensibilidad a auxina
alterada para la auxina sintética, 2,4 D, y para la auxina endégena, IAA (ejemplo 9, figura 17). Aunque pueden
codificar la auxina, es necesaria una concentracion mucho mayor para inducir una respuesta transcripcional.
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También observamos una restauracion parcial del genotipo mutante hbt en mutantes dobles hbt axr3-1T. El gen
AXR3/IAA17 es un regulador de percepcion de auxina y mutaciones semi-dominantes en este gen confieren
defectos de crecimiento pleiotropico, todos relacionados con una respuesta de auxina elevada (Ouellet et al., 2001).
El involucramiento de auxina en diversos procesos de crecimiento y érganos implica que en cada tejido puede hacer
un balance especifico de los reguladores positivos y negativos de las respuestas de auxina. Diversas observaciones
sugieren que el HBT puede tener una funcién en el control de este balance en el meristema. Primero, la sensibilidad
de auxina se altera en plantulas hbt (ejemplo 9, figura 17). Segundo, existe una interaccion genética con el alelo
axr3-1T (ejemplo 10, figura 18). y tercero, la expresion del gen HBT se confina a la poblacién de células divididas en
las meristemas y es por lo tanto dependiente de la progresién del ciclo celular (ejemplos 4 y 7, figuras 11, 12 y 16).
Sin embargo, la presencia de la proteina HBT solo en la fase G2/M en el ciclo celular, puede proporcionar un unico
mecanismo regulador en las plantas, de tal manera que media el retiro de los reguladores de auxina, en una fase
especifica del ciclo celular. Para nuestro conocimiento este es el primer ejemplo en plantas en donde un
componente regulado por el ciclo celular confina la competencia para responder a una sefial de patrén al meristema.
En animales existen pocos ejemplos de una conexion directa entre la progresion del ciclo celular y la capacidad de
las células para responder a las rutas de transduccion de sefal. Por ejemplo, la capacidad de células precursoras
vulvares C. elegans para responder a sefiales que median la seleccidn entre destinos celulares vulvares se acopla a
diferentes fases del ciclo celular (Wang and Sternberg, 1999).

Sin embargo, se puede utilizar la regulaciéon de la estabilidad de proteina en sistemas de desarrollo ampliamente
diferentes para regular la competencia.

La especificacién describe el uso de una planta cdc27B caracterizada en que la modificacién o imitacion de los
efectos relacionados con auxina se basa en la modulacion de la estabilidad de proteinas reguladoras de sefiales de
patron.

La especificacion describe el uso de una planta cdc27B en donde dicha modulacién o imitacién de los efectos
relacionados con auxina resulta en destino celular alterado de una célula y/o formacion de patrones alteradas en una
planta o célula de planta, por ejemplo un aumento en el nimero de meristemas de planta o un aumento en el
tamano de meristemas de planta que ocurren en forma natural.

Combinado con la divisién celular post-embridnica que disminuye esto se puede tomar para sugerir una funcién del
gen HBT en la regulacion del ciclo celular. No obstante, favorecemos la hipétesis que el gen HBT tiene una funcion
mas especializada que ha divergido de la funcién que las proteinas CDC27 de componentes APC sirven en la
progresion del ciclo celular. Esta preferencia se basa en diversas observaciones. Primero, los embriones hbt pueden
llevar numerosas rondas de divisidon celular sin problemas severos, que sugiere que el APC Arabidopsis puede
mediar la progresion del ciclo celular en la ausencia de la actividad de gen HBT. Segundo, la divisiéon celular
disminuye solo cuando también existen diversos problemas de diferenciacién celular, que resulta entre otros en la
pérdida de identidad de ciertos tipos de células. Tercero, las mutaciones nuc2 en S. pombe resultan en una
disminucion de metafase. Aunque la division celular post-embridnica cesa en plantulas hbt esto no esta acompanado
por una disminucién de metafase (Hirano et al., 1988, 1990). y finalmente, otros componentes APC con una
estructura de proteina similar en Arabidopsis, AtCDC16, AtCDC23 y AtCDC27a todos muestran patrones de
expresion similares. Sus transcriptos estan presentes en un alto nivel en todas las células divididas. En contraste, el
gen HBT se expresa a un bajo nivel y se acumula solo en la transicion G2/M. Sin embargo consideramos si los
defectos provocados por mutaciones en el gen HBT se pueden deber al establecimiento de los objetivos APC no
relacionados con la division celular.

Se han identificado los homologos de Arabidopsis de componentes de la ruta proteolitica mediada por ubiquitina en
la progresion del ciclo celular y la respuesta de auxina y mutaciones en los genes correspondientes que confieren un
amplio rango de defectos de crecimiento, que muestran la funcion central de estos procesos en el desarrollo de
planta.

El gen HOBBIT codifica un homélogo de un componente APC que parece conectar estos procesos al acoplar la
competencia para responder a auxina a la progresion del ciclo celular. Esto es particularmente importante debido a
que Hobbit, como un factor de competencia a través de la hormona de auxina, se restringe a la formacion de
patrones solo para dividir las células.

Esta invencién esta soportada por los siguientes datos experimentales.
Resultados experimentales
Mutantes hbt que exhiben diversos defectos de diferenciacion celular en la etapa post-embridnica.

En un estudio previo, el primer defecto morfoldgico detectado en embriones mutantes hbt se muestra que es una
interrupcion de la orientacion invariante de planos de division celular en una célula fundadora para el meristema de
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raiz, la célula hipofisea (Willemsen et al., 1998). Esto conduce a defectos mofoldgicos en los tipos de células que
surgen de esta célula fundadora; el centro inactivo y la columnela. Estos defectos morfolégicos estan acompariados
por defectos de diferenciacion, debido a que diversos marcadores que se expresan normalmente en estos tipos de
células, no estan expresados en plantulas hbt (Willemsen et al, 1998).

Esto se determina si los defectos de diferenciacion celular se confinan en estos tipos de células distales, o si otras
regiones de la raiz también tienen defectos de diferenciacion. Por lo tanto, analizamos la actividad del promotor de
gen SCARECROW (SCR), visualizado por una construccion que lleva el gen b-glucuronidasa (GUS) fusionado al
promotor SCR, en el fondo de mutante hbt (ejemplo 3). EL gen SCR se expresa normalmente en la capa de tejido de
suelo de regiones mas préximas de la raiz y en la endodermis (Figura 4B). Como se ilustra en la Figura 4D, existe
expresion SCR::GUS en la raiz de plantula hbt, pero solo en la parte distal. En la posiciéon en donde estaria el centro
inactivo de raices tipo natural (demostrado por la construccion QC46::GUS en la figure 4 A), no existe tincion GUS
en el fondo de mutante hbt (Figura 4 C). Por lo tanto concluimos que el defecto de diferenciacion celular distal post-
embriénico es especifico de region, consistente con un requerimiento especifico para la funcién del gen HBT en la
diferenciacion celular dentro del dominio distal del meristema de raiz.

Mientras que los defectos de raiz distal en el mutante hbt ocurren en la region con defectos embridnicos tempranos,
otras regiones de la plantula desarrollan defectos de diferenciacion celular post-embridonicamente. La estatura
reducida de plantulas hbt sugiere que los defectos de expansion celular ocurren en los mutantes. Las inspeccion
mas cercana de los tamafios de células y formas de células en mutantes hbt revela de hecho las diferencia
dramaticas con el tipo natural como se ve por ejemplo en la Figura 5, en donde la exploracion de los EM muestran la
superficie irregular de las hipocotiledoneas de plantulas hbt comparado con una plantula tipo natural. Las células
mutantes tienen tamafio reducido y se hinchan. El meristema apical de brote (SAM) en mutantes hbt contiene un
domo de células de forma irregular que se dividen inicialmente para dar una cantidad significativa de células de
progenie. Aunque una zona central Unica da primordia de 6rgano cuando flanquea en SAM tipo natural, se inician
primordia de 6rgano en posiciones variables en mutantes hbt y esta primordia frecuentemente falla en crecer para
dar hojas. Después de inicio repetido de primordia de 6rgano aberrante, cesa la actividad SAM. En experimentos
tempranos se prueba si el fenotipo mutante hbt se puede rescatar mediante tratamiento con diversas hormonas de
planta. No se detecta dicho rescate (Willemsen et al., 1998), sin embargo se observa una re-especificacion
dramatica de células epidérmicas en hipocotiledéneas de plantulas hbt que se tratan con etileno. En las
hipocotiledéneas de estas plantulas hbt se induce un gran numero de crecimientos ectotdpicos, que son fuertemente
similares a los capilares de raiz. Con plantulas germinadas en la oscuridad, se obtienen resultados similares.

Los defectos en la regulacion epidérmica del destino celular no solo se observan después de induccién (por ejemplo
con etileno), pero la separacion de los sitios tricoblasto y atricoblasto en archivos de células en la epidermis de raiz
también se altera en los mutantes hbt. Una construccién que lleva el promotor del gen GLABRA2 (GL2), implicado
en especificacion de atricoblasto, fusionado al gen GUS (Masucci et al., 1996) se cruza en el alelo hbt2311 y en la
progenie de este cruce muestra la actividad ectotopica en la epidermis de plantulas hbt. El GL2 codifica una proteina
de homeodominio requerida para diferenciacion de atricoblasto, y la expresién se restringe a aquellos archivos de
células que contienen atricoblastos en la raiz tipo natural. Sin embargo, aunque el patrén de expresion es mas o
menos similar al patrén tipo natural, las células de capilares de raiz en mutantes hbt también muestran alta actividad
del promotor GL2. Nuestros datos sugieren que el gen HBT se requiere para el mantenimiento de la eleccion de
diferenciacion celular en las células epidérmicas.

Aunque los defectos hbt durante embriogenia se confinan regionalmente, los fenotipos post-embridnicos en
mutantes hbt son mas diversos, que sugiere que HBT se requiere para diversos procesos de desarrollo.

El gen HBT complementa parcialmente los mutantes nuc2 de levadura.

Para investigar si el HBT y AtCDC27a puede funcionar como un componente del APC, se clonan los cADN de
longitud completa en un vector de levadura con un promotor represible tiamina y se transforman en una cepa S.
pombe nuc2ts. EI cADN HBT parcialmente rescata el fenotipo nuc2 en la temperatura restrictiva, restaurando en
forma reproducible el crecimiento a aproximadamente 4 veces mayor densidad comparado con el control de vector
vacio (figura 15). La complementacion no se completa como indices de crecimiento y la densidad final son
respectivamente 5 y 10 veces menor comparado con la temperatura permisiva (compare Figura 15A y 15B).
Concluimos que la proteina HBT tiene la capacidad de interactuar con y puede reemplazar el S. pombe nuc2 en el
APC de levadura, consistente con su interaccion propuesta con el complejo de planta de homélogo. En contraste, en
la induccién de temperatura permisiva de expresion de gen AtCDC27a parece ser toxico en S. pombe (Figura 15A).

Este resultado es una prueba indirecta que el HBT puede ser parte de un complejo APC en levadura.

EI HOBBIT es parte del complejo APC en plantas.
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La evidencia que cdc27B/HBT es parte del complejo APC en plantas o que es parte de un complejo similar que aun
no se ha caracterizado, se genera por inmunoprecipitacion y experimentos de coinmunoubicacién. Estos
experimentos se realizan con protocolos estandar (Sambrook and Russel, 2001) y con anticuerpos que reconocen
especificamente la proteina Hobbit y proteinas del complejo APC. Con el fin de mejorar la deteccion de la proteina
HBT en la coinmunoprecipitacion, se utiliza una proteina HBT marcada con el epitopo y de acuerdo con lo anterior,
un anticuerpo que reconoce especificamente este epitopo.

Los mutantes Hbt han alterado la fase S.

Como se demuestra en los experimentos del ejemplo 12 y en la figura 20, los inventores encuentran
sorprendentemente que los mutantes hbt tienen un defecto en la fase S del ciclo celular. Las células de
hipocotiledéneas del mutante hbt tienen un contenido nuclear mayor en los picos 2C y 4C (que corresponde de
manera general a la fase G1 y G2 respectivamente) que las células tipo natural y no existe separacion clara entre la
etapa 2C y la etapa 4C como en las células WT. En esta transicion las células parecen tener una variedad de la
cantidad de ADN. Estos resultados demuestran claramente que los mutantes hbt tienen problemas con la progresion
correcta de la fase S. Por lo tanto los inventores concluyen que el hbt se necesita para una terminacién exitosa de la
fase S, posiblemente a través de la funcion en el APC o un complejo similar a APC. Aparentemente la proteina
HOBBIT cumple una funcién como un modulador de progresion de fase S. Este es el primer momento que se
demuestra que el cdc27B/ HOBBIT esta implicado en la replicacién de ADN. Es sorprendente, que los inventores
son capaces de demostrar un primer enlace entre la proteina cdc27B/HOBBIT y el APC.

Se conoce bien por la persona experta en la técnica que un contenido de ADN aumentado en células de planta
puede ser una indicacion para endoreduplicacion. Esto ocurre cuando existe replicacion de ADN sin mitosis sucesiva
y etapa de citoquinasis. La endoreduplicacion en semillas es particularmente interesante para la industria de la
agrobiotecnologia, debido a que es una forma de mejorar el contenido de semilla y por lo tanto calidad de semilla.

Andlisis de expresion de gen HBT.

Para evaluar si la distribucion del transcripto HBT proporciona claves en sus funciones diversas en el desarrollo,
analizamos la distribucién del mARN HBT mediante hibridacion in situ (ejemplos 4 y 7). Los transcriptos HBT se
detectan en niveles similares en todos los érganos de la planta, también en el meristema de raiz, pero en cantidades
mas pequeias.

En los experimentos de hibridacion in situ, las sondas sintetizadas de diferentes regiones de cADN (véase ejemplo
7) dan resultados similares. Los datos mostrados en la figura 16 se obtienen de sondas que corresponden a la
region 5°, que contiene la secuencia Unica. Las sondas codificantes se toman a lo largo del control y esta sefial no se
detecta sobre el fondo. La distribucion del transcripto HBT varia durante diferentes etapas de embriogenia y también
entre las células dentro de un embrion (Figura 16A-D). Hasta la etapa triangular, solo una sefial baja es detectable
en la mayoria de células embriénicas. A partir del inicio de la etapa clave temprana el nivel de expresiéon es mayor en
células particulares. La distribucion puntiforme y estocastica de estas células con mayores niveles de mARN HBT
sugiere que la expresion se eleva en una fase especifica del ciclo celular. La co-ubicacion de los transcriptos HBT y
AtCYCB2 en secciones Unicas de embriones en etapa tardia revelan que ocurre acumulacion de transcripto HBT
pico en las mismas células que acumulan el mensaje AtCYCB2 (Figura 16J-L), que sugiere que la transcripcion HBT
alcanza niveles maximos de fase G2/M.

Debido a que la secuencia HBT muestra alta homologia con AtCDC27, comparamos los patrones de expresion de
ambos genes. La abundancia de mARN AtCDC27 es altamente ubicua durante todas las etapas embriénicas (Figura
16G-l). Este patrdn de expresion contrasta con el patrén puntiforme y bajo de HBT. El AtCDC16 exhibe niveles de
transcripto ubicuos y altos similares (Figura 11).

También localizamos los transcriptos HBT y AtCDC27 en plantulas jévenes. Las secciones de raices que hibridan
con HBT muestran de nuevo expresién puntiforme solo en las células activamente divididas (Figura 16M-O). Las
hibridaciones in situ con la sonda HBT en otras partes de las plantas, tal como flores y sitios de inicio de raiz lateral
que muestra resultados similares (datos no mostrados). Los niveles de transcripto AtCDC27 (Figura 12D, 16P-R) y
AtCDC16 (Figura 12 C) son uniformemente altos en todas las células divididas.

En estirpes que segregan el alelo hbt fuerte 2311, no se observa diferencia en el nivel de expresién o patrén entre
los embriones mutantes y tipo natural (compare Figura 16D y 6E) que sugiere que durante funcion HBT de
embriogenia no se requiere para la regulacion de su propia transcripcion.

Sensibilidad de auxina de plantulas hbt
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Aunque los experimentos tempranos revelan que las plantulas hbt pueden codificar la auxina (IAA; Willemsen et al.,
1998), las pruebas estandar en este momento no pueden revelar cambios en la respuesta de auxina en mutantes
hbt. Sin embargo, han emergido nuevos métodos para detectar las respuestas de auxina, por ejemplo con
elementos de promotor de respuesta a auxina sintéticos que unen los factores de transcripcion ARF, tal como
DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997). Debido a que también existe una semejanza del fenotipo de embridon temprano
hbt a mutantes axr6, bdl y mp (Hardtke and Berleth, 1998; Hamann et al., 1999; Hobbie et al 2000), utilizamos la
construccion DR5:: GUS para volver a investigar las respuestas de auxina en plantulas hbt. En raices de plantula
tipo natural existe un maximo de tincion DR5::GUS en la parte superior de la columnela (Figura 17A). Este pico esta
ausente en plantulas hbt (Figura 17F) en donde no es visible la tincion GUS. Debido a que la especificacion de las
células de columnela es defectuoso en plantulas hbt, esperamos saber si las células mutantes hbt son capaces de
codificar auxina. Por lo tanto, se incuban plantulas hbt durante 3 dias en medio que contiene diferentes
concentraciones de la auxina sintética 2,4 D, y se analiza la expresién DR5::GUS. En bajas concentraciones de 2,4
D aplicado (5.10-9 M hasta 5.10-8 M; Figura 17B y 17C) existe una expresion ectopica del promotor DR5:: GUS en el
meristema de las raices tipo natural. En estas concentraciones no existe tincién observada en plantulas hbt (Figura
17G y H). Solo en una concentracion de 5.10-7 M 2,4 D existe un pico DR5 en el polo de raiz de hbt, cuando la
expresion en la raiz tipo natural ya es muy intensa y a través de la raiz completa (Figura 17D y 171). A 5.10-6 M 2,4
D las tinciones DR5::GUS muestran una situacion diferente. Aunque nunca observamos ninguna expresion ectodpica
DR5 en las hipocotiledéneas de plantulas tipo natural, las hipocotiledéneas hbt muestran una expresién DRS5 fuerte
(Figura 17E y 17J). La aplicacién del acido acético indol (IAA) con las mismas concentraciones da resultados
similares. La expresion DR5::GUS en embriones hbt no muestra diferencias comparado con el tipo natural, tampoco
después de induccion 2,4 D. Tomaos juntos, estos datos sugieren que aunque las células en la plantula hbt pueden
codificar la auxina, lo hacen con una eficiencia diferente. Por lo tanto es posible que el gen HBT tenga una funcién
en la percepcién de niveles auxina.

hbt y axr31-T muestra una interaccién genética

Las mutaciones que estabilizan la proteina AXR3 exhiben especificacion reducida de columnela y baja pero
actividad DR5::GUS correctamente localizada (Sabatini et al., 1999). En plantulas hbt la especificacion de columnela
y actividad DR5::GUS también se reducen fuertemente o estan ausentes, que sugiere que el AXR3 se puede
estabilizar en el fondo de mutante hbt. Para investigar si estos defectos hbt requieren la proteina AXR3 funcional
cruzamos el alelo hbt2311 a un alelo de insercion de axr3-1, designado, axr3-1 T (ejemplo 10). Aunque este alelo es
un alelo presuntivamente nulo el transposén se inserta en el primer ex6n no tiene el fenotipo mutante. En la
generaciéon F2 de este cruce, las hipocotiledoneas de los dobles hbt2311 axr3-1T tienen una hipocotiledonea mayor
comparado con el mutante hbt2311 Unico (Figura 18A). Las mediciones de longitud celular epidérmica muestran que
las diferencias en longitud de hipocotiledénea entre los mutantes dobles hbt2311 axr3-1T y los mutantes Unicos
hbt2311 se deben a una elongacién de célula aumentada (Figura 18C). Las hipocotiledéneas axr3-1 mutantes
muestran una elongacién reducida solo cuando las plantulas se germinan en la oscuridad, provocado por una
reduccion en el tamafio de la célula (Leyser et al., 1996). Las hipocotileddneas de plantula mutante Unica hbt2311 y
las hipocotileddneas mutantes dobles hbt2311 axr3-1T germinados en la oscuridad, sin embargo no muestran una
reduccion, pero un aumento en la longitud de la hipocotiledénea (Figura 18B). De nuevo, este aumento en la longitud
de la hipocotiledonea se debe a un aumento en el tamafio celular (Figura 18C). No se observan diferencias en los
tamanos de hipocotileddneas para el mutante tnico axr3-1T, ni para plantulas con genotipos heterocigotos (datos no
mostrados). También observamos evidencia preliminar para el rescate del crecimiento de raiz y especificacion del
tipo celular de columnela en mutantes dobles hbt2311 axr3-1T (datos no mostrados). Juntos, estos resultados
muestran que el mutante axr3-1 y el mutante hbt interactian ente si en un nivel genético, que restaura parcialmente
los defectos de elongacion observados para hipocotiledéneas hbt y probablemente diversos otros defectos. Por lo
tanto postulamos que el HBT regula la estabilidad de la proteina AXR3.

Los mutantes HBT contienen mayores niveles de proteina ARX3

Los inventores muestran por primera vez existe de hecho una estabilizacion de la proteina ARX3 en mutantes hbt.
Esto se muestra indirectamente por medio de tincion GUS (ejemplo 3, figura 7). Se hacen estudios adicionales con
experimentos PT-PCR en plantas mutantes hbt y tipo natural (ejemplo 11). En la figura 19 A se demuestra que en los
mutantes hbt el transcripto no se regula por aumento acertadamente comparado con el nivel de transcripto de ARX3
en el WT. Por el contrario, un nivel inferior del transcripto ARX3 se demuestra en el fondo de mutante hbt.

En un segundo experimento (figura 19B y ejemplo 11), el nivel de proteina ARX3 en la planta tipo natural y en tres
mutantes hbt diferentes se revela por SDS-PAGE de extractos de planta seguido por Western blot e inmunotincion.
Mientras que la planta tipo natural no se detecta la proteina ARX3, esta presente una sefial clara ARX3 en todos los
extractos de los mutantes hbt.

En un tercer experimento (figura 19C, ejemplo 11) se demuestra que la proteina reconocida por el suero anti ARX3
es de hecho la proteina ARX3 correcta. Esto se prueba por el hecho que la sefial de ARX3 de los mutantes hbt se
puede eliminar de nuevo al cruzar los mutantes con la planta arx3GT3958. Esta planta tiene una mutacién en el gen
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ARX3 y no tiene expresion de la proteina ARX3. En estas plantas cruzadas, no se puede detectar o se detecta poca
proteina ARX3 con el antisuero ARX3 (figura 19C).

Identificacion de otros objetivos de HOBBIT

Por medio de los protedmicos, que comparan el perfil de proteina de plantas Arbadospis tipo natural y los mutantes
hbt, se pueden identificar manchas de proteina en geles 2-D que difieren entre el tipo natural y el mutante mediante
su presencia/ausencia o mediante su intensidad. Estos posibles objetivos se caracterizan adicionalmente mediante
espectrofotometria.

También se realiza un experimento de dos hibridos, utilizando cdc27B/HOBBIT como una proteina de cebo con el fin
de identificar otros objetivos o interactuar con proteinas de HOBBIT. Adicionalmente, también los alelos mutantes hbt
se utilizan en la deteccidon de Dos Hibridos con el fin de mapear los dominios funcionales de la proteina HOBBIT y
para identificar las regiones en las proteinas en donde los patrones que interactian de HOBBIT se unen.

Sin estar limitado por la teoria 0 modo de accién, se puede prever facilmente que el gen HOBBIT/HBT/AtCDC27B
que regula el desarrollo de la planta de la invencion esta implicado en la modulacion del destino celular y/o la
regulacion del patrén de célula en tejidos meristematicos. Esta declaracion se basa en las aberraciones fenotipicas
de plantulas A. thaliana de mutante hbt y combinacion de estos datos con el patron de expresion irregular del gen
HBT y la estabilizacion de la proteina de fusiéon AXR3-GUS.

Mas especificamente, aunque el HBT se expresa probablemente en una forma dependiente del ciclo celular, la
modulacion del destino celular y/o patrén a través de HBT probablemente se basa en la modulacion de los objetivos
regulados del ciclo no celular o sefal tal como AXR3. Sin embargo, las decisiones de destino celular y/o la formacion
de los patrones de células se toman probablemente en células divididas. Como tal, las plantas pueden restringir la
modulacion del destino celular y/o la regulacién de la formacién de patrones celular para tejidos meristematicos.

Adicionalmente, y de nuevo sin estar limitado por ninguna teoria o0 modo de accién, la observacion de mutaciones en
el gen HOBBIT/HBT/AtCDC27B que afecta la estabilidad de las proteinas de control de ciclo celular, como se
ejemplifica mediante la estabilizacion de CYCB1-GUS, es indicador de una funcién de HOBBIT/HBT/AtCDC27B en
la regulacion del ciclo celular. El patrén irregular inesperado de la expresion de gen HOBBIT sefiala adicionalmente
una funcién especializada de HOBBIT en la regulaciéon del ciclo celular.

Otra teoria 0 modo de accién para el gen HOBBIT/HBT/AtCDC27B, de nuevo sin estar limitado por esto, se relaciona
con la estabilizacion de la proteina de fusion AXR3-GUS. Esta observacion destaca la funcion de HOBBIT en mediar
los efectos relacionados con auxina.

La especificacion describe el uso de cdc27B para modificar el destino celular y/o la formacién de patrones y/o
desarrollo de planta y/o morfologia de planta y/o bioquimica de planta y/o fisiologia de planta que comprende la
modificacion de expresion en células particulares, preferiblemente células ciclicas, en particular dominios, tejidos o
organos de una planta, preferiblemente que comprende células ciclicas, de una secuencia genética que codifica una
proteina que regula el desarrollo de la planta, preferiblemente una proteina que regula el desarrollo de la planta se
codifica por un acido nucleico de la invencién vinculado funcionalmente a una secuencia promotora operable de
planta.

Cuando se hace referencia aqui a "el uso de cdc27B" significa el uso de una proteina cdc27B asi como también el
uso de un que codifica cdc27B. El término proteina cdc27B contempla claramente aqui cualquier homdélogo,
derivado, fragmento funcional o fragmento inmunoldégicamente activo de una proteina cdc27B. Adicionalmente en
realizaciones particulares, cdc27b es cdc27B de planta. En una realizacion adicional de la invencion, la proteina que
regula el desarrollo de la planta es una proteina HOBBIT/ HBT/CDC27B de acuerdo con la invencioén, tal como por
ejemplo, la proteina A. thaliana HOBBIT/HBT/AtCOC27B. También se describe un homadlogo biolégicamente activo o
derivado del mismo. La presente especificacion contempla claramente el uso de homologos funcionales de proteina
que regula el desarrollo de la plantas de acuerdo con la presente invencion. De acuerdo con lo anterior, la presente
invencion no esta limitada en aplicacion al uso de la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina A. thaliana
que regula el desarrollo de la planta. Se puede esperar que los genes y proteinas similares a una definido aqui como
A. thaliana estan presentes en otras especies de planta y se pueden aislar por medio de técnicas conocidas en el
arte. También mutantes de eliminacién, que carecen de uno o mas aminoacidos comparado con la secuencia de
aminoacidos como se define en la presente solicitud, se consideran como homélogos. Estos genes similares también
estan dentro del alcance de la presente invencion como se define en las reivindicaciones.

Por lo tanto el uso de cdc27B como se indica aqui se puede lograr mediante la modificacion del nivel expresion de

un gen cdc27B en una célula por ejemplo mediante expresion ectdpica, la regulacion por disminucién de la
expresion, que controla la secuencia endégena etc.
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Alternativamente el uso de cdc27B como se indica aqui se puede lograr al influenciar el nivel de actividad de
proteina en la célula por ejemplo mediante la administracion de la proteina cdc27B, al utilizar agentes de bloqueo
cdc27B etc.

La modulacion de la expresion en una planta de una proteina que regula el desarrollo de la planta o un homdélogo o
derivado del mismo como se define en la especificacion actual tal como una proteina cdc27B puede producir un
rango de fenotipos deseables en plantas, tal como, por ejemplo, al modificar una o mas caracteristicas de desarrollo,
morfolégicas, bioquimicas, o fisiolégicas que incluyen: (i) modificar la longitud del G1 y/o S y/o G2 y/o la fase M del
ciclo celular de una planta; (ii) modificar la fase G1/S y/o S/G2 y/o G2/M y/o M/G1 de transicién de una célula de
planta; (iii) modificar el inicio, promocion, estimulacion o mejora de la divisién celular; (iv) modificar el inicio,
promocion, estimulacién o mejora de replicacion de ADN; (v) modificacion del tamafo de célula; (vi) modificar del
inicio, promocion, estimulacion o mejora de semilla y/o tamafio de semilla y/o desarrollo de semilla; (vii) modificar el
inicio, promocion, estimulacion o mejora de formacién de tubérculos; (viii) modificacién del numero de tubérculos; (ix)
modificar el inicio, promocién, estimulacion o mejora de la formacién de frutos; (x) modificar el numero de frutos; (xi)
modificar el inicio, promocidn, estimulacion o mejora de formacién de hojas; (xii) modificar el nUmero de hojas; (xiii)
modificar el inicio, promocion, estimulacion o mejora de inicio y/o desarrollo de brotes; (xiv) modificar el inicio,
promocion, estimulacion o mejora de inicio y/o desarrollo de raiz; (xv) modificar el inicio, promocion, estimulacion o
mejora del inicio y/o desarrollo de raiz lateral; (xvi) modificar el inicio, promocién, estimulacién o mejora de formacion
de flores; (xvii) modificar el momento del florecimiento; (xviii) modificar del numero de flores; (xix) modificar el inicio,
promocion, estimulacion o mejora de formacion de nédulo y/o funcién de nédulo; (xx) modificar el inicio, promocién,
estimulacion o mejora de la frondosidad de la planta; (xxi) modificar el inicio, promocién, estimulacién o mejora de
enanismo en la planta; (xxii) modificar el inicio, promocion, estimulacion o mejora de senescencia; (xxiii) modificar el
espesor del tallo y/o las caracteristicas de resistencia y/o resistencia del tallo al viento y/o longitud del tallo; (xxiv)
modificar la tolerancia y/o resistencia al estrés bidtico tal como infeccion por patégenos; (xxv) modificacion la
tolerancia y/o resistencia al estés abiotico tal como estrés de sequia o estrés por salinidad; (xxvi) imitar o modificar
las respuestas relacionadas con auxina; (xxvii) modular las respuestas tropicas de las plantas; (xxviii) modular la
vascularizacién de las plantas, 6rganos de planta o tejidos de planta; (xxix) modificar la respuesta de evasion de
tono.

Una persona experta en la técnica reconocera que las auxinas estan implicadas entre otros en la formacion de
patrones. De acuerdo con lo anterior, en otro ejemplo el efecto relacionado con auxina define el destino celular y/o la
formacion de patrones.

La presente invencion también se relaciona con un método para la produccién de plantas transgénicas, células de
planta o tejidos de planta que comprende la introduccién de una molécula de acido nucleico de la invencién en un
formato que se puede expresar o un vector como se definidé anteriormente en dicha planta, célula de planta o tejido
de planta. Se hace referencia al ejemplo 5 y otras partes de la descripcidn para la descripcion del formato que se
puede expresar del gen y vector.

Los métodos para efectuar la expresiéon de una proteina que regula el desarrollo de la planta tal como la proteina
cdc27B de planta, o un homologo o derivado de la misma como se describe en la especificacion actual en una célula
de planta, tejido u érgano, incluye la introduccion de la proteina directamente dentro de dicha célula, tejido u érgano
tal como mediante microinyeccion de medios balisticos o, alternativamente, la introduccién estable de una molécula
de acido nucleico aislado que codifica dicha proteina en un formato que se puede expresar dentro del genoma de
una célula de planta. Por lo tanto, dicho acido nucleico se puede ligar funcionalmente a una o mas secuencias de
control o se puede integrar en un vector de acuerdo con la invencién y/o se puede integrar establemente dentro del
genoma de una célula de planta.

Los métodos para efectuar la expresiéon de una proteina que regula el desarrollo de la planta tal como la proteina
cdc27B de planta, o un homélogo o derivado de la misma como se define en la especificaciéon actual en plantas
completas incluyen la regeneracién de las plantas completas de dichas células transformadas en las que se
introduce una molécula de acido nucleico aislado que codifica dicha proteina en un formato que se puede expresar.

La invencién también se relaciona con células de planta y plantas que comprende cualquiera de los acidos nucleicos
o vectores de la presente invencion.

Adicionalmente, la presente invencion se extiende claramente a cualquier célula de planta o planta producida por
cualquiera de los métodos descritos aqui, y a todas las partes de planta y propagulos de los mismos como se define
en las reivindicaciones. La presente invencion se extiende adicionalmente para abarcar la progenie derivada de una
célula primaria transformada o transfectada, tejido, 6rgano o planta completa que se ha producido por cualquiera de
dichos métodos, el unico requerimiento es que dicha progenie exhiba las mismas caracteristicas genotipicas y/o
genotipicas como aquellas caracteristicas que se han producido en el progenitor mediante el desempefio de
cualquiera de dichos métodos. La invencion también se extiende a partes cosechables de una planta, como se
reivindica tal como pero no limitado a semillas, hojas, frutos, cultivos de tallo, rizomas, tubérculos y bulbos.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2414054 T3

La especificacion comprende métodos para imitar o modular las respuestas relacionadas con auxina mediante el uso
de cdc27B. Dentro del alcance de la especificacion esta el uso de cdc27b para conectar la progresion del ciclo
celular y las sefales de patrones, mas particularmente la competencia para responder a auxina. Sin embargo la
especificaciéon comprende el uso de un componente regulado con el ciclo celular, preferiblemente cdc27B, para
confinar la competencia para responder a la sefal de patrén en el meristema. De acuerdo con lo anterior, el uso de
cdc27B es la expresion modificada en células particulares, preferiblemente en células ciclicas, en particular
dominios, tejidos o 6rganos de una planta, preferiblemente que comprende células ciclicas, de un gen que regula el
desarrollo de la planta o producto de gen o un homélogo o derivado de la misma como se define en la
especificacion, ligado a un promotor especifico de célula, especifico de tejido o un promotor operable de planta
especifico de dérgano. La ventaja de imitar o modular las respuestas relacionadas con auxina por medio de la
expresion modificada de dicho gen que regula el desarrollo de la planta o el producto de gen comprende el hecho
que imitar o modular la respuesta relacionada con auxina se puede limitar a las células, preferiblemente células
ciclicas, en las que se expresa dicho gen o producto de gen. Esto no es verdadero en el caso de aplicacion de
auxina tépica que provoca los efectos pleiotrépicos debido al transporte de auxina posterior a través de la planta en
la direccién basal.

Imitar un efecto relacionado con auxina, significa llevar a cabo un efecto que se puede establecer por auxina. Imitar
los efectos relacionados con auxina puede tener lugar en la presencia o ausencia de auxina. Imitar los efectos
relacionados con auxina también puede significar modular la competencia de las células que no pueden responder
normalmente a auxina, preferiblemente se utiliza para aumentar esta competencia.

La especificacion describe adicionalmente la modulacién o imitacion de un efecto relacionado con auxina se basa en
la modulaciéon de la estabilidad de las proteinas reguladoras de sefiales de patrdn. Estas sefiales de patrén incluyen
hormonas de planta tal como auxina, etileno y otras. Mas particularmente, depende de la modulacion de los
reguladores de auxina o incluso mas, la modulacién de la estabilidad de la clase AUX/IAA de los reguladores
transcripcionales de auxina. Adicionalmente, depende de la estabilidad de la proteina reguladora ARX3. Este tipo de
proteinas se degradan en una fase particular del ciclo celular, tal como la fase de transicién G2-M.

La auxina es una hormona de planta pleiotrépica y por lo tanto el resultado de modular o imitar los efectos
relacionados con auxina se ejemplifica, pero no se limita a los siguientes ejemplos. Para otros efectos relacionados
con auxina se hace referencia a la literatura cientifica en el campo y conocida por la persona experta en la técnica.

Una serie de ejemplos de la especificacion actual prevé la expresion ectépica de un gen HOBBIT que regula el
desarrollo de la planta, por ejemplo un gen de planta cdc27b, por ejemplo como se define en cualquiera de las SEQ
ID NOs 1 a 3 o el producto de gen como se define en SEQ ID NO 8 0 9 o un homélogo o derivado del mismo como
se define supra en células particulares o especificas, dominios, tejidos o érganos de meristemas de planta que se
espere mejore la competencia de dichas células, dominios, tejidos o 6rganos para responder a sefales que definen
el destino celular y/o la formaciéon de patrones. La formacion de tejidos o érganos novedosos y/o una disposicion
novedosa (con relacion a plantas que exhiben patrones de expresion de gen natural HBT) por lo tanto puede ser el
resultado. Ejemplos ilustrativos incluyen alterar el numero de flores y la disposicion floral como el resultado de la
incorporacion de células no divididas en el meristema y/o la formacion de patrones; alterar los patrones de
ramificacion de tallo al cambiar el tamafio del grupo celular competente para el crecimiento local; o alterar los
patrones de ramificacién de raiz al cambiar la distribucion y el tamafio de primordia de raiz lateral. Adicionalmente se
puede prever que la expresion ectépica de un gen HOBBIT (por ejemplo el gen de planta cdc27) a través del ciclo
celular, y asi no se restringe en la expresion especifica del ciclo celular natural, mejorara adicionalmente las
decisiones del destino celular y las respuestas de patrén. Los requerimientos de los promotores operables de planta
para lograr las realizaciones mencionadas adelante se pueden determinar facilmente por el artesano experto quién
también sera capaz de seleccionar un promotor operable de planta adecuado. Una lista no exhaustica ilustrativa de
promotores operables de planta que posiblemente se puede utilizar se incluye adicionalmente en la presente
invencion.

La especificacion describe un método para alterar, preferiblemente aumenta, el tamafio de meristemas de planta que
ocurren en forma natural mediante la expresion ectépica del gen que regula el desarrollo de la planta o producto de
gen, tal como un gen cdc27B o producto de gen (o proteina), o un homaélogo o derivado del mismo como se define
en la descripcion. En este caso, los promotores adecuados para controlar la expresion de dicho gen que regula el
desarrollo de la planta o el producto de gen incluyen por ejemplo un promotor especifico meristema o un promotor
activo en célula periférica a dicho meristema. Como resultado de esto, el nimero de érganos emanado y/o el indice
de emanacion de o6rgano de dicho meristema se puede modificar, preferiblemente aumenta. La presente
especificacion asi también describe un método para modificar, preferiblemente aumentar, el numero de 6rganos y/o
el indice de emanacion de érgano del meristema de planta mediante la expresién ectépica de de un gen que regula
el desarrollo de la planta o producto de gen o un homélogo o derivado de la misma como se define en la descripcion.
De nuevo, dicho gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen se puede unir funcionalmente a los
promotores tal como de un meristema de promotor especifico o un promotor activo en células periféricas para dicho
meristema.
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Se describe adicionalmente un método para aumentar el nimero de meristemas de planta mediante expresion
ectopica, preferiblemente en células ciclicas, de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen o un
homélogo o derivado de la misma como se describe bajo el control de un promotor constitutivo, especifico de célula,
especifico de tejido, especifico de érgano o promotor operable de planta inducible. Los érganos ectopicos
preferiblemente emergeran de células ciclicas.

Como resultado de esto, se puede inducir la formacion de érgano ectopico partiendo de todas las partes de planta
en el caso de un promotor constitutivo, o de dicha célula, tejido u érgano en donde dicho promotor operable o en una
forma aleatorio en el caso de utilizar un promotor operable de planta inducible.

Las aplicaciones utiles de dichos métodos incluyen el aumento del nimero de flores en una planta que es un rasgo
deseable en por ejemplo plantas ornamentales u horticolas, por ejemplo para aumentar la eficiencia de la produccién
de flores de corte o para crear variedades de flor abundantes. Una distribucion méas favorable de flores a lo largo del
eje apical-basal de la planta también se puede efectuar. El tiempo de florecimiento acortado en el caso por ejemplo
produccion de flor de corte puede mejorar adicionalmente la productividad como mas rondas de cosecha se
permiten en una estacién de cultivo Unica. El aumento del numero de flores también puede encontrar su uso en la
agricultura como el numero de flores y la produccién de semilla se correlacionan. El tiempo de florecimiento acortado
puede aumentar adicionalmente la producciéon de semilla al permitir mas series de cosecha durante una unica
estacion de siembra.

Otras aplicaciones utiles de dichos métodos incluyen aumentar el nimero de hojas que es un rasgo particularmente
deseado en la produccion de por ejemplo forraje o cultivos forrajeros, los cultivos producidos para ser ensilados o de
cultivos de leguminosas. El aumento del numero de hojas de pastos es deseable para tierras de pasto asi como
también para céspedes.

La especificacion describe el uso de una planta cdc27 para modular o imitar los efectos relacionados con auxina en
una planta o célula de planta en donde dicha modulacién o imitacién resulta en una modificacion de, por ejemplo un
aumento, en el numero de 6rganos o tejidos, y/o modificacién del indice de emanacién de 6rgano o tejido de un
meristema de plantas, y/o una modificacion de la disposicién de érganos y/o tejidos en una planta. Todavia otras
aplicaciones utiles de dichos métodos incluyen la activacion de meristemas y/o el aumento del ndmero de
meristemas que forma por ejemplo frutos, tubérculos o bulbos o la activacién de meristemas que forman por ejemplo
remolacha, nabo, rdbano etc. Sin embargo se pueden obtener mas bulbos o tubérculos o frutos mas grandes,
remolacha, nabos o rabano etc. La especificacion actual asi claramente también describe un método para aumentar
la produccion de planta mediante expresion ectépica, preferiblemente en células ciclicas, del gen que regula el
desarrollo de la planta o producto de gen o un homodlogo o derivado de la misma como se describe en la
especificacion, ligado a un promotor operable de planta. La produccién se define por lo tanto como la cantidad de
organos producidos que incluyen semillas, hojas, bulbos, tubérculos, remolacha, nabos o rabano etc.

Por lo tanto, la especificacion describe el uso de una planta cdc27B para imitar o modular los efectos relacionados
con auxina que resulta en un aumento de produccioén de la planta.

La activacion de lateral del meristema de raiz y/o el aumento del numero de lateral del meristema de raiz bajo
condiciones de por ejemplo deprivacion de nutrientes puede ayudar a una planta a explorar activamente el suelo
para nuevas fuentes de nutrientes. La especificacion describe también un método para mejorar el indice de
supervivencia de las plantas bajo condiciones limitantes de nutrientes mediante expresion ectodpica, preferiblemente
en células ciclicas, de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen o a homdlogo o derivado del
mismo como se describe. Preferiblemente se selecciona un promotor expresable de raiz, preferiblemente inducible
por limitacién de nutrientes, para lograr dicho indice de supervivencia mejorado.

Otras respuestas relacionadas con auxina incluyen respuestas tropicas tal como gravitropismo y fototropismo.
Mejorar la respuesta gravitrépica puede ayudar a una planta en dirigir la penetracién profunda de sus raices en el
suelo en la busqueda de agua, por ejemplo bajo condiciones de sequia. Mejorar la respuesta fototrépica puede
ayudar a una planta en por ejemplo la emergencia temprana de la plantula por encima del suelo bajo condiciones de
luz baja o en por ejemplo re-establecimiento rapido de la capacidad fotosintética al exhibir las hojas por encima de la
superficie acuosa de los campos flotantes. Sin embargo se describen métodos para mejorar el indice de
supervivencia de las plantas bajo condiciones de sequia mediante expresion ectdpica, preferiblemente en células
ciclicas, de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen o un homélogo o derivado de la misma
como se describe y para mejorar la emergencia de plantulas mediante la expresion ectépica de un gen que regula el
desarrollo de la planta o producto de gen o un homélogo o derivado de la misma como se describe. Los promotores
inducibles de luz o sequia, respectivamente, son buenos candidatos para ser ligados funcionalmente a dicho gen de
regulacion de desarrollo de planta o producto de gen.

La especificacion describe el uso de una planta cdc27B para imitar o modular los efectos relacionados con auxina
que resulta en un indice de supervivencia aumentado de plantas, por ejemplo bajo condiciones de sequia.
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La formacion de raiz inducida por auxina frecuentemente se utiliza en la regeneraciéon de plantas transgénicas
también se puede imitar o mejorar mediante una presién ectépica a tiempo, preferiblemente en células ciclicas, de
un gen de regulacion de desarrollo de planta o producto de gen como se describe. Se describe aqui un método para
imitar o mejorar la regeneracion de raiz en protocolos de cultivo de tejido mediante expresion ectdpica,
preferiblemente en células ciclicas, de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen o un homoélogo
o derivado de la misma como se describe en la especificacion en la ausencia o presencia, respectivamente, de una
fuente exdgena de auxina.

La especificacion también describe el uso de una planta cdc27B para imitar o modular los efectos relacionados con
auxina que resulta en la imitacion de generacioén de raiz en plantas.

Otras respuestas relacionadas con auxina incluyen la respuesta de evasion de tono. Los efectos de tono de dosel
incluyen conjunto reducido de semillas, desarrollo truncado de frutos y germinabilidad de semilla reducida. La auxina
se ha implementado en el establecimiento de respuesta de evasion de tono (Morelli and Ruberti 2000, y referencias
citadas alli). Se puede prever un método con el cual la respuesta de evasion de tono se mejora mediante la
expresion ectopica, preferiblemente en células ciclicas, de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de
gen o un homdlogo o derivado de la misma como se describe en la especificacion. Preferiblemente, se utiliza un
promotor inducible de luz roja lejana (FR) para permitir dicho método e incluso mas preferiblemente, un promotor
inducido por cambios en la relaciéon de luz roja a FR (R), por ejemplo el promotor del gen Arabidopsis Athb-2
homeosecuencia (Carabelli et al. 1996).

La especificacion describe el uso de una planta cdc27B para imitar o modular los efectos relacionados con auxina
que resulta en una respuesta de evasion de tono aumentada.

Todavia otra respuesta relacionada con auxina incluye el establecimiento de hebras vasculares continuas basales
de fuentes auxina (por ejemplo Worley et al. 2000 y referencias citadas alli). La imitaciéon de efectos de auxina en por
ejemplo una forma aleatoria o al aumentar el nimero de meristemas que inician ramas en por ejemplo tallos de arbol
puede establecer un sistema vascular completo. Dichos tallos son de interés para por ejemplo carpinteros para la
produccién artesanal de muebles que contienen tablas de madera o estantes que muestran el patrén vascular
exclusivo. Dichos tallos también son de interés para propdsitos de recubrimiento. El establecimiento de una nueva
vasculatura es por supuesto también imperativo para el desarrollo apropiado de cualquier nuevo 6rgano descrito. Sin
embargo, se describe un método para la alteracion, preferiblemente la estimulacion, de la formaciéon de hebras
vascular y patron mediante expresion ectopica, preferiblemente en células ciclicas, de un gen que regula el
desarrollo de la planta o producto de gen tal como una planta cdc27b gene o producto de gen, o un homélogo o
derivado de la misma como se describe.

Otra respuesta relacionada con auxina se relaciona con la produccion de frutos partenocarpicos. Las plantas de
tabaco, berenjena y tomate que expresan el IAA (acido indol acético, la auxina de planta principal) del gen
biosintético iaaM de Pseudomonas syringae pv savastanoi de hecho produce frutos partenocarpicos
comercializables (Ficcadenti et al. 1999, Rotino et al. 1997). Por lo tanto, también se describe un método para
producir frutos partenocarpicos mediante expresion ectdpica, preferiblemente en células ciclicas, utilizando un gen
que regula el desarrollo de la planta o producto de gen, tal como una planta cdc27b, o un homélogo o derivado de la
misma como se define en la especificacion.

Sera claro para el artesano experto que muchos, si no todos, de los métodos descritos anteriormente se benefician
de y se mejoran mediante la funciéon de HBT en el ciclo celular. Por lo tanto se describe el uso de cdc27b en la
regulacion del ciclo celular. Debido a que se demuestra por los inventores que el gen HOBBIT participa en un
complejo como APC, se describe el uso de cdc27B para modular la actividad de un complejo como APC. Con un
complejo como Apc significa un complejo de proteina, funcional en una cierta etapa del ciclo celular (por ejemplo en
la transicion G1/S y/o G2/M) que se involucra en el etiquetado de las proteinas (es decir las proteinas de ciclo celular
o proteinas de no ciclo celular) para la degradacion de la proteina. El complejo APC se sabe que es activo en ambas
fases de transicion y esta implicado en la degradacién de las proteinas de ciclo celular como ciclina B. La expresion
de gen HBT muestra un pico en la transiciéon G2/M y la proteina también estd implicada en la estabilidad de
proteinas de no ciclo celular. Por lo tanto como se describe, el ciclo celular se regula por cdc27B en la transiciéon de
fase G2/M. A partir de sus datos experimentales, los inventores pueden concluir que HOBBIT esta implicado en la
progresion correcta de la fase S del ciclo celular y por lo tanto se describe el uso de cdc27B para modular la
replicacién de ADN. Adicionalmente, se sabe que se reconoce por el artesano que la replicacion mejorada de ADN
sin mitosis consecuente y citoquinesis puede resultar en endoreduplicaciéon. La mitosis se puede bloquear al
prolongar la vida util de las proteinas de ciclo celular como ciclina B. El uso de cdc27b para modular la
endoreduplicacion en una planta se describe aqui. Finalmente, cuando la replicaciéon de ADN se bloquea en tejidos
especificos, por ejemplo en los gamatocitos una persona experta en la técnica puede inducir esterilidad en plantas.
De acuerdo con lo anterior, se describe el uso de cdc27B para modular, por ejemplo inducir esterilidad en plantas.
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Al afectar negativamente la vida util de por ejemplo ciclinas mitéticas tal como ciclina B1, es claro que por lo menos
la transicién de la fase M a una fase G1 posterior se acorta. Sin embargo, el indice de divisiéon celular se afecta
positivamente mediante expresién HBT ectdpica que contribuye, como se menciond, a muchos de los métodos
descritos supra. De acuerdo con lo anterior, la especificacion describe un método para mejorar o aumentar el ciclo
celular o el indice de division celular mediante expresién ectopica, preferiblemente en células ciclicas, de un gen que
regula el desarrollo de la planta o producto de gen, por ejemplo un gen de planta cdc27B o producto de gen, o un
homdlogo o derivado de la misma como se describe. La mejora o aumento del ciclo celular significa empujar las
células en el ciclo celular o aumentar la poblacion de células que se dividen.

Cuando se afecta la actividad del meristema apical por ejemplo es posible efectuar una reduccién en el numero de
organos laterales que emanan de dicho meristema y/o reducir el indice de formacién de 6rgano lateral.

Por lo tanto, la especificacion describe el uso de una planta cdc27B para la regulacién del ciclo celular que resulta en
una activacion o alteracion, por ejemplo un aumento en el tamafio, de meristemas de planta que ocurren en forma
natural, o que resulta en un aumento en el nimero de 6rganos o tejidos, y/o modificacién del indice de emanacion
de drgano o tejido del meristema, y/o una modificacion de la disposicion de érganos, y/o tejidos en una planta.

Las aplicaciones utiles incluyen la creacion de variedades de planta enanas. Otra aplicaciéon se relaciona con la
abrogacion de por ejemplo adaptabilidad de meristema de brote lateral de tomate. Como resultado no se forman
brotes adventicios y no se requiere mas poda manual.

Sin embargo, se describe un método para reducir la adaptabilidad o actividad de meristemas de planta naturales
mediante la regulacién por disminucién de la expresion, preferiblemente en células ciclicas, de un gen que regula el
desarrollo de la planta o producto de gen, tal como un gen de planta cdc27B o producto de gen, o un homdlogo o
derivado de la misma como se describe o mediante expresion ectépica, preferiblemente en células ciclicas, de
mutantes de dicho gen de regulaciéon de desarrollo de planta o producto de gen . Ejemplos de dichos mutantes se
describen en la invencion y sus secuencias se representan en la SEQ ID NOs 10 a 23 (secuencias de acidos
nucleicos) y SEQ ID NOs 24 a 30 (secuencia de aminoacidos).

El fenotipo de hinchazén de células epidérmicas en plantulas A. thaliana de mutante hbt también se puede explotar.
Los tejidos de planta o érganos que consiste de pocas células grandes tienen la ventaja de que contiene menos
material de pared celular que un tejido de planta u 6érgano del mismo tamafo pero que consiste de mas células
pequefias. Esto tiene la ventaja potencial de aumentar la digestibilidad de dichos tejidos de planta u érganos que
consiste de dichas células grandes. Una expresion deteriorada en el tiempo, preferiblemente en células ciclicas, del
gen HBT o producto de gen o una expresion ectépica a tiempo, preferiblemente en células ciclicas, de un gen
mutante hbt o producto de gen asi puede resultar en por ejemplo hojas o frutos de tamafio normal pero con células
grandes con dichas hojas o frutos que exhiben una digestabilidad mejorada. También se presenta un método para
aumentar el tamafio de células de planta en un tejido u érgano y asi para mejorar la digestabilidad de dicho tejido de
planta u 6rgano mediante la regulaciéon por disminucion de la expresion, preferiblemente en células ciclicas, de un
gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen, tal como un gen de planta cdc27b o producto de gen, o
un homologo o derivado de la misma como se describe.

o mediante expresion ectdpica, preferiblemente en células ciclicas, de mutantes de dicho gen de regulacion de
desarrollo de planta o producto de gen de acuerdo con la descripcion.

Una serie de patégenos de planta explotan la maquinaria de ciclo celular del anfitrion que resulta en crecimiento
neoplasico inducido por patégeno visible como por ejemplo agallas. Los tejidos de planta nuevamente formados
frecuentemente se requieren para la supervivencia del patégeno y provocan en muchos casos problemas con el
comercio de plantas infectadas o partes de las mismas tal como frutos o flores. Dichos patdgenos incluyen bacterias
patogénicas de planta que incluyen Agrobacterium tumefaciens, Rhodococcus fascians, Pseudomonas syringae pv
savastanoi, Xanthomonas campestris pv citri y Erwinia herbicola, hongos patogénicos de plantas que incluyen
Plasmodiophora brassicae, Crinipellis perniciosa, Pucciniastrum geoppertianum, Taphrina wiesneri, Ustilaga maydis,
Exobasidium vaccinii, E. camelliae, Entorrhiza casparyana y Apiosporina morbosum e insectos que inducen agallas
patogénicas de plantas que incluyen los acaros Mayetiola poae. La tolerancia del anfitrion o resistencia contra el
ataque por dichos patégenos se puede aumenta al reprimir el crecimiento neoplasico inducido por patégeno. Debido
a su funcién en la regulacion del ciclo celular y la sefializacion de auxina, la abrogacién de la funcién HBT durante el
ataque por patégenos puede contribuir a la represién del crecimiento de planta neoplasica y sin embargo con el
establecimiento de resistencia de patégeno aumentada.

Se describe un método para aumentar la resistencia de una planta contra el crecimiento de planta neoplasico
inducido por patégenos mediante la regulacién por disminucién de la expresion, preferiblemente en células ciclicas,
de un gen que regula el desarrollo de la planta o producto de gen, tal como un gen de planta cdc27b o producto de
gen, o un homdlogo o derivado de la misma como se describe o mediante la expresién ectdpica, preferiblemente en
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células ciclicas, de mutantes de dicho gen de regulacién de desarrollo de planta o producto de gen como se
describe.

La presente invencion es aplicable a cualquier planta, en particular plantas monocotiledéneas y plantas
dicotiledoneas que incluyen un forraje o legumbre forrajera, planta ornamental, cultivo de alimento, arbol, o arbusto
seleccionado de la lista que comprende Acacia spp., Acer spp., Actinidia spp., Aesculus spp., Agathis australis,
Albizia amara, Alsophila tricolor, yropogon spp., Arachis spp, Areca catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer,
Baikiaea plurijuga, Betula spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea africana, Butea frondosa, Cadaba
farinosa, Calliandra spp, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Cassia spp., Centroema pubescens,
Chaenomeles spp., Cinnamomum cassia, Coffea arabica, Colophospermum mopane, Coronillia varia, Cotoneaster
serotina, Crataegus spp., Cucumis spp., Cupressus spp., Cyathea dealbata, Cydonia oblonga, Cryptomeria japonica,
Cymbopogon spp., Cynthea dealbata, Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davellia divaricata, Desmodium spp.,
Dicksonia squarosa, Diheteropogon amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., Dorycnium rectum, Echinochloa
pyramidalis, Ehrartia spp., Eleusine coracana, Eragrestis spp., Erythrina spp., Eucalyptus spp., Euclea schimperi,
Eulalia villosa, Fagopyrum spp., Feijoa sellowiana, Fragaria spp., Flemingia spp, Freycinetia banksii, Geranium
thunbergii, Ginkgo biloba, Glycine javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, Grevillea spp., Guibourtia
coleosperma, Hedysarum spp., Hemarthia altissima, Heteropogon contortus, Hordeum vulgare, Hyparrhenia rufa,
Hypericum erectum, Hyperthelia dissoluta, Indigo incarnata, Iris spp., Leptarrhena pyrolifolia, Lespediza spp., Lettuca
spp., Leucaena leucocephala, Loudetia simplex, Lotonus bainesii, Lotus spp., Macrotyloma axillare, Malus spp.,
Manihot esculenta, Medicago sativa, Metasequoia glyptostroboides, Musa sapientum, Nicotianum spp., Onobrychis
spp., Ornithopus spp., Oryza spp., Peltophorum africanum, Pennisetum spp., Persea gratissima, Petunia spp.,
Phaseolus spp., Phoenix canariensis, Phormium cookianum, Photinia spp., Picea glauca, Pinus spp., Pisum sativum,
Podocarpus totara, Pogonarthria fleckii, Pogonarthria squarrosa, Populus spp., Prosopis cineraria, Pseudotsuga
menziesii, Pterolobium stellatum, Pyrus communis, Quercus spp., Rhaphiolepsis umbellata, Rhopalostylis sapida,
Rhus natalensis, Ribes grossularia, Ribes spp., Robinia pseudoacacia, Rosa spp., Rubus spp., Salix spp.,
Schyzachyrium sanguineum, Sciadopitys verticillata, Sequoia sempervirens, Sequoiadendron giganteum, Sorghum
bicolor, Spinacia spp., Sporobolus fimbriatus, Stiburus alopecuroidas, Stylosanthos humilis, Tadehagi spp, Taxodium
distichum, Themeda triandra, Trifolium spp., Triticum spp., Tsuga heterophylla, Vaccinium spp., Vicia spp. Vitis
vinifera, Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica, Zea mays, amaranto, alcachofa, esparrago, brocoli, col,
repollo, canola, zanahoria, coliflor, apio, col rizada, lino, col rizada, lenteja, colza, quimbombd, cebolla, papa, arroz,
soja, paja, remolacha azucarera, cafia de azucar, girasol, tomate, calabaza, y té, entre otros, o las semillas de
cualquier planta denominada especificamente anteriormente o un tejido, célula u érgano de cultivo de cualquiera de
las especies anteriores.

Se describe un método para identificar y obtener agonistas de una proteina que regulan el desarrollo de la planta o
un homologo o derivado de la misma como se define en la actualidad.

Preferiblemente dichos agonistas son compuestos quimicos que pueden encontrar usos como por ejemplo
reguladores de crecimiento de plantas o herbicidas. Se expresan los métodos para identificar dichos compuestos
que incluyen la adiciéon de dichos compuestos en un sistema de dos hibridos de levadura en donde dicha proteina
que regula el desarrollo de la planta y una proteina que interactia con dicha proteina que regula el desarrollo de la
planta como se identifica utilizando un método de la especificacién actual. Otro dicho método comprende el uso de
por ejemplo el aparato BIACore (Pharmacia) para medicién en tiempo real de interacciéon de cualquiera de dichos
compuestos con dicha proteina que regula el desarrollo de la planta o con dicha proteina que regula el desarrollo de
la planta complejado con una proteina que interactia con dicha proteina que regula el desarrollo de la planta como
se identifica utilizando un método de la especificacion actual.

Dichos agonistas son patrones de proteina capaz de interactuar con dicha proteina que regula el desarrollo de la
planta. Como se describe supra, los métodos para identificar dichas proteinas que incluyen por ejemplo un sistema
de dos hibridos e inmunoprecipitacion.

Por lo tanto, la presente especificacion describe un método para identificar y obtener proteinas que interactian con
una proteina que regula el desarrollo de la planta que comprende un ensayo de deteccion de dos hibridos en donde
se utilizan un polipéptido de acuerdo con la invencién como un cebo y una colecciéon de cADN de planta como presa.

Adicionalmente, la presente especificacion describe un método para modular la interaccidon entre una proteina que
regula el desarrollo de la planta de la invencidn, tal como la proteina cdc27B de planta, e interactuar los patrones de
proteina que se pueden obtener mediante un método como se define.

Un método para identificar y obtener compuestos que interactian con una proteina que regula el desarrollo de la
planta como se describe comprende las siguientes etapas:
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a) proporcionar un sistema de dos hibridos de levadura en donde se expresan un polipéptido de la invencion y una
proteina que interactia con dicha proteina que regula el desarrollo de la planta, o una proteina que interactia se
puede obtener mediante el método descrito anteriormente,

b) interactuar dicho compuesto con el complejo formado mediante los polipéptidos expresados como se define en a),

c) detectar un segundo complejo, en donde la presencia de dicho segundo complejo identifica un compuesto que se
une especificamente a uno de dicho polipéptidos o a dicho segundo complejo, v,

d) identificar el compuesto.

Un método para identificar y obtener compuestos que interactian con una proteina que regula el desarrollo de la
planta, tal como una planta cdc27b que comprende medicion en tiempo real de interaccidon de dicho compuesto con
dicha proteina que regula el desarrollo de la planta o el complejo formado por dicha proteina que regula el desarrollo
de la planta y una proteina que interactia con este, dicha proteina que interactia opcionalmente se puede obtener
mediante el método descrito anteriormente.

También se describe un método para identificar compuestos o mezclas de compuestos que se unen
especificamente a un polipéptido de la invencién como se definié anteriormente, que comprende:

a) combinar un polipéptido de la invencién con dicho compuesto o mezclas de compuestos bajo condiciones
adecuadas para permitir la formacién del complejo,

b) detectar la formaciéon del complejo, en donde la presencia de un complejo identificado, o es indicador de una
molécula que se une especificamente a dicho polipéptido, y

c) identificar el compuesto.

Como tal, la especificacion también describe el uso de una molécula identificada por medio de un método como se
describié anteriormente como una planta regulador de crecimiento o herbicida.

En cualquiera de los métodos descritos anteriormente, una proteina que regula el desarrollo de la planta es una
proteina cdc27B de planta, preferiblemente la proteina A.thaliana AtCD27B, o un homélogo biolégicamente activo o
derivado del mismo.

También se describe un método para la produccion de un regulador de crecimiento de planta o composicion
herbicida que comprende las etapas de los métodos descritos anteriormente y formular los compuestos obtenidos de
dichas etapa en una forma adecuada para aplicacion en agricultura o célula de planta o cultivo de tejido.

La especificacion describe el uso de cualquiera de los acidos nucleicos o moléculas de acido nucleico, los vectores,
los polipéptidos o los anticuerpos de la invencion para modificar destino celular, para modificar la formacion de
patrones, para modificar desarrollo de planta y/o para modificar la morfologia de planta y/o para modificar la
fisiologia de la planta y/o para modificar la bioquimica de la planta.

La especificacion también describe una composicién diagnéstica que comprende por lo menos un acido nucleico o
molécula de acido nucleico, un vector, un polipéptido o un anticuerpo de la invencion.

Diversos otros asuntos que se relacionan con la funcién del gen HBT también se describen. Mas elementos del
fenotipo mutante hbt, diferente a los descritos aqui, se rescatan mediante estabilidad aumentada de la proteina
AXR3, a pesar del rescate de elongacién de hipocotileddneas parciales. Las células de las plantulas hbt tienen forma
irregular y muchos se transfieren. Mediante el cruce de la planta con actividad hbt alterada con otras plantas, una
llega a ser una planta con caracteristicas deseadas y la forma deseada de la célula. Por ejemplo las
hipocotiledéneas de los mutantes dobles axr3-1T hbt tienen una forma mas regular. El rescate parcial del
crecimiento de raiz se acompafa por la presencia de granulos de almidén y un pico de auxina en las células de
columnela de la punta de raiz. También el HBT tiene funciones relacionadas con auxina en la planta madura. En
mutantes hbt es dificil determinar estas funciones debido a que el desarrollo se disminuye en la etapa de plantula en
mutantes hbt. Se sabe de los estudios de mutante, esta auxina es importante pero con funciones aun pobremente
definidas, por ejemplo, desarrollo de flores. Las mutaciones en los genes implicados en el transporte de auxina
polar, tal como PIN1, resulta entre otros en el desarrollo de inflorescencias sin envoltura, con forma de pin (Galweiler
et al., 1998). El mutante hbt exhibe diversos ciclos celulares y defectos de diferenciacién celular.

Los efectos que deciden porqué los planes de division se alteran en el grupo de raiz futuro del embrién también se
describe. También se describe el efecto que hace que se detenga la division celular en la plantula hbt. También se
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describe efecto que decide la expresidn que regula el ciclo celular de HBT y que relaciona la expresion en los
procesos mencionados anteriormente. Los efectos que deciden porqué la diferenciacion celular, los defectos se
restringen a areas especificas en la plantula hbt también se describe.

Definiciones y elaboraciones para las realizaciones

Los términos "proteinas", "péptidos" o "oligopéptidos", cuando se utilizan aqui se refiere a aminoacidos en una forma
polimérica de cualquier longitud. Dichos términos también incluyen modificaciones de aminoacido conocidas tal
como formacién de enlace disulfuro, cisteinilacién, oxidacion, glutationilaciéon, metilacién, acetilacion, farnesilacion,
biotinilacion, estearoilacion, formilacion, adicién de acido lipdico, fosforilacidn, sulfacion, ubiquinacién, miristoilacion,
palmitoilacion, geranilgeranilacion, ciclizacion (por ejemplo formacion de acido piroglutamico), oxidacion,
desamidacion, deshidratacion, glucosilacion (por ejemplo pentosas, hexosaminas, N-acetilhexosaminas,
deoxihexosas, hexosas, acido sialico etc.), acilaciéon y radiomarcas (por ejemplo 125I, 131I, 3SS, 14C, 32P, 33P, 3H) asi
como también residuos de aminoacido que ocurren en forma no natural, residuos de L-aminoacido y residuos de D-
aminoacido.

"Homadlogos" de una proteina de la invencion son aquellos péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas
que contienen sustituciones, eliminaciones y/o adiciones de aminoéacido con relacion a dicha proteina con respecto a
la cual son un homdélogo, sin alterar una o mas de sus propiedades funcionales, en particular sin reducir la actividad
del resultante. Por ejemplo, un homélogo de dicha proteina consistira de una variante de secuencia de aminoacidos
bioactiva de dicha proteina. Para producir dichos homodlogos, los aminoacidos presentes en dicha proteina se
pueden reemplazar por otros aminoacidos que tienen propiedades similares, por ejemplo hidrofobicidad,
hidrofilicidad, momento hidréfobo, antigenicidad, propensién a formar o romper las estructuras helicoidales a o
estructuras de lamina B, y asi sucesivamente. Una revision de las propiedades fisicas y quimicas de aminoacidos se
da enla Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de aminoacidos que ocurren en forma natural.

Propiedades de carga / hidrofobicidad Grupo lateral Aminoacido
hidréfobo no polar alifatico ala, ile, leu, val

alifatico, que | met

contie’n_e S phe, trp

aromatico

imino pro

alifatico gly

amida asn. gin
polar no cargado -

aromatico tyr

hidroxilo ser, thr

sulfhidrilo cys
cargado positivamente basico arg, his, lys
cargado negativamente acido asp, gly

Las variantes sustitucionales de una proteina de la invencion son aquellas en las que por lo menos un residuo en
dicha secuencia de aminoacidos de proteina se ha retirado y se inserta un residuo diferente insertado en su lugar.
Las sustituciones de aminoacidos son normalmente de residuos Unicos, pero se pueden agrupar dependiendo de
restricciones funcionales puestas en el polipéptido; las inserciones usualmente seran del orden de aproximadamente
1-10 residuos de aminoacido, y las eliminaciones variaran de aproximadamente 1-20 residuos. Preferiblemente, las
sustituciones de aminoacido comprenderan sustituciones de aminoacido conservadoras, tal como aquellas descritas
supra.

Las variantes de insercidn de la secuencia de aminoacidos de una proteina de la invencién son aquellas en las que
uno o mas residuos de aminodacido se introducen en un sitio predeterminado en dicha proteina. Las inserciones
pueden comprender las fusiones del terminal amino y/o de terminal carboxi asi como también inserciones intra-
secuencia de aminoacidos Unicos o multiples. De manera general, las inserciones dentro de la secuencia de
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aminoacidos seran mas pequefias que las fusiones de terminal amino o carboxilo, del orden de aproximadamente 1
a 10 residuos. Ejemplos de proteinas o péptidos de fusion de terminal amino o carboxi incluyen el dominio de unién
o el dominio de activacién del activador transcripcional como se utiliza en el sistema de dos hibridos de levadura,
proteinas de cubrimiento de fago, etiqueta (histidina)s, glutationa S-transferasa, proteina A, proteina de unién a
maltosa, reductasa dihidrofolato, epitopo Tag+100 (EETARFQPGYRS), epitopo c-myc (EQKLISEEDL), epitopo
FLAG® (DYKDDDK), lacZ, CMP (péptido de unién a calmodulina), epitopo HA (YPYDVPDYA), epitopo de proteina
C (EDQVDPRLIDGK) y epitopo VSV (YTDIEMNRLGK).

Las variantes de eliminacion de una proteina de la invencion se caracterizan por el retiro de uno 0 mas aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos de dicha proteina.

Las variantes de aminoacido de una proteina de la invencién se pueden hacer facilmente utilizando técnicas
sintéticas de péptido bien conocidas en el arte, tal como sintesis de péptido de fase sdlida y similares, o mediante
manipulaciones de ADN recombinante. La manipulacién de las secuencias de ADN para producir proteinas variantes
que se manifiestan como variantes de sustitucion, de insercion o de eliminacién se conocen bien en la técnica. Por
ejemplo, las técnicas para elabora las mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en ADN que tiene la
secuencia conocida se conocen bien por aquellos expertos en el arte, tal como mediante mutagenia M13, equipo de
mutagenia in vitro de Gen T7 (USB, Cleveland, OH), equipo de mutagenia Dirigida a Sitio QuickChange (Stratagene,
San Diego, CA), mutagenia dirigida a sitio mediada por PCR u otros protocolos de mutagenia dirigida a sitio. Otra
alternativa para manipular las secuencias de ADN para producir proteinas variantes, que se manifiestan como
variantes de sustitucién, de insercién o de eliminacién comprenden modificacion de gen in vivo objetivo que se
puede lograr mediante oligonucledtidos de ARN/ADN quimérico como se describe mediante por ejemplo Palmgren
(1997), Trends Genet. 13, 348 y Yoon et al. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 2071-2076.

"Derivados" de una proteina de la invencién son aquellos péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas
que comprenden por lo menos aproximadamente cinco residuos de aminoacido contiguos de dicho polipéptido pero
que retienen la actividad biolégica de dicha proteina. Un "derivado" puede comprender adicionalmente residuos de
aminoacido que se presentan en forma natural adicionales, glucosilados alterados, que se presentan en forma no
natural o acilados comparado con la secuencia de aminoacidos de una forma que se presenta en forma natural de
dicho polipéptido. Alternativamente o adicionalmente, un derivado puede comprender uno o mas sustituyentes de no
aminoacido comparado con la secuencia de aminoacidos de una forma que se presenta en forma natural de dicho
polipéptido, por ejemplo una molécula indicadora u otro ligando, unido covalentemente o no covalentemente a la
secuencia de aminoacidos tal como, por ejemplo, una molécula indicadora que se une a la misma para facilitar su
deteccion.

Con "inmunolégicamente activo" significa que una molécula o fragmentos especificos de los mismos tal como
epitopos o haptenos se reconocen por, es decir se unen a los anticuerpos.

En el contexto de la presente invencion se incorporan homologos, derivados y/o fragmentos inmunolégicamente
activos de cualquier HOBBIT de la invencion o proteinas mutantes HOBBIT como se define supra.

"Anticuerpos" incluyen anticuerpos monoclonales, policlonales, sintéticos o de cadena pesada asi como también
fragmentos de anticuerpos tal como fragmentos Fab, Fv o scFv. Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar
mediante las técnicas como se describe en por ejemplo Liddle and Cryer (1991) que comprenden la fusion de
células de mieloma de ratén en células de bazo derivadas de animales inmunizados. Adicionalmente, los
anticuerpos o fragmentos de los mismos en una molécula o fragmentos de los mismos se pueden obtener al utilizar
los métodos como se describe en por ejemplo Harlow and Lane (1988). En el caso de anticuerpos dirigidos contra
péptidos pequefios tal como fragmentos de una proteina de la invencioén, dichos péptidos se acoplan de manera
general a una proteina portadora antes de la inmunizacién de los animales. Dichos portadores de proteina incluyen
hemociania de lapa californiana (KLH), albumina de suero bovino (BSA), ovalbumina y Tétano toxoide. La proteina
portadora mejora la respuesta inmune del animal y proporciona epitopos para sitios de union del receptor de célula
T. El término "anticuerpos" adicionalmente incluye derivados de los mismos tal como anticuerpos marcados. Las
marcas de anticuerpo incluyen fosfatasa alcalina, PKH2, PKH26, PKH67, fluoresceina (FITC), Hoecst 33258, R-
ficoeritrina (PE), rodamina (TRITC?, Quantum Red, Texas Red, Cy3, biotina, agarosa, peroxidasa, esferas doradas y
radiomarcas (por ejemplo 125 131) 3¥g Mo 32p FBp 3H). Las herramientas en biologia molecular se basan en
anticuerpos contra una proteina que incluye andlisis de transferencia de gel de proteina, deteccidén de colecciones
de expresion que permiten identificacion de genes, métodos cuantitativos de proteina que incluyen ELISA y, RIA,
purificacién de inmunoafinidad de proteinas, inmunoprecipitacion de proteinas (por ejemplo Magyar et al. 1997) e
inmunoubicacién (por ejemplo Terras et al. 1995). Otros usos de anticuerpos y especialmente de anticuerpos de
péptido incluyen el estudio de procesamiento proteolitico (Loffler et al. 1994, Woulfe et al. 1994), la determinacién de
los sitios activos de proteina (Lerner 1982), el estudio de precursor y procesamiento post-traduccional (Baron and
Baltimore 1982, Lerner et al. 1981, Semler et al. 1982), identificacion de los dominios de proteina implicados en las
interacciones de proteina-proteina (Murakami et al. 1992) y el estudio de uso de exones en expresion de genes
(Tamura et al. 1991).
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Se incorporan en la presente invencion anticuerpos que reconocen un HOBBIT o proteina u homélogo mutante
HOBBIT, derivado o fragmento del mismo como se define supra.

Los términos "genes", "polinucledtidos”, "secuencia de acidos nucleicos", "secuencia de nucledtidos", "secuencia de
ADN" o "molécula de acido nucleico", cuando se utilizan aqui se refiere a nucleétidos, ribonucleétidos o
desoxiribonucleétidos o una combinacion de ambos, en una forma polimérica de cualquier longitud. Dichos términos
incluyen adicionalmente ADN y ARN de hebra sencilla o de hebra doble. Dichos términos también incluyen
modificaciones de nucledtidos conocidas tal como metilacion, ciclizacion y 'caps’ y sustitucién de uno o mas de los
nucleotidos que se presentan en forma natural con un andlogo tal como inosina. Las modificaciones de nucleétidos
incluyen la adicion de acridina, amina, biotina, cascada azul, colesterol, Cy3®, Cy5®, Cy5.5® Dabcilo, digoxigenina,
dinitrofenilo, Edans, 6-FAM, fluoresceina, 3’-glicerilo, HEX, IRD-700, IRD-800, JOE, psoralen fosfato, rodamina,
ROX, tiol (SH), separadores, TAMRA, TET, AMCA-S®, SE, BODIPYY®, Marina Blue®, Pacific Blue®, Oregon
Green®, Rhodamine Green®, Rhodamine Red®, Rhodol Green® y Texas Red®. Las modificaciones de la estructura
principal de polinucleétido incluyen metilfosfonato, ARN de 2’-OMe-metilfosfonato, fosforotiorato, ARN, ARN 2’-OMe.
Las modificaciones base incluyen 2-amino-dA, 2-aminopurina, 3’-(ddA), 3'dA(cordicepina), 7-deaza-dA, 8-Br-dA, 8-
oxo-dA, N6-Me-dA, sitio abéasico (dSpacer), biotina dT, 2-OMe-5Me-C, 2’-OMe-propinil-C, 3’-(5-Me-dC), 3'-(ddC), 5-
Br-dC, 5-IdC, 5-Me-dC, 5-F-dC, carboxi-dT, dA convertible, dC convertible, dG convertible, dT convertible, dU
convertible, 7- deaza-dG, 8-Br-dG, 8-oxo-dG, 0O6-Me-dG, S6-DNP-dG, 4-metil-indol, 5-nitroindol, 2’-OMe-inosina, 2’-
dl, 06-fenildl, 4-metil-indol, 2’-desoxinebularina, 5-nitroindol, 2-aminopurina, dP(analogo purina), dK (analogo
pirimidina), 3-nitropirrol, 2-tio-dT, 4-tio-dT, biotin-dT, carboxi-dT, O4-Me-dT, O4-triazol dT, 2’-OMe-propinil-U, 5-Br-
dU, 2'-dU, 5-F-dU, 5-I-dU, O4-triazol dU y radiomarcas (por ejemplo '%°I, **"I, s, "c, *p, 3%p, 3H). Dichos términos
también abarcan acidos nucleicos de péptido (PNA), un analogo de ADN en el que la estructura principal es un
seudopéptido que consiste de unidades N-(2-aminoetil)-glicina a diferencia de azucar. Los PNA imitan el
comportamiento del ADN y unen las hebras de &cido nucleico complementarias. La estructura principal neutra de
PNA resulta en unién mas fuerte y especificidad mayor de lo que se logra normalmente. Adicionalmente, las
propiedades quimicas Uunicas, fisicas y biolégicas de PNA se han explotado para producir herramientas
biomoleculares poderosas, agentes anticodificantes y antigeno, sondas moleculares y biosensores.

Una "secuencia codificante” o "marco de lectura abierto" o "ORF" se define como una secuencia de nucleétidos que
se puede transcribir en mARN y/o se traduce en un polipéptido cuando se pone bajo el control de las secuencias
reguladoras apropiadas, es decir cuando dicha secuencia codificante u ORF esta presente en un formato que se
puede expresar. Dicha secuencia codificante de ORF se une mediante un coddn de inicio de traduccion 5’ y un
codoén de parata de traduccién 3'. Una secuencia codificante o ORF puede incluir, pero no se limita a ARN, mARN,
cADN, secuencia de nucleétidos recombinante, secuencia de nucleétidos fabricado sintéticamente o ADN gendémico.
Dicha secuencia codificante u ORF se puede interrumpir al intervenir las secuencias de acidos nucleicos. Los genes
y secuencias codificantes que codifican esencialmente la misma proteina pero se aisla de diferentes fuentes pueden
consistir de secuencias de acidos nucleicos sustancialmente divergentes. Reciprocamente, las secuencias de acidos
nucleicos sustancialmente divergentes se pueden disefiar para efectuar la expresion de esencialmente la misma
proteina. Dichas secuencias de acidos nucleicos son el resultado de por ejemplo la existencia de diferentes alelos de
un gen dado, de la degeneracion del cédigo genético o de diferencias en el uso de codén. Sin embargo, como se
indica en la Tabla 2, los aminoacidos tal como metionina y triptofan se codifican por un codén Unico mientras que
otros aminoacidos tal como arginina, leucina y serina se pueden traducir cada uno de hasta seis diferentes codones.
Las diferencias en el uso preferido de codén se ilustran adelante para Agrobacterium tumefaciens (una bacteria), A.
thaliana, M. sativa (dos plantas dicotiledéneas) y Oryza sativa (una planta monocotiledénea). Estos ejemplos se
extraen de (http: //www.kazusa.or.jp/codon). Para dar un ejemplo, el codén GGC (para glicina) es el codéon mas
frecuentemente utilizado en A. tumefaciens (36.2 %), es el segundo codén mas frecuentemente utilizado en O.
sativa pero se utiliza en frecuencias mucho menores en A. thaliana y M. sativa (9 % y 8.4 %, respectivamente). De
los cuatro codones posibles que codifican glicina. (véase Tabla 6), dicho codén GGC se utiliza mas preferiblemente
en A. tumefaciens y O. sativa. Sin embargo, en A. thaliana este es el codéon GGA (y GGU) mientras que en M. sativa
este es el codon GGU (y GGA).

"Hibridacion" es el proceso en donde la secuencia de nucleétidos complementaria sustancialmente homoéloga para
hibridar entre si. El proceso de hibridacion puede ocurrir completamente en la solucién, es decir acidos nucleicos
complementarios estan en la solucion. Las herramientas en la biologia molecular se basan en dichos procesos que
incluyen la reaccion de cadena polimerasa (PCR; y todos los métodos basados en esto), hibridacion sustractiva,
extensién del cebador aleatorio, mapeo de nucleasa S1, extension de cebador, transcripcién inversa, sintesis de
cADN, exhibicién diferencial de ARN, y determinacion de la secuencia de ADN. El proceso de hibridacién también
puede ocurrir con uno de los &cidos nucleicos complementarios inmovilizados en una matriz tal como glébulos
magnéticos, glébulos de Sefarosa o cualquier otra resina. Las herramientas en la biologia molecular que se basan
en dicho proceso incluyen el aislamiento de mARN poli (A+). El proceso de hibridacion adicionalmente puede ocurrir
con uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizados en un soporte sélido tal como una nitrocelulosa o
membrana de nylon o se inmovilizan mediante por ejemplo fotolitografia para por ejemplo un soporte de vidrio siliceo
(el ultimo conocido como disposiciones o0 microdisposiciones de acido nucleico o como chips de acido nucleico). Las
herramientas en la biologia molecular que se basan en dicho proceso incluyen andlisis de transferencia de gel de
ARN o ADN, hibridacion de colonia, hibridacidon de placa, hibridacion in situ y hibridacién de microdisposiciéon. Con el
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fin de permitir que ocurra hibridacion, las moléculas de acido nucleico son de manera general térmicamente o
quimicamente desnaturalizadas para fundir una hebra doble en dos hebras sencillas y/o para retirar horquillas u
otras estructuras secundarias de acidos nucleicos de hebra sencilla. La exigencia de hibridacion se influencia por
condiciones tal como temperatura, concentracion de sal y composicion de regulador de hibridacion. Las condiciones
de alta exigencia para hibridacion incluyen alta temperatura y/o baja concentracion de sal (las sales incluyen NaCl y
citrato Nas) y/o la inclusion de formamida en el regulador de hibridacion y/o disminuir la concentracion de
compuestos tal como SDS (detergente) en el regulador de hibridacién y/o exclusién de compuestos tal como sulfato
de dextrano o polietilenglicol (que promueve la aglomeraciéon molecular) del regulador de hibridaciéon. Las
condiciones de hibridacion convencionales se describen en por ejemplo Sambrook et al. (1989) pero el experto
apreciara que numerosas condiciones de hibridacion diferentes se pueden disefiar en funcién de la homologia
esperada o conocida y/o la longitud de la secuencia de acidos nucleicos. Se prefieren particularmente condiciones
de hibridacién de suficiente baja exigencia para aislar los acidos nucleicos heterdlogas a las secuencias de ADN de
la invencion definido supra. Los elementos que contribuyen a dicha heterologia incluyen alelismo, degeneracion del
cédigo genético y diferencias en el uso preferido de codéon como se discute supra.

La descripcion es el uso de las secuencias de ADN de la invencion que codifican un HOBBIT o proteina mutante
HOBBIT, homologo, derivado y/o fragmento inmunoldgico del mismo como se define en cualquier método de
hibridacion. Se describen adicionalmente secuencias de ADN que hibridan a dichas secuencias de ADN de la
invencion. Las secuencias de ADN como se define en la presente invencidén se pueden interrumpir mediante las
secuencias que intervienen. Con "secuencias que intervienen" significa cualquier secuencia de acidos nucleicos que
interrumpe una secuencia codificante que comprende dicha secuencia de ADN de la invencion o que interrumpe el
formato que se puede expresar de una secuencia de ADN que comprende dicha secuencia de ADN de la invencion.
El retiro de la secuencia que interviene restaura dicha secuencia codificante o dicho formato que se puede expresar.
Ejemplos de las secuencias que intervienen incluyen intrones, las secuencias movilizables de ADN tal como
transposones y etiquetas de ADN tal como por ejemplo un T-ADN. Con "secuencia de ADN movilizable" significa
cualquier secuencia de ADN que se puede movilizar como el resultado de un evento de recombinacion.

Tabla 2. Degeneracion del cédigo genético.

Aminoacido Cédigo de tres | Codigo  de | Codones posibles
letras una letra
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Asparagina Asn N AAC AAU
Acido Aspartico | Asp D GAC GAU
Cisteina Cys Cc UGC uGuU uGu
Acido Glutamico | Glu E GAA GAG
Glutamina Gin Q CAA CAG
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina lie | AUA AUC AUU
Leucina Leu L UUA uuG CUA cuc CUG Cuu
Lisina Lys K AAA AAG
Metionina Met M AUG
Fenilalanina Phe F uucC uuu
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(continuacion)

Aminoacido Cédigo de tres | Codigo  de | Codones posibles
letras una letra

Prolina Pro P CCA CCC CCG CCcu

Serina Ser S AGC AGU UCA ucc UCG ucCu

Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU

Triptofan Trp w UGG

Tirosina Tyr Y UAC UAU

Valina Val \ GUA GUC GUG GUuU

Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU

Triptofan Trp w UGG

Tirosina Tyr Y UAC UAU

Valina Val \ GUA GuUC GUG GuU
Codones posibles de "PARADA"
UAA UAG UGA

Para efectuar la expresion de una proteina en una célula, tejido u érgano, preferiblemente de origen de planta, la
proteina se puede introducir directamente a dicha célula, tal como mediante microinyeccién o medios balisticos o
alternativamente, una molécula de acido nucleico aislado que codifica dicha proteina se puede introducir dentro de
dicha célula, tejido u 6rgano en un formato que se puede expresar.

Preferiblemente, la secuencia de ADN de la invencién comprende una secuencia codificante o marco de lectura
abierto (ORF) que codifica un HOBBIT o proteina mutante HOBBIT o un homdlogo o derivado de la misma o un
activo inmunolégico del mismo como se define supra. La proteina preferida de la invencion comprende la secuencia
de aminoacidos de dicho HOBBIT o proteina mutante HOBBIT.

Con "vector" o "secuencia de vector" significa una secuencia de ADN que se puede introducir en un organismo
mediante transformacién y se puede mantener establemente en dicho organismo. Es posible el mantenimiento del
vector en por ejemplo cultivos de Escherichia coli, A. tumefaciens, Saccharomyces cerevisiae o
Schizosaccharomyces pombe. Otros vectores tal como fagémidos y vectores cosmidos se pueden mantener y
multiplicar en bacterias y/o virus. Las secuencias de vector comprenden de manera general un conjunto de sitios
Unicos reconocidos por enzimas de restriccion, multiples sitios de clonacion (MCS), en donde se puede insertar una
0 mas secuencias de no vector.

Con "secuencia de no vector" de acuerdo con lo anterior significa una secuencia de ADN que se integra en uno o
mas de los sitios de MCS estan comprendidos dentro de un vector.

"Vectores de expresion" forman un subconjunto de vectores que, por virtud de comprender las secuencias
reguladoras apropiadas que permite la creacidén de un formato que se puede expresar de la secuencia de no vector
insertada, permitiendo asi la expresion de la proteina se codifica por dichas secuencias de no vector. Los vectores
de expresion se conocen en la técnica que permite la expresion de la proteina en organismos que incluyen bacterias
(por ejemplo E. coli, hongos (por ejemplo S. cerevisiae, S. pombe, Pichia pastoris), células de insecto (por ejemplo
vectores de expresion de baculovirus), células de animal (por ejemplo células COS o CHO) y células de planta (por
ejemplo vectores de expresion con base en X de virus de papa, véase por ejemplo Vance et al. 1998 -W09844097).
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La especificacion actual describe cualquier vector o vector de expresion que comprende una secuencia de ADNde
no vector que codifica un HOBBIT o proteina mutante HOBBIT, homodlogo, derivado y/o fragmento
inmunolégicamente activo del mismo como se define supra.

Como una alternativa para la produccién de proteina mediada por el vector de expresion en sistemas biolégicos, se
puede aplicar sintesis de proteina quimica. Los péptidos sintéticos se pueden fabricar en fase de solucién o en fase
sdlida. La sintesis de péptido de fase sdlida (Merrifield 1963) es, sin embargo, la forma més comun e implica la
adicion secuencial de los aminoacidos para crear una cadena de péptido lineal. La sintesis de péptido de fase solida
incluye ciclos que consisten de tres etapas: (i) inmovilizaciéon del aminoacido de terminal caboxi de la cadena de
péptido de cultivo en un soporte sélido o resina; (ii) ensamble de cadena, un proceso que consiste de activacion,
acoplamiento y desproteccion del aminoacido que se va a agregar a la cadena de péptido de cultivo; y (iii) division
que incluye el retiro de la cadena de péptido completa de la resina y el retiro de los grupos protectores de las
cadenas laterales de aminoacido. Los métodos comunes en la sintesis de péptido de fase sdlida incluyen Fmoc/tBu
(9-fluorenilmetiloxicarbonil/ t-butil) y Boc (t-butiloxicarbonil) como los grupos protectores de terminal amino de
aminoacidos. Los grupos protectores de cadena lateral de aminoacido incluyen metilo (Me), formilo (CHO), etilo (Et),
acetilo (Ac), t-butilo (t-Bu), anisilo, bencilo (Bzl), trifluroacetilo (Tfa), N-hidroxisuccinimida (ONSu, OSu), benzoilo
(Bz), 4-metilbenzilo (Meb), tioanizilo, tiocresilo, benciloximetilo (Bom), 4-nitrofenilo (ONp), benciloxicarbonilo (Z), 2-
nitrobenzoilo (NBz), 2-nitrofenilsulfenilo (Nps), 4-toluenosulfonilo (Tosyl,Tos), pentafluorofenilo (Pfp), difenilmetilo
(Dpm), 2-clorobenciloxicarbonilo (ClI-Z), 2,4,5-triclorofenilo, 2-bromobenciloxicarbonilo (Br-Z), trifenilmetilo (Tritilo,
Trt), y 2,5,7,8-pentametil-croman- 6-sulfonilo (Pmc). Durante el ensamble de cadena, se retiran Fmoc o Boc que
resulta en un terminal amino activado del residuo de aminoéacido unido a la cadena de cultivo. El terminal carboxi del
aminoacido que ingresa se activa mediante conversién en un éster altamente reactivo, por ejemplo mediante HBTU.
Con las tecnologias actuales (por ejemplo sintetizado PerSeptive Biosystems 9050, Sintetizador de Péptido Applied
Biosystems Modelo 431A), se pueden fabricar péptidos lineales de hasta 50 residuos. Esta disponible una serie de
directrices para producir péptidos que son adecuados para uso en sistemas biolégicos que incluyen (i) limitar el uso
de aminoacidos dificiles tal como cys, met, trp (facilmente oxidado y/o degradado durante la sintesis del péptido) o
arg; (ii) minimizar los aminoacidos hidréfobos (puede deteriorar la solubilidad del péptido); y (iii) evitar un acido
glutamico de terminal amino (puede ciclizar a piroglutamato).

"Formato que se puede expresar" significa que la molécula de &cido nucleico aislada esta en una forma adecuada
para ser transcrito en mARN y/o ser traducido para producir una proteina, constitutivamente o luego de induccién por
una sefial intracelular o extracelular, tal como un estimulo ambiental o estrés (mitdgenos, anoxia, hipoxia,
temperatura, sal, luz, deshidratacién, etc.) o un compuesto quimico tal como IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosida) o tal como un antibidtico (tetraciclina, ampicilina, rifampicina, canamicina), hormona (por
ejemplo gibberelina, auxina, citoquinina, glucocorticoide, brassinosteroide, etileno, acido abscisico etc.), analogo de
hormona (acido yodoacético (IAA), 2,4-D, etc.), metal (zinc, cobre, hierro, etc.), o dexametasona, entre otros. Como
se conocera por aquellos expertos en la técnica, la expresion de una proteina funcional también puede requerir una
o mas modificaciones post-traduccionales, tal como glucosilacion, fosforilacion, desfosforilacién, o una o mas
interacciones de proteina-proteina, entre otros. Todos dichos procesos se incluyen dentro del alcance del término
"formato que se puede expresar".

Preferiblemente, la expresiéon de una proteina en una célula especifica, tejido, u érgano, preferiblemente de origen
de planta, se efectia al introducir y expresar una molécula de acido nucleico aislado que codifica dicha proteina, tal
como una molécula de cADN, gen gendémico, molécula sintética de oligonucledtido, molécula de mARN o marco de
lectura abierto, a dicha célula, tejido u 6érgano, en donde dicha molécula de acido nucleico se pone funcionalmente
en conexién con secuencias reguladoras adecuadas que incluyen un promotor, preferiblemente un promotor
expresable de planta, y una secuencia terminadora.

La referencia aqui a un "promotor" se toma en su contexto mas amplio e incluye las secuencias reguladoras
transcripcionales derivadas de un gen gendmico eucariotico clasico, que incluye la secuencia TATA que se requiere
para el inicio exacto de transcripcion, con o sin una secuencia CCAAT y elementos reguladores adicionales (es decir
secuencias activantes en la direccion 5’, mejoradores e inactivadores) que alteran la expresion de gen en respuesta
al estimulo de desarrollo y/o externo, o en una forma especifica de tejido.

El término "promotor" también incluye las secuencias reguladoras transcripcionales de un procariético clasico, en
cuyo caso puede incluir una secuencia 35 y/o las secuencias reguladoras transcripcionales 10.

El término "promotor" también se utiliza para describir una molécula de fusién o sintética, o derivado que confiere,
activa o mejora la expresion de una molécula de acido nucleico en una célula, tejido u érgano.

Los promotores pueden contener copias adicionales de uno o mas elementos reguladores especificos, para mejorar
adicionalmente la expresion y/o alterar la expresiéon espacial y/o la expresion temporal de una molécula de acido
nucleico a la que se conecta funcionalmente. Dichos elementos reguladores se pueden poner adyacentes a una
secuencia promotora heterdloga para dirigir la expresion de una molécula de acido nucleico en respuesta a por
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ejemplo cobre, glucocorticoides, dexametasona, tetraciclinas, gibberelina, cAMP, acido abscisico, auxina, heridas,
etileno, jasmonato o acido salicilico o para conferir la expresidon de una molécula de acido nucleico a células
especificas, tejidos o 6rganos tal como meristemas, hojas, raices, embriones, flores, semillas o frutos. En el contexto
de la presente invencién, el promotor preferiblemente es una secuencia promotora expresable de planta. Los
promotores, sin embargo, que también funcionan o funcionan unicamente en células de no planta tal como bacterias,
células de levadura, células de insecto y células de animal no se excluyen de la invencion. "Expresable de planta"
significa que la secuencia promotora, que incluye cualesquiera elementos reguladores adicionales agregados o
contenidos alli, es por lo menos capaz de inducir, conferir, activar o mejorar la expresién en una célula de planta,
tejido u 6rgano, preferiblemente células de plantas monocotiledéneas o dicotileddneas, tejido, u érgano.

Los términos "operable de planta" y "operable en una planta" cuando se utilizan aqui, con respecto a una secuencia
promotora, se debe tomar que es equivalente a una secuencia promotora expresable de planta.

En el presente contexto, una "secuencia de promotor regulable" es un promotor que es capaz de conferir expresion
en un gen estructural en una célula particular, tejido, u érgano o grupo de células, tejidos o drganos de una planta,
opcionalmente bajo condiciones especificas, sin embargo no confiere de manera general expresién a través de la
planta bajo todas las condiciones. De acuerdo con lo anterior, una secuencia de promotor regulable puede ser una
secuencia de promotor que confiere expresion en un gen al que se conecta funcionalmente en una ubicacion
particular dentro de la planta o alternativamente, a través de la planta bajo un conjunto especifico de condiciones, tal
como luego de induccién de expresion de gen mediante un compuesto quimico u otro inductor.

Preferiblemente, el promotor regulable utilizado en el desempefio de la presente invencidn confiere expresion en una
ubicacion especifica dentro de la planta, constitutivamente o luego de induccién, sin embargo no en la planta
completa bajo cualesquiera circunstancias. Se incluyen dentro del alcance de dichos promotores secuencias
promotoras especificas de célula, secuencias promotoras especificas de tejido, secuencias promotoras especificas
de ¢6rgano, secuencias promotores de gen especificas de ciclo celular, secuencias de promotor inducible y
secuencias de promotor constitutivo que se han modificado para conferir la expresion en una parte particular de la
planta en cualquier momento, tal como mediante la integracion de dicho promotor constitutivo dentro de un elemento
genético de transposicion (Ac, Ds, Spm, En, u otro transposoén).

El término "especifico de célula" se debe toma que indica que la expresion esta predominantemente en una célula
particular o tipo de célula, preferiblemente de origen de planta, aunque no necesariamente exclusivamente en dicha
célula o tipo de célula.

De forma similar, el término "especifico de tejido" se debe tomar que indica que la expresion esta
predominantemente en un tejido particular tejido o tipo de tejido, preferiblemente de origen de planta, aunque no
necesariamente exclusivamente en dicho tejido o tipo de tejido.

De forma similar, el término "especifico de o¢rgano" se debe tomar que indica que la expresion esta
predominantemente en un o6rgano particular, preferiblemente de origen de planta, aunque no necesariamente
exclusivamente en dicho érgano.

De forma similar, el término "especifico de ciclo celular" se debe tomar que indica que la expresion es
predominantemente ciclica y que se presenta en una o mas, no necesariamente fases consecutivas del ciclo celular
aunque no necesariamente exclusivamente en células ciclicas, preferiblemente de origen de planta. Aquellos
expertos en la técnica seran conscientes que un "promotor inducible" es un promotor de la actividad transcripcional
que se aumenta o induce en respuesta a un estimulo de desarrollo, quimico, ambiental, o fisico. De forma similar, el
experto entendera que un "promotor constitutivo" es un promotor que es transcripcionalmente activo a través de la
mayoria, pero no necesariamente todas las partes de un organismo, preferiblemente una planta, durante la mayoria,
pero no necesariamente todas las fases de su crecimiento y desarrollo.

Aquellos expertos en la técnica seran facilmente capaces de seleccionar las secuencias de promotor apropiadas
para uso en regular la expresion apropiada del HOBBIT o la proteina mutante HOBBIT como se describe supra de
las fuentes facilmente disponibles o publicamente disponibles, sin la debida experimentacion.

Poner una molécula de acido nucleico bajo el control regulador de una secuencia promotora, o en conexién operable
con una secuencia promotora, significa posicionar dicha molécula de acido nucleico de tal manera que la expresion
se controla por la secuencia promotora. Un promotor es usualmente, pero no necesariamente, posicionado en la
direccién 5’, o en el extremo 5’, y dentro de 2 kb del sitio de inicio de la transcripcién, de la molécula de acido
nucleico que lo regula. En la construccién del promotor heterélogo/ combinaciones de gen estructural se prefiere de
manera general para posicionar el promotor en una distancia del sitio de inicio de transcripcion de gen que es
aproximadamente igual como la distancia entre ese promotor y el gen que lo controla en su configuracién natural (es
decir, el gen del que se deriva el promotor). Como se conoce en la técnica, alguna variacion en esta distancia se
puede acomodar sin pérdida de la funcidon del promotor. De forma similar, el posicionamiento preferido de un
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elemento de secuencia regulador con respecto a un gen heterélogo que se pone bajo su control se define mediante
el posicionamiento del elemento en su configuracion natural (es decir, el gen del cual se deriva). De nuevo, como se
sabe en la técnica, también puede ocurrir alguna variacion en esta distancia.

Ejemplos de promotores adecuados para uso en construcciones de gen de la presente invencion incluyen aquellos
enumerados en la Tabla 3, entre otros. Los promotores enumerados en la Tabla 3 se proporcionan para propdsitos
solo de ejemplificacién y la presente invencion no se limita por la lista proporcionada aqui. Aquellos expertos en la
técnica estaran facilmente en una posiciéon para proporcionar promotores adicionales que son utiles en realizar la
presente invencion.

En el caso de promotores constitutivos o promotores que inducen expresion a través de la planta completa, se
prefiere que dichas secuencias se modifiquen mediante la adicion de las secuencias de nucleétidos derivadas de
uno o mas de los promotores especificos de tejido enumerados en la Tabla 8, o alternativamente, las secuencias de
nucleotidos derivadas de uno o mas de los promotores inducibles especificos de tejido mencionados anteriormente,
para conferir especificidad de tejido. Por ejemplo, el promotor CaMV 35S se puede modificar mediante la adicién de
la secuencia promotora Adh1 de maiz, para conferir la expresion especifica de raiz regulada anaerébicamente,
como se describio previamente (Ellis et al., 1987). Otro ejemplo describe conferir la expresion de gen abundante de
raiz o especifica de raiz al fusionar el promotor CaMV35S a los elementos del gen de GRP3 la proteina rica en
glicina de maiz (Feix and Wulff 2000 - WO0015662). Se pueden lograr dichas modificaciones mediante
experimentacion de rutina por aquellos expertos en la técnica.

El término "terminador" se refiere a una secuencia de ADN al final de una unidad transcripcional que sefiala la
terminacion de la transcripcion. Los terminadores son secuencias de ADN no traducidas 3’ que contienen una sefial
de poliadenilacién, que facilita la adicién de las secuencias poliadeniladas en el extremo 3’ de un transcripto
primario. Los terminadores se activan en células derivadas de virus, levaduras, mohos, bacterias, insectos, aves,
mamiferos y plantas se conocen y se describen en la literatura. Estos se pueden aislar de bacterias, hongos, virus,
animales y/o plantas.

Ejemplos de terminadores particularmente adecuados para uso en las construcciones de gen de la presente
invencion incluyen el terminador de gen de sintasa nopalina Agrobacterium tumefaciens (NOS), la secuencia
terminadora de ten de sintasa octopina Agrobacterium tumefaciens (OCS), la secuencia terminadora de gen 35S del
virus mosaico de Coliflor (CaMV), la secuencia terminadora de pirofosforilasa de glucosa ADP Oryza sativa (t3'Bt2),
la secuencia terminadora del gen de zeina Zea mays, el terminador de gen rbcs-1A, y las secuencias terminadoras
de gen rbcs-3A, entre otros.

Tablea 3. Promotores operables de planta de ejemplo para uso en la realizacién de la presente invencion

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

a-amilasa (Amy32b) aleurona Lanahan et al, Plant Cell 4:203-211,
1992; Skriver et al, Proc Natl Acad Sci
USA 88: 7266-7270, 1991

gen similar a catepsina aleurona Cejudo et al, Plant Biol 20:849-856,
Mol 1992

Agrobacterium rhizogenes rolB cambium Nilsson et al, Physiol Plant 100:456-462,
1997

AtPRP4 flores http:/salus.medium.edu/mmg/tierney/
html

sintasa calcona (chsA) flores Van der Meer et al, Plant Mol Biol 15:95-
109, 1990

LAT52 anteras Twell et al, Mol Gen Genet 217:240-245,
1989

apetala-3 flores
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(continuacion)

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

chitinasa frutos (bayas, uvas, etc.) Thomas et al. CSIRO Plant Industry,
Urrbrae, South  Australia, Australia;
http://winetities.com.au/ gwrdc/csh95-
1.html

rbcs-3A tejido verde (por ejemplo hoja) Lam et al, Plant Cell 2:857-866, 1990;

Tucker et al., Plant Physiol 113: 1303-
1308, 1992

genes especificos de hoja hoja Baszczynski et al, Nucl Acid Res 16:4732,
1988

AtPRP4 hoja http://sa)us.medium.edu/mmgltierney/ htmf

promotor del gen metiltransferasa | hoja Mitra and Higgins, Plant Mol Biol 26:85-93,

de adenina del virus clorela 1994

Promotor del gen aldP de arroz hoja Kagaya et al, Mol Gen Genet 248:668-
674,1995

Promotor rbcs de arroz o tomate hoja Kyozuka et al, Plant Physiol 102:991-1000,
1993

Pinus cab-6 hoja Yamamoto et al, Plant Cell Physiol
35:773-778, 1994

promotor rubisco hoja

cab (clorofila a/b/proteina de hoi

. oja
union)

Gen de guisante Blec4

tejidos epidérmicos florales y
vegetativos

Mandaci and Dobres, Plant Mol Biol

34:961-965

SAM22

hoja senescente

Crowell 1992 et al, Plant Mol Biol 18:459-
466,

Gen Itp (gen de transferencia de
lipidos)

Fleming et al, Plant J 2:855-862, 1992

Gen R. japonicum nif noédulo Patente Estadounidense No 4 803165
Gen B. japonicum nifH noédulo Patente Estadounidense No 5008194
GmENOD40 nédulo Yang et al, Plant J 3:573-585, 1993
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(continuacion)

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

carboxilasa PEP (PEPC) ndédulo Pathirana et al, Plant Mol Biol
20:437-450,1992

leghemoglobina (Lb) nédulo Gordon et al, J Exp Bot 44:1453-1465, 1993

Gen de virus Tungro | floema Bhattacharyya-Pakrasi et al, Plant J 4: 71-79,

bacilliform 1992

Genes especificos de polen

polen; microespora

Albani et al, Plant Mol Biol 15:605, 1990; Albani et
al, Plant Mol Biol 16:501, 1991

Zm13 polen Guerrero et al, Mol Gen Genet 224:161-168, 1993
gen apg microespora Twell et al, Sex Plant Reprod 6:217-224, 1993
ﬁ:}?zespec"ﬁm de polen de | polen Hamilton et al, Plant Mol Biol 18:21-218, 1992
Gen expresado de polen de | o, Baltz et al, Plant J 2:713-721, 1992

girasol

Gen especifico de polen B.
napus

polen; antera; tapetum

Arnoldo et al, J Cell Biochem, Abstract No. Y101,
204, 1992

Genes expresables de raiz

raices

Tingey et al, EMBO J 6:1, 1987

Gen inducible de auxina de
tabaco

punta de raiz

Van der Zaal et al, Plant Mol Biol 16:983, 1991

B-tubulina raiz Oppenheimer et al, Gene 63:87, 1988
Genes especificos de raiz | raiz Conkling et al, Plant Physiol 93:1203, 1990
de tabaco

Gen B. napus G1-3b raiz Patente Estadounidense No 5401836

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

(continuacion)

FUENTE DE GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

SbPRP1 raices Suzuki et al, Plant Mol Biol 21:109-119,
1993

AtPRP1; AtPRP3 raices; capilares de raiz http://salus.medium.edu/mmg/tierney/
html

gen RD2 corteza de raiz hftp://www2.cnsu.edu/ncsu/research

gen TobRB7 vasculatura de raiz hftp://www2 cnsu.edu/ncsu/research
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(continuacion)

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

APRP4 ho,Jas; flores; primordia  de hftp://salus.medium.edu/mmg/tierney/ html
raiz lateral

Genes especificos de semilla 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 Brazil Nut 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 Lett 221: 43-47,
1987

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

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

glutenina-1 LMW y HMW de trigo endospermo Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; Nucl Acids
Res 17:461-462, 1989

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

¢cZ19B1, zeina de maiz 19 kDa semilla WO0011177

mi1ps, mioinositol-1-Pi de sintasa | semilla WO0011177

de maiz

a, B, y-gliadinas de trigo endospermo EMBO J 3:1409-1415, 1984

promotor Itr1 de cebada endospermo

hordeina B1, C, D, de cebada endospermo Theor Appl Gen 98:1253-1262, 1999; Plant J
4:343-355, 1993; Mol Gen Genet 250:750-60,
1996

DOF de cebada endospermo Mena et al, Plant J 116:53-62, 1998

blz2 endospermo EP99106056.7

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

prolamina NRP33 de arroz endospermo Wu et al, Plant Cell Physiol 39: 885-889,
1998

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

I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

genes END de maiz endospermo WO00012733

END1 de cebada endospermo WQ09808961

NUC1 de cebada nucela W09808961

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

gopuina,  de amoz | endospermo Nakase et al, Plant Mol Biol 33:513-522, 1997

ADP-glucosa de arroz PP endospermo Trans Res 6:157-168, 1997

Familia de gen ESR de maiz endospermo Plant J 12:235-246, 1997

y-kafirina de sorgo endospermo Plant Mol Biol 32:1029-1035, 1996

KNOX embriones Postma-Haarsma et al, Plant Mol Biol

39:257-271, 1999

oleosina de arroz

embriones y aleurén

Wau et al, J Biochem 123:386, 1998

oleosina de girasol

semilla (embriones y semilla
seca)

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

HOJAY

meristema de brote

Weigel et al, Cell 69:843-859, 1992

Arabidopsis thaliana knat1

meristema de brote

Numero de acceso AJ131822

Malus domestica kn1

meristema de brote

Numero de acceso Z71981

CLAVATA1 meristema de brote Numero de acceso AF049870

Genes especificos de estigma | estigma Nasrallah et al, Proc Natl Acad Sci USA 85:5551,
1988; Trick et al, Plant Mol Biol 15:203, 1990

Gen patatin clase | tubérculo Liu et al, Plant Mol Biol 153:386-395, 1991

PCNA de arroz meristema Kosugi et al, Nucl Acids Res 19:1571-1576,

1991; Kosugi and Ohashi, Plant Cell 9:1607-
1619, 1997

Tubulina de guisante TubA1

Células divididas

Stotz and Long, Plant Mol Biol
41:601-614,1999

Arabidopsis cdc2a

Células ciclicas

Chung and Parish, FEBS Lett 362:215-219,1995

Arabidopsis Rop1A

Anteras; polen maduro +
tubos de polen

Li et al, Plant Physiol 118:407-417, 1998
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I: PROMOTORES ESPECIFICOS DE CELULA, ESPECIFICOS DE TEJIDO, Y ESPECIFICOS DE ORGANO

FUENTE DE GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

Arabidopsis AtDMC1

Asociado con Meiosis-

Klimyuk and Jones, Plant J 11:1-14, 1997

PS-IAA4/5 y PS-IAA6 de
guisante

Inducible de auxina

Wong et al, Plant J 9:587-599, 1996

Farnesiltransferasa de
guisante

Tejidos meristematicos;
tejidos de crecimiento
cercanos a floema; reprimido
a azucary luz

Zhou et al, Plant J 12:921-930,1997

cicina B1;1 de tabaco (N.| Células divididas / tejido | 1 opin ot al Plant Mol.Biol. 35:667-672, 1997
sylvestris) meristematico
Ciclinas mitéticas | Células divididas / tejido | Ito et al, Plant J 11:983-992, 1997
Catharanthus roseus CYS | meristematico
(tipo A) y CYM (tipo B)
Arabidopsis cyc1 A (=cyc | Células divididas / tejido | Shaul et al, Proc Natl Acad Sci USA 93:4868-
B1;1) y cyc3aAt (tipo A) meristematico 4872, 1996
Secuencia ~ de  promotor | Células divididas / tejido | poooy et al Mol Gen Genet 248:703-711, 1995
Arabidopsis tef1 meristematico

Células divididas / tejido

Catharanthus roseus cyc07

meristematico

Ito et al, Plant Mol Biol 24:863-878, 1994

II: PROMOTORES CONSTITUTIVOS DE EJEMPLO

FUENTE DE GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

Actina constitutivo McElroy et al, Plant Cell 2:163-171, 1990
CAMV 35S constitutivo Odell et al, Nature 313:810-812, 1985
CaMV 198 constitutivo Nilsson et al, Physiol Plant 100:456-462, 1997
G0OS2 constitutivo de Pater et al, Plant J 2:837-844, 1992
ubiquitina constitutivo Christensen et al, Plant Mol 18:675- Biol
689,1992
Ciclofilina de arroz constitutivo Buchholz et al, Plant Mol 25:837- Biol
843, 1994
histona H3 de maiz constitutivo Lepetit et al, Mol Gen Genet 231:276-285,1992
histona H3 de alfalfa constitutivo

Wau et al, Nucleic Acids Res 17:3057-3063, 1989;
Wu et al, Plant Mol Biol 11:641-649,1988
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II: PROMOTORES CONSTITUTIVOS DE EJEMPLO

FUENTE DE GEN

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

actina 2

constitutivo

An et al, Plant J 10:107-121, 1996

Ill: PROMOTORES INDUCIBLES D

E ESTRES DE EJEMPLO

NOMBRE ESTRES REFERENCIA

P5CS (delta(1)-pirrolina-5- | sal, agua Zhang et al, Plant Sci 129:81-89, 1997

carboxilato sintasa)

cor1ba frio Hajela et al, Plant Physiol 93:1246-
1252, 1990

cor15b frio Wilhelm et al, Plant Mol Biol 23:1073-
1077, 1993

cor15a (-305 a +78 nt) frio, sequia Baker et al, Plant Mol Biol 24: 01-713,

1994

rd29

sal, sequia, frio

Kasuga et al, Nature Biotechnol 18:287-
291,1999

proteinas de choque térmico, que | calor Barros et al, Plant Mol Biol 19 665-75,

incluyen promotores artificiales 1992. Marrs et al, Dev Genet1 4:27-41,

que contienen el elemento de 1993. Schoffl et al, Mol Gen Genet 217:

choque térmico (HSE) 246-53, 19809.

S,mH.SP (protfemas de choque calor Aguas et al, J Exp Bot 47:325-338, 1996

térmico pequenas)

wcs120 frio Ouellete et al, FEBS Lett 423:324-328,
1998

ci7 frio Kirch et al, Plant Mol Biol 33:897-909,
1997

Adh frio, sequia, hipoxia Dolferus et al, Plant Physiol 105:1075-
87, 1994

pwsi18 sal y sequia Joshee et al, Plant Cell Physiol 39:64-

72,1998

Ill: PROMOTORES INDUCIBLES D

E ESTRES DE EJEMPLO (continuacion)

NOMBRE ESTRES REFERENCIA

ci21A Frio Schneider et al, Plant Physiol 113:335-
45, 1997

Trg-31 Sequia Chaudhary et al, Plant Mol Biol

30:1247-57, 1996
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lll: PROMOTORES INDUCIBLES DE ESTRES DE EJEMPLO (continuacion)

NOMBRE ESTRES REFERENCIA

osmotina osmotico Raghothama et al, Plant Mol Biol 23:1117-
28, 1993

lapA Heridas, ambiental WQO99/03977 University of California/

INRA

IV: PROMOTORES INDUCIBLES

POR PATOGENO DE EJEMPLO

NOMBRE

PATOGENO

REFERENCIA

RB7

Nematodos de nudo de Raiz
(Meloidogyne spp.)

US5760386 -North  Carolina  State
University; Opperman et al, Science 263:
221-23, 1994

PR-1,2,3,4,5,8, 11

fungico, virico, bacteriano

Ward et al, Plant Cell 3:1085-1094, 1991;
Reiss et al 1996; Lebel et al, Plant J
16:223-233, 1998; Melchers et al, Plant J
5:469-480, 1994; Lawton et al, Plant Mol
Biol, 19:735-743, 1992

HMG2 nematodos WQ09503690 -Virginia Tech Intellectual
Properties Inc.
Abi3 Nematodos Cyst (Heterodera No publicado
spp.)
ARM1 nematodos Barthels et al, Plant Cell 9:2119-2134,
1997 WO 98/31822 -Plant Genetic
Systems
Att0728 nematodos Barthels et al, Plant Cell 9:2119-
2134,1997
PCT/EP98/07761
Att1712 nematodos Barthels et al, Plant Cell 9, 2119-
2134,1997
PCT/EP98/07761
Gst1 Diferentes tipos de patégenos Strittmatter et al, Mol Plant-Microbe
Interact 9:68-73, 1996
LEMMI nematodos WO 92/21757 -Plant Genetic Systems
CLE Geminivirus PCT/EP99103445 -CINESTAV
PDF1.2 Hongos que incluyen Alternaria | Manners et al, Plant Mol Biol, 38:1071-
brassicicola y Botrytis cinerea 1080, 1998
Thi2.1 Hongos-Fusarium oxysporum f | Vignutelli et al, Plant J 14:285-295, 1998
sp. matthiolae
DB#226 nematodos Bird and Wilson, Mol Plant-Microbe

Interact 7:419-442, 1994 WO 95.322888
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IV: PROMOTORES INDUCIBLES POR PATOGENO DE EJEMPLO

NOMBRE PATOGENO REFERENCIA

DB#280 nematodos Bird and Wilson, Mol Plant-Microbe Interact 7:419-
442, 1994 WO 95.322888

Cat2 nematodos Niebel et al, Mol Plant-Microbe Interact 8:371-378,
1995

hTub nematodos Aristizabal et al (1996), 8th International Congress
on Plant-Microbe Interaction, Knoxville US B-29

sHSP nematodos Fenoll et al (1997) In: Cellular and molecular
aspects of plant-nematode interactions. Kluwer
Academic, C. Fenoll, F.M.W. Grundler and S.A.
Ohl (Eds.),

Tsw12 nematodos Fenoll et al (1997) In: Cellular and molecular
aspects of plant-nematode interactions. Kluwer
Academic, C. Fenoll, F.M.W. Grundler and S.A.
Ohl (Eds.)

Hs1(pro1) nematodos WO 98/122335 -Jung

nsLTP virico, fungico, bacteriano Molina and Garcia-Olmedo FEBS Lett, 316:119-
122, 1993

RIP virico, fungico Turner et al, Proc Natl Acad Sci USA
94:3866-3871, 1997

V: PROMOTORES INDUCIBLES POR LUZ DE EJEMPLO

NOMBRE

PATRON DE EXPRESION

REFERENCIA

Arabidopsis Athb-2

Mediante cambios en

relaciones de luz rojo/lejos del rojo

las | Carabelli et al, Proc Natl Acad Sci USA

93:3530-3535

Arabidopsis Athb-4

Luz lejos del rojo

Carabelli et al, Plant J 4:469-479

rbcS de arroz luz Kyozuka et al 1993, Plant Physiol 102:991-
1000

CAB de arroz luz Tada et al 1991, EMBO J 10:1803-1808

Lemna SSU5B (rbcS) Luz roja Rolfe and Tobin 1991, Proc Natl Sci USA
88:2683-2686 Acad

Fragmento del promotor | luzroja Gilmartin and Chua 1990, Mol Cell  Biol

rbcS-3A de guisante

10:5565-5568

Sintasa de glutamina de
guisante GS2

fotorespiracion y luz

Tjaden et al 1995, Plant Physiol 108:1109-
1117
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V: PROMOTORES INDUCIBLES POR LUZ DE EJEMPLO

NOMBRE PATRON DE EXPRESION REFERENCIA

Reductasa de nitrito de frijol | Nitrato y luz Sander et al. 1995, Plant Mol Biol 27:165-177

psbD-psdC de cebada Luz azul/UV-A Christopher and Mullet 1994, Plant Physiol
104:1119-1129

Arabidopsis PHYB Luz lejos del rojo Wester et al 1994, Plant J 5:261-272

mung bean AR2 luz Mizutani and Ohta 1998, Plant Physiol
116:357-367

CAB-M1 de maiz luz/Ca2+ Shiina et al 1997, Plant Physiol 115:477-483

Arabidopsis photolyase luz visible / luz UV Sakamoto et al 1998, DNA Seq 9:335-340

Arabidopsis CHS Luz UV-B/UV-A/azul Hartmann et al 1998, Plant Mol Biol
36:741-754

Arabidopsis Lhcb1*3 luz azul Tilghman et al 1997, Plant Mol  Biol
35:293-302

pea Lhcb1*4 luz azul Tilghman et al 1997, Plant Mol  Biol
35:293-302

Aquellos expertos en la técnica seran conscientes de secuencias promotoras adicionales y secuencias terminadoras
que pueden ser adecuadas para desarrollar la invencién. Dichas secuencias se pueden utilizar facilmente sin la
debida experimentacion.

En el contexto de la presente invencion, "expresion ectdpica” o "sobre-expresion ectdpica" de un gen o una proteina
se confieren a patrones de expresion y/o niveles de expresion de dicho gene o proteina que no ocurre normalmente
bajo condiciones naturales. Se puede lograr expresion ectopica en un ndmero de formas que incluyen ligar
funcionalmente la secuencia codificante que codifica dicha proteina en un promotor homélogo o heterdlogo aislado
con el fin de crear un gen quimérico y/o ligar funcionalmente dicha secuencia codificante en su propio promotor
aislado (es decir el promotor no aislado que dirige naturalmente la expresion de dicha proteina) con el fin de crear
una duplicacién de gen recombinante o efecto de multiplicacion de gen.

Preferiblemente, la secuencia promotora utilizada en el contexto de la presente invencién se vincula funcionalmente
a una secuencia codificante o marco de lectura abierto (ORF) que codifica un HOBBIT o proteina mutante HOBBIT o
un homologo, derivado y/o un fragmento inmunolégicamente activo del mismo como se define supra.

La "regulacion por disminuciéon de la expresion" como se utiliza aqui significa disminuir los niveles de expresion de
gen y/o los niveles de producto de gen activo y/o los niveles de actividad del producto de gen. Las reducciones en la
expresion se puede llevar a cabo por ejemplo mediante la adicion de secuencias codificantes o partes de las mismas
en una orientacion codificante (si que resulta en co-supresién) o en una orientacion anticodificante con relacién a
una secuencia promotora y adicionalmente mediante por ejemplo mutagenia de inserciéon (por ejemplo insercion de
T-ADN o insercion de transposon) o mediante estrategias de inactivaciéon de gen como se describe mediante por
ejemplo Angell and Baulcombe (1998 - W09836083), Lowe et al. (1989 - W09853083), Lederer et al. (1999 -
W09915682) o Wang et al. (1999 - W09953050). Las construcciones genéticas se dirigen a la expresion del gen
inactivo puede tener la secuencia de nucleétidos de dicho gen (o una o mas partes de las mismas) contenidas alli en
una orientacion codificante y/o anticodificante con relacién a la secuencia promotora. Otro método para regular por
disminucion la expresién del gen comprende el uso de ribozimas, por ejemplo como se describe en Atkins et al. 1994
(W09400012), Lenee et al. 1995 (WO09503404), Lutziger et al. 2000 (WOO0000619), Prinsen et al. 1997
(W0O9713865) y Scott et al. 1997 (WO9738116).
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La modulacién, que incluye disminuir, del nivel de productos de gen activos o de actividad de producto de gen se
puede lograr al administrar o exponer las células, tejidos, érganos u organismos para dicho producto de gen, un
homdlogo, analogo, derivado y/o fragmento inmunoldgicamente activo del mismo. La inmunomodulacién es otro
ejemplo de una técnica capaz de regular por disminucion los niveles de producto de gen activo y/o de actividad de
producto de gen y comprende la administracion de o exponer a o expresa anticuerpos en dicho producto de gen a o
en células, tejidos, drganos u organismos en donde los niveles de dicho producto de gen y/o actividad de producto
de gen se modulan. Dichos anticuerpos comprenden anticuerpos”, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos IgG y
anticuerpos de cadena pesada asi como también fragmentos de los mismos.

La modulacion, que incluyen disminucién, el nivel de productos de gen activos o de la actividad del producto de gen
adicionalmente se puede lograr al administrar o exponer las células, tejidos, érganos u organismos a un inhibidor o
activador de dicho producto de gen o la actividad del mismo. Dichos inhibidores o activadores incluyen proteinas
(que comprenden por ejemplo proteinasas y quinasas) y compuestos quimicos identificados de acuerdo con la
presente invencién como se describe supra.

En el contexto de la invencion el término "agonista" se refiere a una sustancia que puede ser un protagonista o un
antagonista, es decir puede tener efectos positivos o negativos, puede ser también un mejorador o un inhibidor o un
modulador.

El término "endoreduplicacion” significa replicacion de ADN actual sin mitosis posterior y citoquinesis. Al manipular el
nivel de endoduplicaciéon uno puede aumentar la capacidad de almacenamiento de, por ejemplo, células de
endospermo.

"Destino celular y/o desarrollo de planta y/o la morfologia de planta y/o bioquimica y/o fisiologia" significan que una o
mas caracteristicas de desarrollo y/o morfoldgicas y/o bioquimicas y/o fisiolégicas de una planta se altera por el
desempefio de una o mas etapas que pertenecen a la invencién descrita aqui.

"Destino celular" se refiere al tipo celular o las caracteristicas celulares de una célula particular que se producen
durante desarrollo de planta o un proceso celular de la misma, en particular durante el ciclo celular o como una
consecuencia de un proceso de ciclo celular.

"Desarrollo de planta" o el término "caracteristica de desarrollo de planta" o término similar, cuando se utiliza aqui,
se tomara que significa cualquier proceso celular de una planta que esta implicada en determinar el destino de
desarrollo de una célula de planta, en particular el tejido especifico o tipo de érgano en el que se desarrollara una
célula progenitora. Los procesos celulares relevantes para el desarrollo de planta se conoceran por aquellos
expertos en la técnica. Dichos procesos incluyen, por ejemplo, morfogenia, fotomorfogenia, desarrollo de brote,
desarrollo de raiz, desarrollo vegetativo, desarrollo reproductivo, elongacion de tallo, florecimiento, y mecanismos
reguladores implicados en determinar el destino celular, en particular un proceso o proceso regulador implicado en el
ciclo celular.

"La morfologia de planta" o el término "caracteristica morfolégica de planta" o término similar, cuando se utiliza aqui,
se entendera por aquellos expertos en la técnica a lo que se refiere a la apariencia externa de una planta, que
incluye una cualquiera o mas caracteristicas estructurales o combinacion de caracteristicas estructurales de la
misma. Dichas caracteristicas estructurales incluyen la forma, tamafio, nimero, posicion, color, textura, disposicion,
y patron de cualquier célula, tejido u 6rgano o grupos de células, tejidos o 6rganos de una planta, que incluyen la
raiz, tallo, hoja, brote, peciolo, tricomas, flor, pétalo, estigma, estilo, estambre, polen, 6vulo, semilla, embriones,
endospermo, recubrimiento de semilla, aleurona, fibra, fruto, cambium, madera, pulpa de madera, parénquima,
aerénquima, elemento de tamiz, floema o tejido vascular, entre otros.

"La bioquimica de la planta" o el término "caracteristica bioquimica de planta" o término similar, cuando se utiliza
aqui, se entendera por aquellos expertos en la técnica en lo que se refiere a los procesos cataliticos y metabdlicos
de una planta, que incluyen metabolismo primario y secundario y los productos de los mismos, que incluyen
cualesquier moléculas pequefias, macromoléculas o compuestos quimicos, tal como pero no limitado a almidones,
azucares, proteinas, péptidos, enzimas, hormonas, factores de crecimiento, moléculas de acido nucleico, celulosas,
hemicelulosas, callosas, lectinas, fibras, pigmentos tal como antocianinas, vitaminas, minerales, micronutrientes, o
macronutrientes, que se producen por plantas.

"La fisiologia de la planta" o el término "caracteristica fisiolédgica de planta" o término similar, cuando se utiliza aqui,
se entendera que se refiere a los procesos funcionales de una planta, que incluyen procesos de desarrollo tal como
crecimiento, expansion y diferenciacion, desarrollo sexual, reproduccién sexual, establecimiento de semilla,
desarrollo de semilla, relleno de grano, reproduccién asexual, divisién celular, latencia, germinacién, adaptacion de
luz, fotosintesis, expansion de hoja, producciéon de fibra, crecimiento secundario o produccion de madera, entre
otros; las respuestas de una planta en factores externamente aplicados tal como metales, quimicos, hormonas,
factores de crecimiento, ambiente y factores de estrés ambiental (por ejemplo anoxia, hipoxia, alta temperatura, baja
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temperatura, deshidratacion, luz, hora del dia, inundacién, sal, metales pesados, entre otros), que incluyen
respuestas adaptivas de plantas a dichos factores aplicados externamente. "Patron" o "formacion de patrones" o
"patron de célula" o términos similares, cuando se utilizan aqui, se entendera como la disposicion espacial de las
células, grupos de células, tejidos u 6rganos de un organismo dentro de este organismo. Preferiblemente, dicho
organismo es una planta. Este proceso estd implicado en influenciar el destino celular, desarrollo de planta, la
morfologia de planta, la bioquimica de la planta y la fisiologia de la planta.

Cuando se utilizan aqui, los términos "dominio" o "regién celular" se entienden como una célula unica o un grupo de
células que tienen colectivamente el mismo destino o que se pueden tratar de tal manera que obtienen dicho
destino. En este contexto "destino" se entiende que tiene el potencial de desarrollar en o haber desarrollado un cierto
tejido, érgano u organismo. La adquisicion de destino puede implicar la ocurrencia de asimetria en una poblacion de
células previamente uniformes.

Un "meristema" es un tejido formador de una planta que se distingue de tejidos permanentes de planta por la
capacidad de las células de meristema de dividir y formar nuevas células. Los meristemas pueden ser apicales, es
decir determinar el eje de raiz de brote vertical de plantas y responsable del crecimiento de brote (meristemas
apicales de brote) o raiz (meristemas apicales de raiz). Los meristemas adicionalmente pueden ser laterales, es
decir determinar la ramificacion horizontal del eje de raiz-brote y responsable del crecimiento de por ejemplo tres
ramas (meristema apical de brote) o raices laterales (meristema apical de raiz). Diversos érganos encuentran su uso
en meristemas. Sin embargo, con "emanacion de érgano” significa la concepcion y desarrollo posterior de un érgano
de un meristema. Los 6rganos bien conocidos que emanan de meristemas vegetativos son por ejemplo hojas. Los
drganos vienen conocidos que emanan de meristemas florales son por ejemplo flores.

Los medios para introducir el ADN recombinante en tejido de planta o células que incluyen, pero no se limitan a,
transformacion utilizando CaCl; y variaciones de los mismos, en particular el método descrito por Hanahan (1983),
absorcion de ADN directa en protoplastos (Krens et al, 1982; Paszkowski et al, 1984), la absorcion mediada por PEG
en protoplastos (Armstrong et al, 1990) bombardeo de microparticulas, electroporacion (Fromm et al., 1985),
microyeccion de ADN (Crossway et al., 1986), bombardeo de microparticulas de explantes de tejido o células
(Christou et al, 1988; Klein et al. 1992), infiltraciéon por vacio de tejido con acido nucleico, o en el caso de plantas,
transferencia mediada por T-ADN de Agrobacterium para el tejido de planta como se describe esencialmente por An
et al.(1985), Dodds et al. (1985), Herrera-Estrella et al. (1983a, 1983b). los métodos para la transformacion de
plantas de monocotiledéneas se conocen bien en la literatura e incluyen transformaciéon mediada por Agrobacferium
(Cheng et al. 1997 - W0O9748814; Hansen 1998 - W09854961, Hiei et al. 1994 - W09400977; Hiei et al. 1998 -
WQ09817813; Rikiishi et al. 1999 - W09904618; Saito et al. 1995 - W0O9506722), bombardeo de microproyectiles
(Adams et al. 1999 - US5969213; Bowen et al. 1998 - US5736369; Chang et al. 1994 - W09413822; Lundquist et al.
1999 - US5874265/ US5990390; Vasil and Vasil 1995 -US5405765; Walker et al. 1999 - US5955362), absorcion de
ADN (Eyal et al. 1993 - W09318168), microinyeccién de células Agrobacterium (von Holt 1994 - DE4309203) y
sonicacion (Finer et al. 1997 - US5693512).

Para el bombardeo de microparticulas de células, una microparticulas se impulsa en una célula para producir una
célula transformada. Se puede utilizar cualquier metodologia de transformacion de célula balistica adecuada y
aparato en desarrollar la presente invencion. Los aparatos y procedimientos de ejemplo se describen pro Stomp et
al. (Patente Estadounidense No. 5122466) y Sanford and Wolf (Patente Estadounidense No. 4945050). Cuando los
procedimientos de transformacion balisticos, la construccion de gen puede incorporar un plasmido capaz de replicar
en la célula que se va a transformar.

Ejemplos de microparticulas adecuados para uso en dichos sistemas incluyen esferas doradas de 1 a 5 mm. La
construccion de ADN se puede depositar en la microparticula mediante cualquier técnica adecuada, tal como
mediante precipitacion.

Se puede regenerar una planta completa de la célula transformada o transfectada, de acuerdo con procedimientos
bien conocidos en la técnica. El tejido de planta capaz de propagacion clonal posterior, si por organogenia o
embriogenia, se puede transformar con una construccion de gen de la presente invencién y una planta completa
regenerada de la misma. El tejido particular seleccionado variara dependiendo de los sistemas de propagacion
clonal disponibles para, y mas adecuados por, las especies particulares que se transforman. Los objetivos de tejido
de ejemplo incluyen discos de hoja, polen, embriones, cotiledéneas, hipocotileddneas, megagametofitos, tejido de
callo, tejido meristematico existente (por ejemplo, meristema apical, yemas axilares, y el meristema de raiz), y el
tejido de meristema inducido (por ejemplo, meristema cotileddén y meristema hipocaotilo).

El término "organogenia", como se utiliza aqui, significa un proceso mediante el cual los brotes y raices se
desarrollan secuencialmente desde los centros meristematicos.

El término "embriogenia", como se utiliza aqui, significa un proceso mediante el cual los brotes y raices se
desarrollan en forma concertada (no secuencialmente), si es de células somaticas o gametos. -
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Preferiblemente, la planta se produce de acuerdo con el método de la invencién se transfecta o transforma con una
secuencia genética, o susceptible a la introduccién de una proteina, mediante cualesquier medios reconocidos en la
técnica, tal como bombardeo de microproyectiles, microinyeccion, transformacion mediada por Agrobacterium (que
incluyen el método de transformacion de ’inmersion de flor’; Bechtold and Pelletier 1998, Trieu et al. 2000), fusién de
protoplasto, o electroporacion, entre otros. Mas preferiblemente dicha planta se produce mediante transformacion
mediada por Agrobacterium.

La transformacion mediada por Agrobacterium o transformacion agrolistica de plantas, levadura, moho u hongos
filamentosos se base en la transferencia de parte de las secuencias del vector de transformacion, denominado como
T-ADN, al nucleo y en la integracién de dicho T-ADN en el genoma de dicho eucariote.

"Agrobacterium" significa un miembro de Agrobacteriaceae, mas preferiblemente Agrobacterium o Rhizobacterium y
mas preferiblemente Agrobacterium tumefaciens.

"T-ADN", o ADN transferido, significa que parte del vector de transformacién flanqueado por los limites de T-ADN es
decir, después de la activacion de los genes Agrobacterium vir, mellado en los limites de T-ADN y se transfiere como
un ADN de hebra sencilla al nucleo en una célula eucaridtica.

Cuando se utilizan aqui, con "limites de T-ADN", "region limite de T-ADN", o "region limite" significan el limite de T-
ADN derecho (RB) o el limite de T-ADN izquierdo (LB). Dicho limite comprende una secuencia nucleo flanqueada
por una regioén interna limite como parte del limite de flanqueo de T-ADN y/o una region externa limite como parte
del limite de flanqueo de estructura principal del vector. Las secuencias nucleo comprende 22 bp en el caso de
vectores tipo octopina y 25 bp en el caso de vectores tipo nopalina. Las secuencias nucleo en la region limite
derecha y la region limite izquierda forman repeticiones imperfectas. Las secuencias nucleo limite son
indispensables para el reconocimiento y procesamiento mediante el complejo de mellado de Agrobacterium que
consiste de por lo menos VirD1 y VirD2. Las secuencias nucleo que flanquean un T-ADN son suficientes para
promover la transferencia de dicho T-ADN. Sin embargo, es baja la eficiencia de transformacion utilizando vectores
de transformacién que llevan Unicamente el T-ADN flanqueado por dichas secuencias nucleo. Se sabe que las
regiones externas e internas limite modulan la eficiencia de transferencia de T-ADN (Wang et al. 1987). Un elemento
que mejora la transferencia de T-ADN se ha caracterizado y reside en la region externa de limite derecho y se
denomina saturacion (Peralta et al. 1986, van Haaren et al. 1987).

"Vector de transformacion de T-ADN" o "vector de T-ADN" significa cualquier vector que abarca una secuencia de T-
ADN flanqueada por el limite de T-DNA derecho e izquierdo que consiste de por lo menos las secuencias nucleo de
limite derecho e izquierdo, respectivamente, y se utilizan para transformacién de cualquier células eucarittica.

"Secuencia de estructura principal de vector de T-ADN" o "Secuencias de estructura principal de vector de T-ADN"
significa todo el ADN de un vector que contiene T-ADN que se encuentra fuera de los limites de T-ADN y, mas
especificamente, fuera de los sitios de mellado de las repeticiones imperfectas de nucleo limite.

La presente invencion incluye vectores de T-ADN optimizados de tal manera que la integracion de estructura
principal de vector en el genoma de una célula eucaridtica se minimiza o esta ausente. "Vector de T-ADN
optimizado" significa un vector de T-ADN disefiado para reducir o abolir la transferencia de secuencias de estructura
principal de vector en el genoma de una célula eucaridtica. Dichos vectores de T-ADN se conocen por ser familiares
con la técnica e incluyen aquellos descritos por Hanson et al. (1999) y por Stuiver et al. (1999 - W0O9901563).

La especificacion describe la inclusion de una secuencia de ADN que codifica un HOBBIT o proteina mutante
HOBBIT, homélogo, derivado o fragmento inmunolégicamente activo del mismo como se define supra, en cualquier
vector de T-ADN que comprende vectores de transformacion binarios, vectores de transformacion super-binarios,
vectores de transformacioén co-integrados, vectores de transformacion derivados de Ri asi como también en vectores
que llevan T-ADN utilizados en transformacién agrolistica.

"Vector de transformacién binario" significa un vector de transformacion de T-ADN que comprende por o menos un
gen de interés y/o por lo menos un marcador seleccionable activo en la célula eucariética que se va a transformar; y
una regién de estructura principal de vector que comprende por lo menos origines de replicacién activa en E. coli y
Agrobacterium y marcadores para seleccion en E. coli y Agrobacterium. Alternativamente, la replicacion del vector de
transformacion binario en Agrobacterium es dependiente de la presencia de un plasmido auxiliar separado. El vector
binario pGreen y el plasmido auxiliar pSoup forman un ejemplo de dicho como se describe en por ejemplo Hellens et
al. (2000), Plant Mol. Biol. 42, 819-832, o como esta disponible en el sitio de internet http://www.pgreen.ac.uk.

Los limites de T-ADN de un vector de transformacion binario se pueden derivar de plasmidos Ti tipo nopalina o tipo
octopina o de ambos. EI T-ADN de un vector binario solo se transfiere a una célula eucariética en conjunto con un
plasmido auxiliar. También se conocen en la técnica multiples cepas de vector binario Agrobacterium para co-
transformacion eficiente de las plantas (Bidney and Scelonge 2000 - WO0018939).
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"Plasmido auxiliar" significa un plasmido que se mantiene establemente en Agrobacterium y por lo menos se lleva a
cabo para la configuracion de genes vir necesarios para permitir la transferencia del T-ADN. Dicha configuracion de
genes vir se puede derivar de plasmidos Ti tipo octopina o tipo nopalina o de ambos.

"Vector de transformacién super-binario" significa un vector de transformacién binario adicionalmente llevado en la
region de estructura principal de vector de una regién vir del plasmido Ti pTiBo542 de la cepa super-virulenta A.
tumefaciens A281 (Hiei et al. 1994 - EP0604662, Hiei et al. 1995 - EP0687730). Se utilizan vectores de
transformacion super-binarios en conjunto con un plasmido auxiliar.

"Vector de transformacion co-integrado" significa un vector T-ADN por lo menos que comprende:

(a) una region T-ADN que comprende por lo menos un gen de interés y/o por lo menos un marcador seleccionable
activo en plantas; y

(b) una region de estructura principal de vector que comprende por lo menos origenes de replicacion activos en
Escherichia coli y Agrobacterium, y marcadores para seleccién en E. coli y Agrobacterium, y un conjunto de genes
vir necesarios para permitir la transferencia del T-ADN.

Los limites de T-ADN y dicho conjunto de genes vir de dicho vector de T-ADN se puede derivada de plasmidos Ti
tipo octopina o nopalina o de ambos.

“Vector de transformacion de planta derivado de Ri” significa un vector de transformacién binario en el que los limites
de T-ADN se derivan de un plasmido Ti y dicho vector de transformacién binario se utiliza en conjunto con un
plasmido Ri auxiliar que lleva el conjunto necesario de genes vir.

Como se utiliza aqui, el término "gen marcador seleccionable" o "marcador seleccionable” o "marcador para
selecciéon" incluye cualquier gen que confiere un fenotipo en una célula en el que se expresa pera facilitar la
identificacion y/o seleccion de células que se transfectan o transforman con una construccioén de gen de la invencion
0 a derivado de la misma. Los genes marcadores seleccionables adecuados contemplados aqui incluyen el gen de
resistencia a ampicilina (Ampr), gen de resistencia a tetraciclina (Tcr), gen de resistencia a canamicina bacteriano
(Kanr), gen de resistencia a fosfinotricina, gen de fosfotransferasa a neomicina (nptll), gen de resistencia a
higromicina, gen B-glucuronidasa (GUS), gen cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), gen de proteina fluorescente
verde (gfp) (Haseloff et al, 1997), y gen luciferasa, entre otros. "Agrolisticos", "transformacion agrolistica" o
"transferencia agrolistica" significa aqui un método de transformacion que combina caracteristicas de transformacién
mediada por Agrobacterium y de suministro de ADN biolistico. Como tal, un plasmido objetivo que contiene T-ADN
se cosuministra con ADN/ARN que permite la produccién planta de VirD1 y VirD2 con o sin VirE2 (Hansen and
Chilton 1996; Hansen et al. 1997; Hansen and Chilton 1997 - W0O9712046).

La presente invencion describe adicionalmente un método para retirar de las células transformadas una secuencia
de ADN externa integrada establemente mediante recombinacién que implica una recombinasa y sitios de
recombinacion.

"ADN externo" significa cualquier secuencia de ADN que se introduce en el genoma del anfitrion mediante técnicas
recombinantes. Dicho ADN externo incluye por ejemplo una secuencia de T-ADN o una parte de la misma tal como
la secuencia de T-ADN que comprende el marcador seleccionable en un formato que se puede expresar. El ADN
externo adicionalmente incluye intervenir las secuencias de ADN como se define supra. "Evento de recombinacion”
significa un evento de recombinacion especifico de sitio o un evento de recombinacion efectuado por un ’salto’ de
transposon.

"Recombinasa" significa una recombinasa especifica de sitio o0 una transposasa.
"Sitio de recombinacién” significa sitio de recombinacion especifico de sitio o secuencias limite de transposon.

con "evento de recombinacion especifico de sitio" significa un evento catalizado por un sistema que consiste de
manera general de tres elementos: un par de secuencias de ADN (las secuencias o sitios de recombinacion
especificos de sitio) y una enzima especifica (la recombinasa especifica de sitio).

La recombinasa especifica de sitio cataliza una reaccion de recombinacion solo entre dos secuencias de
recombinacién especificas de sitio dependiendo de la orientacion de las secuencias de recombinacion especificas
de sitio. Las secuencias que intervienen entre dos sitios de recombinacién especificos de sitio se invertiran en la
presencia de la recombinasa especifica de sitio cuando las secuencias de recombinacién especificas de sitio se
orientan en direcciones opuestas con relacion entre si (es decir repeticiones invertidas). Si las secuencias de
recombinacién especificas de sitio se orientan en la misma direccién con relacion entre si (es decir repeticiones
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directas), entonces se eliminaran cualesquiera secuencias que intervienen luego de la interaccién con la
recombinasa especifica de sitio. Sin embargo, si las secuencias de recombinacidon especificas de sitio estan
presentes como repeticiones directas en ambos extremos de una secuencia de ADN externa integrada en un
genoma eucariotico, dicha integracion de dichas se puede reversar posteriormente mediante la interaccion de las
secuencias de recombinacién especificas de sitio con la recombinasa especifica de sitio correspondiente.

Se puede utilizar un numero de diferentes sistemas de recombinasa especificos de sitio que incluyen pero no se
limitan al sistema Cre/lox de bacteriéfago P1, el sistema FLP/FRT de levadura, la recombinasa Gin de fago Mu, la
recombinasa Pin de E. coli, PinB, PinD y PinF de Shigella, y el sistema R/RS de Zygosaccharomyces rouxii. Las
recombinasas de manera general son integrasas, resolvasas o flippasas. También se pueden utilizar recombinasas
especificas duales en conjunto con repeticiones directas e indirectas de dos sitios diferentes de recombinacién
especificos de sitio que corresponden la recombinasa especifica dual (Baszczynski et al. 1999 - W09925840). Los
sistemas de recombinasa especificos de sitio preferidos son el bacteriéfago P1 Cre/lox, los sistemas FLP/FRT de
levadura y Z. rouxii R/RS. En estos sistemas una recombinasa (Cre, FLP o R) interactia especificamente con su
respectiva secuencia de recombinacion especifica de sitio (lox, FRT, o RS respectivamente) para invertir o cortar las
secuencias que intervienen. Las secuencias de recombinacion especificas de sitio para cada uno de estos dos
sistemas son relativamente cortas (34 bp para lox y 47 bp para FRT). Algunos de estos sistemas ya se han utilizado
con alta eficiencia en plantas tal como tabaco (Dale et al. 1990, Onouchi et al. 1991, Sugita et al. 2000) y
Arabidopsis (Osborne et al. 1995, Onouchi et al. 1995). Los sistemas de recombinacién especificos de sitio tienen
muchas aplicaciones en biologia de molecular planta que incluyen métodos para el control de recombinacion
homdloga (por ejemplo Hodges et al. 1996 - US5527695), para inserciéon dirigida, apilamiento de genes, etc.
(Baszczynski et al. 1999 - W09925821) y para resoluciéon de patrones de integracion de T-ADN complejos o para el
corte de un marcador seleccionable (Ow et al. 1999 - W(09923202).

Aunque las secuencias de recombinacion especificas de sitio se pueden ligar en los extremos del ADN que se van a
cortar o se invierten, el gen que codifica la recombinasa especifica de sitio se puede ubicar en cualquier parte. Por
ejemplo, el gen de recombinasa ya puede estar presente en el ADN de eucariote 0 se puede suministrar por un
fragmento de ADN introducido finalmente ya sea introducido directamente en las células, a través de cruce o a
través de polinacidon cruzada. Alternativamente, se puede introducir una proteina recombinasa sustancialmente
purificada directamente en la célula eucaridtica, por ejemplo mediante micro-inyeccion o bombardeo de particulas.
Normalmente, la regiéon codificante de recombinasa especifica de sitio se ligara funcionalmente a las secuencias
reguladoras que permiten la expresion de la recombinasa especifica de sitio en la célula eucariética.

"Evento de recombinacion efectuado por salto de transposén" o "recombinacion mediada por transposasa" significa
un evento de recombinacion catalizado por un sistema que consiste de tres elementos: un par de secuencias de
ADN (las secuencias limite de transposoén) y una enzima especifica (la transposasa). La transposasa cataliza una
reaccion de recombinacion solo entre dos secuencias limite de transposén que estan dispuestas como repeticiones
invertidas.

Se puede utilizar un numero de diferentes sistemas de transposén/transposasa que incluye pero no se limita al
sistema Ds/Ac, el sistema Spm vy el sistema Mu. Estos sistemas se originan de maiz pero se ha mostrado que por lo
menos el sistema Ds/Ac y Spm también funciona en otras plantas (Fedoroff et al. 1993, Schlappi et al. 1993, Van
Sluys et al. 1987). Se prefieren los transposones tipo Ds y Spm que se delinean por las secuencias limite 11 bp-y 13
bp, respectivamente.

Aunque las secuencias limite de transposoén se puede ligar a los extremos de ADN que se cortan, el gen que codifica
la transposasa se puede ubicar en cualquier parte. Por ejemplo, el gen de recombinasa ya puede estar presente en
ADN de eucarioto o se puede suministrar por un fragmento de ADN finalmente introducido ya sea introducido
directamente en las células, a través del cruce o a través de polinacion cruzada. Alternativamente, se puede
introducir una proteina transposasa sustancialmente purificada directamente en las células, por ejemplo mediante
microinyecciéon o bombardeo de particulas. Como parte de la presente invencion, las secuencias limite de
transposon se incluyen en una secuencia de ADN externa de tal manera que se encuentran fuera de dicha
secuencia de ADN y transforma dicho ADN en una entidad similar a transposén que se puede mover mediante la
accion de una transposasa.

Los transposones frecuentemente se reintegran en otro locus del genoma del anfitrion, puede ser necesaria la
segregacion de la progenie de los anfitriones en los que la transposasa se deja actuar para separar los anfitriones
transformados que contienen por ejemplo solo la huella de transposén y anfitriones transformados que aun
contienen el ADN externo.

En el desarrollo de la presente invencion, el elemento genético se induce preferiblemente para movilizar, tal como,
por ejemplo, mediante la expresion de una proteina recombinasa en el que pone en contacto el sitio de integracion
del elemento genético y facilita un evento de recombinacion alli, cortando el elemento genético completamente, o
alternativamente, dividiendo una "huella", de manera general de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud o mas,
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en el sitio de integracion original. Aquellos anfitriones y partes anfitrionas que se han producido de acuerdo con el
método de la invencién se pueden identificar mediante hibridacion de acido nucleico estandar y/o técnicas de
amplificacion para detectar la presencia del elemento genético movilizable o una construccion genética que
comprende la misma. Alternativamente, en el caso de células anfitrionas transformadas, tejidos, y anfitriones en
donde el elemento genético movilizable se ha costado, es posible detectar una huella en el genoma del anfitrion que
se ha dejado luego del evento de corte, utilizando dichas técnicas. Como se utiliza aqui, el término "huella" se
tomara como se refiere a cualquier derivado de un elemento genético movilizable o construccion de gen que
comprende el mismo como se describe aqui que se produce mediante corte, eliminaciéon u otro retiro del elemento
genético movilizable del genoma de una célula transformada previamente con dicha construccién genética. Una
huella de manera general comprende por lo menos una copia Unica del locus de recombinaciéon o transposoén
utilizado para promover el corte. Sin embargo, una huella puede comprender secuencias adicionales derivadas de la
construccién genética, por ejemplo secuencia de nucleétidos derivada de la secuencia limite izquierda, la secuencia
limite derecha, origen de replicacién, secuencia que codifica la transposasa o que codifica la recombinasa si se
utiliza, o otras secuencias de nucledtidos derivadas de vector. De acuerdo con lo anterior, una huella es identificable
de acuerdo con la secuencia de nucleétidos del locus de recombinacion o transposén de la construccion genética
utilizada, tal como, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que corresponde o es complementaria a un sitio lox,
sitio frt o sitio RS. El término "ciclo celular" significa los eventos estructurales y bioquimicos ciclicos asociados con el
crecimiento y con la division de las células, y en particular con la regulaciéon de la replicacion de ADN y mitosis. El
ciclo celular incluye las fases denominadas: GO, Gap1 (G1), sintesis de ADN (S), Gap2 (G2), y mitosis (M).
Normalmente estas cuatro fases ocurren secuencialmente, sin embargo, el ciclo celular también incluye ciclos
modificados en donde una o mas fases estan ausentes lo que resulta en ciclo celular modificado tal como
endomitosis, acitoquinesis, poliploidia, politenia, y endoreduplicacion.

El término "proteina que interactia con el ciclo celular", " proteina de ciclo celular " o " proteina de control de ciclo
celular" como se denota aqui significa una proteina que ejerce control en o regula o si se requiere para el ciclo
celular o parte del mismo de una célula, tejido, drgano u organismo completo y/o replicaciéon de ADN. Esto también
puede ser capaz de unir a, regular o estar regulado por quinasas dependientes de ciclina o sus subunidades. El
término también incluye péptidos, polipéptidos, fragmentos, variantes, homdlogos, alelos o precursores (por ejemplo
preproproteinas o preproteinas) de los mismos.

Las proteinas de control de ciclo celular y su funcion en regular el ciclo celular de organismos eucaritticos se revisan
en detalle por John (1981) y documentos que contribuyen alli (Norbury and Nurse 1992; Nurse 1990; Ormrod and
Francis 1993) y documentos que contribuyen alli (Doerner et al. 1996; Elledge 1996; Francis and Halford 1995;
Francis et al. 1998; Hirt et al. 1991; Mironov et al. 1999).

El término "genes de control de ciclo celular control" se refiere a cualquier gen o mutante del mismo que ejerce
control en o se requieren para: sintesis de ADN cromosdémico y para mitosis (banda preprofase, envoltura nuclear,
formacion de huso, condensacién de cromosoma, segregacion de cromosoma, formacion de nuevos nucleos,
formacion de fragmoplasto, duplicacion de centro que organiza el microtubulo, etc.) meiosis, citoquinesis,
crecimiento celular, endoreduplicacion, genes que controlan el ciclo celular también todos los genes que ejercen
control en los anteriores: homdlogos de CDK, ciclinas, E2F, Rb, CKI, Ck, y también cualesquiera genes que
interfieren con los anteriores, ciclina D, cdc25, Wee1, Nim1, quinasas MAP, etc.

Mas especificamente, los genes que controlan el ciclo celular son todos los genes implicados en el control de
entrada y la progresion a través de la fase S. Estos incluyen, no exclusivamente, genes que expresan "proteinas de
control de ciclo celular" tal como quinasas dependientes de ciclina (CDK), inhibidores de quinasa dependiente de
ciclina (CKIl), ciclinas D, E y A, E2F y factores de transcripcion DP, proteinas de bolsillo, quinasa CDC7/DBF4,
CDC6, MCM2-7, proteinas Orc, cdc45, componentes de ligasa ubiquitina SCF, PCNA, ADN-polimerasa.

El término "proteina de control de ciclo celular" incluye ciclinas A, B, C, D y E que incluyen CYCA1;1, CYCA2;1,
CYCA3;1, CYCB1;1, CYCB1;2, CYC B2;2, CYCD1;1, CYCD2;1, CYCD3;1, y CYCD4;1 (Evans et al. 1983; Francis et
al. 1998; Labbe et al. 1989; Murray and Kirschner 1989; Renaudin et al. 1996; Soni et al. 1995; Sorrell et al. 1999;
Swenson et al. 1986) proteinas de inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CKI) tal como ICK1 (Wang et al.
1997), FL39, FL66, FL67 (PCT/EP98/05895), Sic1, Far1, Rum1, p21, p27, p57, p16, p15, p18, p19 (Elledge 1996;
Pines 1995), p14 y p14ARF; p13suc1 o CKS1At (De Veylder et al. 1997;Hayles y Nurse 1986) y nim-1 (Russell and
Nurse 1987a; Russell and Nurse 1987b; Fantes 1989; Russell and Nurse 1986; Russell and Nurse 1987a; Russell
and Nurse 1987b) homologos de Cdc2 tal como Cdc2MsB (Hirt et al. 1993) quinasa .CdcMs (Bogre et al. 1997)
fosfatasas cdc2 T14Y15 tal como fosfatasa de proteina Cdc25 o p80cdc25 (Bell et al. 1993; Elledge 1996; Kumagai
and Dunphy 1991; Russell and Nurse 1986) y Pyp3 (Elledge 1996) proteina quinasa cdc2 o p34cdc2 (Colasanti et al.
1991; Feiler and Jacobs 1990; Hirt et al. 1991; John et al. 1989; Lee and Nurse 1987; Nurse and Bissett 1981;
Ormrod and Francis 1993) proteina quinasa cdc2a (Hemerly et al. 1993) quinasas cdc2 T14Y15 tal como wee1l o
p107wee1 (Elledge 1996; Russell and Nurse 1986; Russell and Nurse 1987a; Russell and Nurse 1987b; Sun et al.
1999) mik1 (Lundgren et al. 1991) y myt1 (Elledge 1996); quinasas cdc2 T161 tal como Cak y Civ (Elledge 1996);
fosfatasas cdc2 T161 al como Kap1 (Elledge 1996); proteina quinasa cdc28 o p34cdc28 (Nasmyth 1993; Reed et al.
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1985) p40MO15 (Fesquet et al. 1993; Poon et al. 1993) quinasa chk1 (Zeng et al. 1998) quinasa cds1 (Zeng et al.
1998) quinasa H1 asociada con crecimiento (Labbe et al. 1989; Lake and Salzman 1972; Langan 1978; Zeng et al.
1998) quinasas MAP descritas por (Binarova et al. 1998; Bogre et al. 1999; Calderini et al. 1998; Wilson et al. 1999).

Otras proteinas de control de ciclo celular que estan implicadas en la entrada mediada por ciclina D en G1 de GO
incluyen pRb (Xie et al. 1996; Huntley et al. 1998) E2F, RIP, MCM7 y potencialmente proteinas como pRb p107 y
p130.

Otras proteinas de control de ciclo celular que estan implicadas en la formacidon de un complejo pre-replicativo en
uno o mas origenes de replicacion, tal como, pero no limitado a, proteinas ORC, CDC6, CDC14, RPAy MCM o en la
regulacion de la formacién de este complejo pre-replicativo, tal como, pero no limitado a, las proteinas CDC7, DBF4
y MBF.

Para el actual propdsito, el término "proteina de control de ciclo celular" se considerara ademas que incluye una
cualquiera o mas de aquellas proteinas que estan implicadas en el recambio de cualquier otra proteina de control de
ciclo celular, o en regular la vida util de dicha otra proteina de control de ciclo celular. El término "recambio de
proteina" incluye todas las modificaciones bioquimicas de una proteina que conduce al retiro fisico o funcional de
dicha proteina. Aunque no esté limitado a esto, ejemplos de dichas modificaciones son fosforilacion, ubiquitinacion y
protedlisis. Las proteinas particularmente preferidas que estan implicadas en la protedlisis de una o mas de otra
cualquiera de las proteina de control de ciclo celular mencionadas anteriormente incluyen las proteinas derivadas de
levadura y derivadas de animal, Skp1, Skp2, Rub1, Cdc20, cullins, CDC23, CDC27, CDC16, y homdlogos derivados
de planta de los mismos (Cohen-Fix and Koshland 1997; Hochstrasser 1998; Krek 1998; Lisztwan et al. 1998) y
Plesse et al in (Francis et al. 1998)).

Para el actual propésito, el término "genes que controlan el ciclo celular" adicionalmente se tomaran por incluir uno
cualquiera o mas de aquellos genes que estan implicados en la regulacién transcripcional de expresion de gen que
controla el ciclo celular tal como factores de transcripcién y proteinas de sefial en la direccion 5°. No se excluyen los
genes adicionales que controlan el ciclo celular.

Para el actual proposito, el término "genes que controlan el ciclo celular" adicionalmente se tomaran por incluir
cualquier gen de control del ciclo celular o mutante del mismo, que se efectia mediante sefales ambientales tal
como por ejemplo estrés, nutrientes, patdgenos, o mediante sefiales intrinsecas tal como los mitégenos de animal u
hormonas de planta (auxinas, citoquinas, etileno, acido gibberélico, acido abscisico y brasinoesteroides).

El término "la progresion del ciclo celular" se refiere al proceso de pasar a través de diferentes fases del ciclo celular.
El término "indice de progresion del ciclo celular" de acuerdo con lo anterior se refiere a la velocidad en la que se
realizan dichas fases de ciclo celular o el tiempo requerido para completar dichas fases de ciclo celular.

"Ensayo de dos hibridos de levadura" significa un ensayo que se basa en la observacién de que muchos factores de
transcripcion eucarioticos comprenden dos dominios, un dominio de unién de ADN (DB) y un dominio de activacion
(AD) que, cuando se separa fisicamente (es decir la interrupcién del enlace covalente) no efectua la expresion del
gen objetivo. Dos proteinas permiten interactuar fisicamente con una de dichas proteinas fusionadas a DB y la otra
de dichas proteinas fusionada a AD reunira los dominios DB y AD del factor de transcripcién que resulta en
expresion del gen objetivo. El gen objetivo en el ensayo de dos hibridos de levadura es usualmente un gen indicador
tal como el gen B-galactosidasa. La interaccion entre los patrones de proteina en el ensayo de dos hibridos de
levadura asi se puede cuantificar al medir la actividad del producto de gen indicador (Bartel and Fields 1997).
Alternativamente, se puede utilizar un sistema de dos hibridos de mamifero que incluye por ejemplo un gen
indicador que codifica la proteina fluorescente verde quimérica (Shioda et al. 2000). Todavia otra alternativa consiste
de un sistema de dos hibridos bacteriano utilizando por ejemplo HIS como gen indicador (Joung et al. 2000).

El término "fragmento de una secuencia" o "parte de una secuencia" significa una secuencia truncada de la
secuencia original denominada. La secuencia truncada (secuencia de &cidos nucleicos o proteinas) puede variar
ampliamente de longitud; el tamafio minimo es una secuencia de suficiente tamafio para proporcionar una secuencia
con por lo menos una funcién comparable y/o actividad o la secuencia original denominada, mientras que el tamafio
maximo no es critico. En algunas aplicaciones, el tamafio maximo usualmente no es sustancialmente mayor que
aquel requerido para proporcionar la actividad deseada y/o las funciones de la secuencia original. Normalmente, la
secuencia de aminoacidos o secuencia de nucledtidos truncada variara de aproximadamente 5 a aproximadamente
60 aminoacidos de longitud. Mas tipicamente, sin embargo, la secuencia tendra un maximo de 50 aminoacidos de
longitud, preferiblemente un maximo de aproximadamente 60 aminoacidos. Es usualmente deseable seleccionar
secuencias de por lo menos aproximadamente 10, 12 o 15 aminoacidos o nucleétidos, up to un maximo de
aproximadamente 20 o 25 aminoacidos o nucledtidos.

Adicionalmente, las simulaciones de plegado y el redisefio de ordenador de motivos estructurales de la proteina de
la invencion se puede realizar utilizando programas de ordenador (Olszewski et a1.1996, Hoffman et al. 1995). El
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modelamiento de ordenador de plegado de proteina se puede utilizar para el analisis conformacional y energético de
modelos de péptido y proteina detallados (Monge et al. 1995, Renouf et al. 1995). En particular, se pueden utilizar
programas apropiados para la identificacion de sitios interactivos de la proteina HOBBIT vy la proteina que interactua
con HOBBIT mediante busquedas asistenciales de ordenador para las secuencias complementarias de péptido
(Fassina and Melli 1994). Los sistemas de ordenador apropiados adicionales para el disefio de la proteina y los
péptidos se describen en la técnica anterior, por ejemplo en Berry and Brenner (1994), Wodak (1987), Pabo and
Suchanek (1986). Los resultados obtenidos forman el analisis de ordenador descrito anteriormente se pueden utilizar
para, por ejemplo la preparaciéon de imitadores de péptido de la proteina de la invencidon o fragmentos de los
mismos. Dichos analogos de seudopéptido de la secuencia de aminoacidos natural de la proteina pueden imitar muy
eficientemente la proteina progenitora (Benkirane et al. 1996). Por ejemplo, la incorporaciéon de residuos de
aminoacido w aquirales facilmente disponibles en una proteina de la invencién o un fragmento de la misma resulta
en la sustitucién de enlaces amino por unidades polimetileno de una cadena alifatica, por lo que se proporciona una
estrategia conveniente para la construccién de un imitador de péptido (Banerjee et al. 1996). Los analogos de
imitador de péptido superactivos de hormonas de péptido pequefias en otros sistemas se describen en la técnica
anterior (Zhang et al. 1996). Los imitadores de péptido apropiados de la proteina de la presente invencién también
se pueden identificar mediante la sintesis de colecciones combinatorias imitadoras de péptido a través de alquilacion
de amina sucesiva y prueba de los compuestos resultantes, por ejemplo, para su union, las propiedades inhibidoras
de quinasa y/o inmunoldgicas. Los métodos para la generacion y uso de colecciones combinatorias de imitadores de
péptido se describen en la técnica anterior, por ejemplo en Ostresh et al. (1996) y Domer et al. (1996).

Adicionalmente, se puede utilizar una estructura tridimensional y/o cristalografica de la proteina de la invencion para
el disefio de inhibidores de imitadores de péptido de la actividad bioldgica de la proteina de la invencion (Rose et al.
1996, Ruterber et al. 1996).

Los compuestos que se van a obtener o identificar en los métodos de la invenciéon pueden ser compuestos que son
capaces de unirse a cualquiera de los acidos nucleicos, péptidos o proteinas de la invencion. Otros compuestos
interesantes que se van a identificar son compuestos que modulan la expresién de los genes o las proteinas de la
invencion de tal forma que se mejora o reduce la expresion de dicho gen o proteina mediante la acciéon de dicho
compuesto. Alternativamente el compuesto puede ejercer su accion al mejorar o reducir directamente o
indirectamente la actividad de cualquiera de la proteinas de la invencion.

Dicho compuesto o pluralidad de compuestos puede estar comprendido, por ejemplo, muestras, por ejemplo,
extractos celulares de, por ejemplo, plantas, animales o microorganismos. Adicionalmente, dichos compuestos se
pueden conocer en la técnica pero hasta ahora no se sabe que son capaces de suprimir o activar las proteinas que
interactdan con el ciclo celular. La mezcla de reaccién puede ser un extracto libre de célula que puede comprender
una célula o cultivo de tejido. Las configuraciones adecuadas para el método se conocen por la persona experta en
la técnica y, por ejemplo, se describen de manera general en Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, tercera
edicion (1994), en particular Capitulo 17. La pluralidad de compuestos, por ejemplo, se puede agregar a la mezcla
de reaccion, medio de cultivo o se inyectan dentro de la célula.

Si se describe una muestra que contiene un compuesto o una pluralidad de compuestos, entonces es posible aislar
el compuesto que forma la muestra original identificado que contiene el compuesto capaz de actuar como un
agonista, uno puede subdividir adicionalmente la muestra original, por ejemplo, si consiste de una pluralidad de
diferentes compuestos, con el fin de reducir el nimero de diferente sustancias por muestra y repetir el método con
las subdivisiones de la muestra original. Dependiendo de la complejidad de las muestras, las etapas descritas
anteriormente se pueden realizar varias veces, preferiblemente hasta la muestra identificada de acuerdo con el
método de la invencion solo comprende un nimero limitado de o solo una sustancia. Preferiblemente dicha muestra
comprende sustancias o quimicos similares y/o propiedades fisicas, y mas preferiblemente dichas sustancias son
idénticas. Preferiblemente, el compuesto identificado de acuerdo con el método descrito anteriormente o su derivado
se formula adicionalmente en una forma adecuada para la aplicacion en siembra de planta o célula de planta y
cultivo de tejido.

La invencién, ahora se describe de manera general, se entendera facilmente mediante referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen Unicamente para propositos de ilustracion de ciertos aspectos y realizaciones de la
presente invencién y no pretenden limitar la invencion.

Leyendas de las figuras
Figura 1. Caracteristicas fenotipicas de plantulas Arabidopsis thaliana mutantes de hobbit (hbt).

El fenotipo de plantula hobbit muestra que el gen HOBBIT (HBT) se requiere para la division celular post-
embriogénica en el meristema de raiz y en los meristemas apicales de brote. Los alelos fuertes carecen de division
celular en el meristema de raiz de la etapa clave del inicio de embriogenia. La apariencia de las plantulas 7 dias
después de germinacion en 0,8 % plantagar se muestra (A) una planta A. thaliana tipo natural (ecotipo Columbia-O;
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Col-0), (B) una plantula hbt2311 A. thaliana homocigoto mutante (Col-O), (C) una plantula hbPGII-24/1 A. thaliana
homocigoto mutante (ecotipo Landsberg erecta; Ler), y (D) una plantula hbte56 A. thaliana mutante (ecotipo Col-O).
Los mutantes se muestran en 4 x de magnificacién con relacion a la plantula tipo natural (Willemsen et al. 1998).

Figura 2. Expresion de gen marcador de caliptra de raiz y caliptra de raiz lateral.

La punta de raiz distal de Arabidopsis contiene tipos de células especializados tal como aquellos que construyen el
capilar de raiz de columnela o el capilar de raiz lateral. Estos tipos de células no se especifican en plantulas hbt, lo
que demuestra que la actividad de gen HBT se requiere para la especificacion del destino celular en la punta de raiz
distal. Se ilustran la expresién del gen marcador especifico caliptra de raiz que comprende el promotor 35S::B2
vinculado funcionalmente al marcador GUS (A, C) y la expresion del gen marcador especifico caliptra de raiz lateral
que comprende el promotor LRC244 vinculado funcionalmente al marcador GUS (B, D). Las raices A. thaliana tipo
natural (ecotipo Col-O) se muestran en (A) y (B), la punta de raiz de una plantula hbr2311 A. thaliana homozigota
mutante se describe en (C) y (D) (Willemsen et al: 1998). El capilar de raiz se tifie abundantemente en (A) y las
flechas (B) apuntan a las capas de células de caliptra de raiz lateral que expresan GUS. No es evidente tefiido GUS
en (C) y (D). La barra representa aproximadamente 45 mm.

Figura 3. Expresion de gen marcador caliptra de raiz ectdpica y formacion de capilar de raiz ectdpica en plantulas A.
thaliana de mutante hbt.

Los cambios post-embriogénicos en el patron de expresion de gen y la identidad celular en la epidermis demuestran
que el gen HBT se requiere para la determinacion de destino celular en tipos celulares de no raiz. Esto se ilustra por
la expresion del marcador caliptra de raiz (35S::B2 vinculado funcionalmente a GUS) no solo en el capilar de raiz
sino también ectopicamente en el hipocotilo y las cotiledéneas (A) de plantulas hbt2311 A. thaliana mutantes, y
mediante la formacién de capilares de raiz ectopicas en el hipocotilo de las plantulas hbt2311 A. thaliana mutantes
que crecen en la oscuridad (B).

Figura 4. Centro inactivo y expresion de gen de marcador de endodermis de raiz.

La punta de raiz de Arabidopsis contiene tipos celulares especializados tal como aquellos que construyen el centro
inactivo (QC) o la endodermis. El QC no se especifica en plantulas hbt, lo que demuestra que se requiere actividad
del gen HBT para especificacion de las células QC en la punta de raiz. Se ilustran la expresion del gen marcador
especifico QC que comprende el promotor QC46 vinculado funcionalmente al marcador GUS (A, C) y la expresion
del gen marcador de endodermis de raiz que comprende el promotor SCARECROW (SCR) vinculado
funcionalmente al marcador GUS (B, D). Las raices A. thaliana tipo natural (ecotipo Col-O) se muestran en (A) y (B),
la punta de raiz de una plantula hbt2311 A. thaliana homozigota mutante se describe en (C) y (D). El QC se tifie
abundantemente en (A) y la endodermis es visible en (B). No es evidente el tefiido GUS en (C) pero es aun visible
en (D).

Figura 5. Transferencia de células epidérmicas en plantulas A. thaliana de mutante hbt.
Las plantulas A. thaliana tipo natural y las plantulas hbf>"" A. thaliana homozigotas mutantes se criofijan y se toma
una fotografia mediante microscopia de electrones de exploracion. Son claramente visibles las disposiciones
irregulares de células epidérmicas hinchadas de cotiledoneas y hipocotilo de la plantula mutante (C) comparado con
cotiledoneas (A) y hipocotilo (B) de la plantula tipo natural.

Figura 6. Estabilizacién de ciclina B1 en plantulas A. thaliana de mutante hbt.

La estabilidad de ciclina B1 se evalta indirectamente por medio de tincién GUS. El promotor B1 de ciclina A. thaliana
se vincula funcionalmente al dominio de inestabilidad de ciclina B1, es decir secuencia de destruccion, seguido por
GUS. La estabilizacion de GUS conduce a tincion GUS aumentada en la plantula de hbf?"" A. thaliana de mutante
homocigoto (B) con relacion a una plantula tipo natural (A) Aunque las plantulas tipo natural muestran fuertemente la
tincion GUS (indicado por flechas), un patrén irregular de tincion GUS es obvio en el fondo genético mutante hbt.

Figura 7. Estabilizacién de AXR3 en plantulas A. thaliana de mutante hbt.

La estabilidad de AXR3 se evalua indirectamente por medio de tincion GUS. El promotor de choque térmico de
tabaco se vincula funcionalmente al dominio | y la inestabilidad del dominio Il de AXR3 seguido por GUS. La
estabilizacion de GUS conduce a tincion GUS aumentada en la plantula hbt**'" A. thaliana homozigota mutante (B)
con relacién a una plantula tipo natural (A). Aunque las plantulas tipo natural muestran fuertemente tincion GUS, un
patrén irregular de tincion GUS (indicado por flechas) es obvio en el fondo genético hbt mutante.

Figura 8. Alineacién de secuencia de aminoacidos de Cdc27A y HBT/Cdc27B.
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Se alinean las secuencia de aminoacidos de Cdc27A (numero de acceso GenBank AC001645; ID de proteina
AAB63645.1) y de HBT/Cdc27B2 de A. thaliana ecotipo Columbia (Col-O). La parte terminal NH, de la proteina
HBT/Cdc27B no anotada en el GenBank (numero de acceso AC006081; ID de proteina AAD24396.1) esta bajo
corchete e indicada por la SEQ ID NO 5. Se introducen espacios (-) para asegurar una alineacion optica. Los
aminoacidos 6ptimos se sombrean en un recuadro negro. Los aminoacidos similares (los grupos M, |, V, L; R, K, H;
F,W,Y;D, E;N, Q; S, T) se sombrean en un recuadro gris.

Figura 9. Representacion esquematica del marco de lectura abierto HBT y la secuencia de proteinas e indicacion de
las mutaciones hbt diferentes.

Los codones de inicio y parada se subrayan. En el nivel de aminoacido, el codén de parada se representa por un .
Se indican entre paréntesis cuadrados y se sombrean en un recuadro gris los diferentes dominios de repeticion de
tetratricopéptido (TPR) de HBT con base en la delineacion de los TPR en Cdc27 de levadura (Lamb et al. 1994). Se
indican adicionalmente en los cuadros los diversos puntos de mutacién caracterizados en diferentes mutantes hbt, el
nucleotido y aminoacido mutados se sombrean en un recuadro negro. El nimero mutante se indica por fuera del
cuadro, por ejemplo hbt5421. En un mutante, hbt2311, el residuo de glutamina se cambia en un coddn de parada
indicado por **' y se sombrea en un recuadro negro. Ocurren tres mutaciones en los limites de intrones y resultan en
la eliminacion de parte de la proteina HBT. La insercion se aisla independientemente cuatro veces y se indica por
hbt5422, hbt5423, hbt5859, hbt9624. Los tramos de nucledtidos y aminoacidos insertados se delimitan por
paréntesis cuadrados y se subrayan. Los mutantes de eliminacién son hbt9620 y hbt5721 y las eliminaciones se
indican entre paréntesis redondos y la secuencia de nucleotidos eliminada se sombrea en un recuadro negro. El
numero de aminoacidos a la derecha no tiene en cuenta la insercién o las eliminaciones.

Figura 10. Representacion esquematica del gen HBT con indicacion de intrones, exones y mutaciones de puntos
hbt.

Los codones de inicio y parada se subrayan. Los exones se sombrean en un recuadro gris. Las mutaciones de punto
indican adelante la secuencia de nucledtidos y se sombren en un recuadro negro y con el nimero mutante, por
ejemplo hbt5421.

Figura 11. Analisis de hibridacion In situ de HBT/CDC27B y expresion AtCDC16 en embriones A. thaliana tipo
natural.

Se realiza hibridacién in situ con sondas de ARN anticodificantes marcadas DIG especificas de gen. Un patron de
expresion irregular HBT es visible en etapa octante (A) y etapa clave (B) de embriones A. thaliana tipo natural. Como
un control negativo, se realiza hibridacién in situ con una sonda de ARn codificante marcada DIG en embriones en
etapa octante (C). Un patron de expresion AtCDC16 uniforme es visible en etapa octante (D) y etapa clave (E) de
embriones A. thaliana tipo natural.

Figura 12. Analisis de hibridacion in situ de expresion HBT/CDC27B, AtCDC16 y AtCDC27A en raices de plantulas
A. thaliana tipo natural.

Se realiza hibridacion in situ con sondas de ARN anticodificantes marcadas DIG especificas de gen. Un patron de
expresion irregular HBT es visible en una seccion cruzada de una raiz (A) y una raiz mutante completa (B) de
plantulas A. thaliana tipo natural. Una expresién uniforme en una raiz mutante completa de plantulas A. thaliana tipo
natural se observa para AtCDC16 (C) y AtCDC27A (D).

Figura 13. Lista de secuencias (SEQ ID NOs).
Figura 15. Ensayo de complementacion de levadura

La expresion de AtCDC27A y HOBBIT comparado con un vector vacio pREP3 bajo el promotor represible de tiamina
en S. pombe nuc2ts, a la temperatura permisiva (25° C, A) y la temperatura restrictiva (37° C, B)

Figura 16. Patron de expresion del gen HBT.

La expresion HBT durante embriogenia (A-D) y post embriogenia (M-O) en raices tipo natural utilizando sondas
anticodificantes (A, B, D, M y N) y codificantes (C y O). Expresién HBT en embriones hbt mutantes con una sonda
anticodificante (E y codificante (F). Expresion AtCDC27At de embriones tipo natural (G-1) y plantulas (P-R) con
sondas anticodificante (G, K, P y Q) y codificante (I y R). Marcado doble de AtCYC2B (J) y HBT (K) en una seccién
Unica (ambos sondas anticodificantes) y marcado doble de sondas AtCYC2B anticodificante y HBT codificante en
una seccién unica como un control (L). En ambos casos la deteccion de la sonda AtCYC2B anticodificante (fast red)
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se realiza seguido por una etapa de inactivacién de la fosfatasa alcalina y el marcado y deteccion de la sonda
(anti)codificante HBT (NBT/BCIP).

Figura 17. Aplicacion de auxima exégena.

Expresion de DR5::GUS en raices tipo natural (A-E) y en plantulas hbt (E-1). Se transfieren plantulas tres dias post
germinacion a placas 0.5 GM (A y F) y las placas 0.5 GM que contienen 1019 M 2,4 D (By G), 10-8 M 2,4 D (Cy H),
10-7M24D (Dyl)y10-6 M 2,4 D (E y J) y se incuban durante otros tres dias. Se muestran mutantes en 10x de
magnificacién de la plantula tipo natural.

Figura 18. Mediciones de longitud de célula de hipocotilo y epidermis.
(A) Longitudes de hipocotilo de mutantes Unicos hbt y mutantes dobles hbt axr3-1T germinados en la luz.
(B) Longitudes de hipocotilo de mutantes Unicos hbt y hbt axr3-1T de mutantes dobles germinados en la oscuridad.

(C) Longitud de células epidérmicas de hipocotiledoneas de los mutantes Unicos hbt y los mutantes dobles hbt axr3-
IT. L: Plantulas germinadas en la luz, D: plantulas germinadas en la oscuridad.

Figura 19: Los mutantes hbt contienen niveles mayores de proteina ARX3.

(A) Analisis RT-PCR de expresién AXR3 en Col-0 Arabidopsis tipo natural (tipo natural) y el fondo mutante hobbit
(hbt9620 y hbt5722). Se extrae el ARN de plantulas mutantes y tipo natural. Después de sintesis de cADN, se
realiza PCR respectivamente utilizando cebadores especificos AXR3, y ubiquitina (UBQ) como control constitutivo.
Los resultados muestran que el mMARN AXR3 son menores en el tipo natural.

(B) Analisis Western blot de expresion AXR3/IAA17 en Col-0 Arabidopsis tipo natural (tipo natural) y el fondo hobbit
(hbt2311, hbt9620 y hbte56). Las proteinas se extraen de las plantas completas (10 d.p.g.), se cuantifican, y 1 mg se
separa en un gen de poliacrilamida 15 %. Después de la transferencia, las membranas se incuban primero con el
anticuerpo anti-AXR3/IAA17 (transferencia superior), y luego con anticuerpo anti-actina (transferencia inferior) como
el control de la carga de proteina. El resultado muestra que los mutantes hbt acumulan una banda en el tamafio
AXR3 esperado.

(C) Analisis Western de expresion AXR3/IAA17 en hbt2311 y hbt2311, axr3GT3958 (plantas individuales de 3 cruces
independientes). El experimento se lleva a cabo en las mismas condiciones como B, excepto que las plantas son 25
d.p.g. El resultado muestra que la vasta mayoria de proteinas detectadas por el antisuero en plantulas hbt es
AXR3/IAA17.

Los marcadores de peso molecular en kilo Dalton (kDa) se indican en el lado derecho del panel By C y. La banda
esperada de ARX3 se indica por una flecha). Como un control la proteina ACTIN también se tifie en los mismos
extractos de planta.

Figura 20: Contenido de ADN nuclear en hipocotiledoneas después de endoreduplicacion.

El histograma del contenido de ADN de las células hipocotiledéneas de plantas arabidopsis tipo natural (tipo natural)
y plantas mutantes hbt (hbt2311). La distribucién ploidia de las diferentes células se mide de acuerdo con el
contenido de ADN.

EJEMPLOS

Para todas las etapas de clonacién molecular, y a menos que se indique otra cosa, se siguen los protocolos
estandar como se describe en Sambrook et al. 1989.

Ejemplo 1. Identificacion de plantas Arabidopsis thaliana de hbt mutante y analisis de complementacion.

Se han identificado once alelos del gen HBT, todos con similares fenotipos mutantes (Willemsen et al., 1998).
Debido a que se han inducido todas las mutaciones por EMS, el aislamiento del gen HBT basado en su posiciéon de
mapa es el método mas directo. Diversos factores influencia de la eficiencia del mapa con base en el procedimiento
de clonacién. Primero, el tamafio de la poblacién de mapeo es muy importante. Cuando se generan muchos
recombinantes aumenta la oportunidad de que exista un evento de cruce cerca al gen de interés y asi se reduce el
numero de genes candidatos que se han secuenciado para identificar el gen mutante. Segundo, aunque EMS
usualmente introduce los cambios de par base Unico, existe un cambio pequefio de redisposiciones cromosémicas
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que interfieren fuertemente con la calidad de poblacion de mapeo. Cuando dicha redisposicion rodea el locus
mutante, no habra recombinaciéon en esta area, debido a que las redisposiciones interfieren con la alineacion
correcta de cromatidas homodlogos durante meiosis necesaria para la ruptura precisa, intercambio y reunién de los
cromatidas en el proceso de recombinacion. Por lo tanto generamos dos poblaciones de mapeo, utilizando
diferentes alelos. Tercero, la cantidad de informacién que esta disponible a cerca de la region cromosdmica del gen
mutado. Si la regién cromosoémica en la que el gen mutante se ubica se cubre por un gran numero de marcadores,
estos se pueden utilizar para el mapeo fino del locus mutante. Sin embargo, si los marcadores disponibles son
escasos, se han desarrollado nuevos marcadores, que consumen tiempo. Diversos mapas detallados se han
generado al combinar datos marcadores moleculares y genéticos disponibles que proporcionan una estructura
principal para el mapeo del locus mutante (Chang et al., 1988; Nam et al., 1989; Talon et al., 1990; Reiter et al.,
1992; Hauge et al., 1993). Una gran conexion de polimorfismos de nucleétido Unicos (SNP) entre Col-0 y Ler se ha
publicado recientemente en la Base de Datos Arabidopsis thaliana que se puede utilizar para disefiar nuevos
marcadores moleculares. Aunque muchos marcadores clasicos dependen de la presencia de un polimorfismo en un
sitio de restriccion, se han desarrollado diversos nuevos marcadores moleculares que distinguen diferentes ecotipos
mediante un polimorfismo Unico de nucledtido. y finalmente, la informacion disponible a cerca de la secuencia del
genoma Arabidopsis completo que facilita un desarrollo rapido de nuevos marcadores moleculares, debido a que
también se proporciona informacién a cerca de la posicion de los genes. Esto es importante cuando se han
desarrollado marcadores moleculares para combinaciones de ecotipo diferentes a Col-0 y Ler, para los que es una
cantidad limitada de los SNP conocidos. En este caso, las regiones intragénicas seleccionadas para generacion de
marcador aumentara el cambio para identificar polimorfismos.

Generamos un conjunto de recombinantes y mediante deteccion de esta coleccién de recombinantes con
marcadores publicados (morfolégicos y moleculares) y nuevos marcadores (moleculares) que se han desarrollado en
nuestro laboratorio, somos capaces de posicionar el locus hbt en un intervalo de ADN de aproximadamente 120 kb.
En este punto iniciamos el secuenciamiento en los marcos de lectura abiertos presentes en este intervalo en el
fondo mutante de dos alelos Col-0 y esto revela mutaciones en una de las unidades de transcripcion. Confirmamos
que esta unidad de transcripcion representa el gen HBT mediante secuenciamiento de todos los alelos mutantes y
mediante analisis de complementacion. Mas en detalle, estos experimentos fueron llevados a cabo como sigue.

Para experimentos de mutagenie se utiliza Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (que contiene un transgen de
marcador que consiste del promotor del gen S-adenosil-metionina-sintetasa expresado vascular (SAM) fusionado a
B-glucuronidasa; Peleman et al., 1989). Las semillas secas se mutagenizan con 10 mM etil metano slufonato
frescamente hecho (EMS) en agua durante 24 horas a 22° C. Las semillas se siembran en el suelo y se cultivan en
un camara de planta a 22° C, 75 % de humedad con un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Las silicuas
individuales que representan 10,000 familias M1 se cosechan, luego las semillas se suspenden en 0.1 % de agarosa
y se ponen en placas en un medio que contiene 0.8 % de agar de planta (Duchefa) y 50 mg/ml de ampicilina.

Las plantulas M2 agrupadas en familias individuales se detectan bajo un microscopio para diseccion Zeiss stemi SV-
6 para los mutantes defectuosos de meristema de raiz al pre-seleccionar mutantes con longitud de raiz severamente
reducida, y analisis posterior de la estructura caliptra de raiz en especimenes depurados (véase Ejemplo 3). La
progenie M3 de los hermanos de mutantes candidatos con estructura caliptra de raiz aberrante se vuelve a probar el
fenotipo mutante, y se depuran las preparaciones de évulo (véase Ejemplo 3) se examinan utilizando opticas
Nomarski para detectar anormalidades en el desarrollo del embriones. Se recuperan seis alelos hbt, 2311, 5721,
5859, 8052, 9620 y 9624. 7.7 % de las familias M1 segregan mutantes de clorofila, y se recuperan 6 monopteros y 7
alelos gnom (analisis de complementacion por T. Berleth y U. Mayer, datos no mostrados). El alelo hbt1611 se
recupera de un experimento de mutagenia separado realizado anteriormente al utilizar semillas Landsberg erecta.
Los alelos hbt GVI-20/1, GVII-24/1, G221-30/2 (ecotipo Landsberg erecta) se proporcionan por G. Jurgens
(University of Tubingen) y el alelo hbfe56 (ecotipo Columbia-0) se proporciona por C. Bellini y H. Hofte (INRA,
Versailles).

En las pruebas de complementacion combinamos alelos hobbit (con el marcador dominante SAM-GUS) como
donantes con los alelos Ler o hbfe56 como receptores, que permiten la seleccion de eventos de polinacion cruzada
exitosos. No se observa complementacion en combinaciones del alelo de referencia hbt2311 con hbte56, hbtGVI-
20/1, hbtGVII-24/1 hbt221-30/2 y hbt1611, en combinaciones de hbt5859 con hbre56 y hbtGVII-24/1, en
combinaciones de hbt5721 y hbf9624 con hbtGVI-20/1, y en combinaciones de hbt8052 y hbt9620 con hbtGVII-24/1,
poniendo asi todos los alelos hbt en un grupo de complementacioén unico (Willemsen et al. 1998).

Ejemplo 2. Recombinacion de mapeo del locus hbt.
Se utilizan plantas heterozigotas hbt®V+20"" (ecotipo Ler) para polinizar plantas Col-0 y se seleccionan plantas F1 que
segregan mutantes. Los mutantes individuales F2 hbt se cultivan en nitrégeno liquido, y se suspenden en 200 ml de
ddH20. Se analizan dos a ten ml de los aislados de ADN utilizando CAPS y marcadores microsatélite (Koorneef and
Stam, 1992). Las frecuencias de recombinacion en cromosomas n hbt se calculan como r = nCol/(nCol + nLer), y se
calculan las distancias genéticas utilizando la funcion de mapeo Kosambi. El ligado se observa entre hbt y los
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marcadores de cromosoma Il m246 (cromosomas recombinantes 8/52, 15.465.5 cM) y GPA1 (cromosomas
recombinantes 24/294, 8.261.6 cM). El alelo Col-0 hbt 2311 se cruza posteriormente con una estirpe Ler con
marcadores de flanqueo sti y er. Las estirpes F2 con cromosomas recombinantes se seleccionan con base en la
apariencia de "solo sti" y "solo er". Se prepara ADN de estirpes F3 de estos recombinantes que segregan hbt, y una
variedad de marcadores CAPS y SNP se utilizan para mapear el gen en una region en BAC F6F22 y T2G17.

Sin embargo, los dos marcadores mas cercanos que flanquean el gen HBT se ubican en dos BAC que se
sobreponen parcialmente, F6F22 y T2G17. La distancia fisica entre los dos marcadores es aproximadamente 120
kb. Estos dos BAC se secuencian mediante el Genoma Iniciador Arabidopsis (AGI) y 30 marcos de lectura abiertos
putativos (ORF) se predicen en esta area. Para amplificar y secuenciar estos ORF candidatos, se disefian
cebadores. El ADN se aisla de dos alelos Col-0 hbt (hbt2311 y hbt9620, PCR amplificado y secuenciado. Los
cebadores PCR que consisten de 30 nucledtidos se disefian con un promedio de temperatura de fusién de 65° C
utilizando el programa Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer. htm). Se mezcla 5-10 mg de
ADN con una mezcla PCR (75 mM Tris-HCI pH 9.0; 20 mM (NH)4SOg4; 0.1 %. Tween 20; 2mM MgCly; 200 uM dNTP;
cebadores 200 uM; 1u polimerasa). EI ADN se amplifica a través de 35 ciclos (94° C durante 1 min, 60° C durante 1
min y 72° C durante 1.5 min por ciclo) y se detecta en 1 % de gel de agarosa (Hispanagar). Para productos de
secuenciamiento de dos amplificaciones PCR independientes se lavan sobre una columna (Equipo de Purificacion
de Producto PCR Altamente Puro: Boerhinger Mannheim). Se realizan reacciones de secuencia utilizando la
Premezcla de Secuenciamiento Grande de Terminador de Tinte (GENPAK LTD) y se analizan en un Analizador
Genético ABI PRISM 310.

Las secuencias obtenidas se comparan con la secuencia Col-0 publicada en la base de datos del Centro Nacional
para Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Identificamos mutaciones para estos dos alelos solo en ORF
T2G17.20 y se decide secuenciar este ORF en el fondo mutante de los otros alelos hbt. Ocho mas alelos hbt revelan
los cambios de secuencia en T2G17.20, por lo tanto concluimos que esta unidad de transcripcién representa el gen
HBT.

Analisis de alelos mutantes

Las mutaciones en los alelos hbt se identifican mediante productos de secuenciamiento de dos reacciones PCR
independientes de plantulas mutantes.

(Cebadores:

SEQ ID Nr. 41: HBT AF: AGAGTGACCTACTTACTACATTGGTACAAAACC;
SEQ ID Nr. 42: HBT AR: CCCATTAAAGCGTAAACGCTGCTCTCTGAAG;
SEQ ID Nr. 43: HBT BF: TATTCAAATGGTCAATTATAAAGCCCAATAAG;
SEQ ID Nr. 44: HBT BR: TGAATGAATACTTTCTCAACTACTATTGAAGC;
SEQ ID Nr. 45: HBT CF: TATGAGTCAACTGTTAGAGGAATGTCTCTG;
SEQ ID Nr. 46: HBT CR: GAAGTTGACAGTTGTTGCATATACTGC;

SEQ ID Nr. 47: HBT DF: TCTTACACTTTTCTGTCTGCTCAACTTTCA;
SEQ ID Nr. 48: HBT DR: CAAAGAACTCAATTTAGAACCTCCCAAATAC;
SEQ ID Nr. 49: HBT EF: CAGATTTCTGGCAGACTATTTTCTGATTCT;
SEQ ID Nr. 50: HBT ER: AAGTAACTCAGCTTCATGTCTTCCTTCAAA;
SEQ ID Nr. 51: HBT FF: GATATTTATTTGCAGCATTTGAAGGAAGAC;
SEQ ID Nr. 52: HBT FR: GAATTTTCAGATTTAAAAACCATCATTGGA;
SEQ ID Nr. 53: HBT GF: AGTCTTTAAAACAGAGTCGTCCAATGATG;

SEQ ID Nr. 54: HBT GR: ATATTGCGATTAGGTAGTGTTACGGACAAC.
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Se sintetiza el cADN de ARN de los mutantes de division (GVII-24/1, G221-30/2,5859, 9624, 9620 y 5721) y la
region de interés se amplifica PCR y se secuencia.

Ejemplo 3. Analisis fenotipico de plantas Arabidopsis thaliana hbt mutantes.

La estirpe de marcador caliptra de raiz que contiene el promotor 35S::B2 fusionado con GUS (B-glucuronidasa)
(Benfey et al., 1990) (figura 2 y 3) y la estirpe de marcador caliptra de raiz lateral que contiene el promotor especifico
caliptra de raiz lateral LRC244 fusionado con GUS (Malamy and Benfey, 1997) (figura 2) se proporcionan por P.
Benfey (New York University). La estirpe de marcador que contiene el gen quimérico que comprende el promotor
especifico de centro inactivo GC46 y el gen GUS (figura 4) se obtiene de la coleccién INRA-Versailles. La estirpe de
marcador que contiene el promotor SCARECROW (SCR) fusionado con GUS (pSCR::GUS) (figura 4) se proporciona
por Dr. Philip Benfey (Wysocka-Diller et al., 2000). Se utiliza el pGL2::GUS (Masucci et al., 1996).

La estirpe de marcador que contiene el promotor de choque térmico de soja HSP19 que dirige la expresion de la
proteina de fusion que comprende los dominios | y Il AXR3 seguido por GUS (figura 7) se obtiene de O. Leyser
(University of California at Davis). La estirpe de marcador que contiene el promotor A. thaliana de ciclina B1 (Ferreira
et al. 1994) dirige la expresion de la proteina de fusién que comprende la secuencia de destruccion de ciclina B1
seguido por GUS (figura 6) se proporciona por Dr. Peter Doerner (Salk Institute for biological studies, La Jolla).

Todas las estirpes de marcador se cruzan con heterocigotos hbt. Las estirpes F2 derivadas de estos cruces
segregan hbt y homocigotos para los marcadores se seleccionan y analizan por tincion X-gluc como se describe
adelante. La expresién de la proteina de fusion AXR3-GUS se activa al aplicar un choque térmico (2h a 37° C).

La fijacion, inclusion, corte y microscopia para analisis histoldégico de plantulas y embriones se realizan como se
describié previamente (Scheres et al., 1994, 1995). Para andlisis cuantitativo de fenotipos de embriones, los 6vulos
se depuran durante 10 minutos en una mezcla 8:3:1 de hidrato cloral: agua destilada: glicerol (Mayer et al., 1991) y
se visualizan embriones utilizando 6pticas Nomarski en un fotomicroscopio Zeiss Il

El meristema apical de brote en embriones maduros de hbt23”, hbt5859, hbtsm, hbt8°52, hbt962°, hbtGV"21 y hbtG?2"
%92 se visualiza mediante microscopia de exploracion laser confocal (CSLM) como se describié previamente (Clark et
al., 1995).

Se determinan los numeros de células de la raiz en plantulas depuradas con hidrato cloral al contar las células
corticales en archivos que se extienden desde el centro inactivo hasta el capilar de raiz mas superior. Para
mediciones de longitud de raiz las plantulas se cultivan a 1/2 GM (8 g/l de agar de planta Duchefa, 2.2 g/l de
Murashige y sales Skoog incluyendo vitaminas, 1 % de sacarosa) durante 10 dias. Después de depuracion de las
plantulas las raices se miden desde la punta hasta el capilar de raiz mas superior utilizando un sistema de analisis
de imagen VIDAS RT (Zeiss/Kontron) con un paquete de software que esta disponible en solicitud (M. Terlou,
Department of Image Processing and Design, Padualaan 8, 3584 CH Utrecht).

Se visualizan granulos de almiddn en el capilar de raiz de columnela con 1 % de solucidn lugol (Merck) en plantulas
de 3 dias de edad que se cultivan 1/2 GM. Las plantulas se tifien durante 3 minutos, se enjuagan con agua, se
depuran con hidrato cloral y se fotografian con épticas Nomarski en un fotomicroscopio Zeiss Il con una pelicula
Agfa APX-25.

Se determinan los numeros de células en el hipocotilo en plantulas depuradas de hidrato cloral de 10 dias de edad.
Las células corticales se cuentan en archivos del capilar de raiz mas superior para el punto de bifurcacién de
cotiledon. Los numeros de células en la epidermis de cotiledon de los embriones maduros se cuentan en
circunferencia y en secciones longitudinales medias muestran las cotiledéneas y el meristema apical de brote. La
actividad de B-glucuronidasa en estirpes de marcador transgénico se visualizacion mediante tincion durante 2-16
horas a 37° C en 0.5 mg/ml de X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-glucuronida; Biosynth AG) disuelto en n-
dimetilformamida, 0.1 % de Triton X-100, 0.5 mM K4Fe(CN)s.H20, 0.5 mM KsFe(CN)s, y regulador de fosfato de
sodio 50 mM, pH 7.2.

Ejemplo 4. Hibridacion in situ.

Se realiza hibridacion in situ utilizando una marca de ARN digoxigenina y sistema de deteccién (Roche) (figura 11y
12).

Sintesis de sonda

La sonda de ARN HOBBIT se sintetiza utilizando un fragmento 600pb de la regién de terminal N del cADN. El
fragmento se clona en el vector PGMT, que contiene promotores de polimerasa de ARN Sp6 y T7. El ARN HBT
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anticodificante se sintetiza utilizando polimerasa de ARN T7 y el control codificante control con la polimerasa de ARN
Sp6.

Preparacion del material

Los tejidos frescos se fijan 4 horas a 4° C en 4 % de formaldehido luego de infiltracion de vacio (2 min), después de
lo cual se omiten en la etapa gradual de etanol 10 %, 30 %, 50 % y se deja durante la noche a 70 % de etanol. Las
muestras luego se tratan con 95 % de etanol 0.1 % de eosina durante la noche y después de varias incubaciones en
100 % de etanol 0.1 % de eosina; se realizan etapas graduales de xilema (25 %, 50 % y 75 %). El material se
embebe finalmente en parafina. Se realizan secciones de 8 mm y se montan sobre portaobjetos cubiertos.

Pretratamiento antes de hibridacion

La parafina se retira mediante tratamiento con xilema y los tejidos se incuban en diferentes concentraciones de
etanol (100 %, 95 %, 80 %, 60 %, 30 % y 10 %). Las incubaciones en NaCl 0,83 % 5 min, PBS 5 min, 4 % de
formaldehido en PBS luego de estas etapas. Después de lo cual se ha realizado un tratamiento con proteinasa K,
esta etapa se sigue por una deshidratacion gradual con etanol (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 95 % y 100 %).

Hibridacién
Los portaobjetos se hibridan durante la noche a 62 °C.
Lavado y deteccion

Las etapas de lavado se realizan utilizando una solucién de lavado (2xSSC, Formamida 50 %) a 65 °C durante 30
min, después de lo cual se realizan incubaciones en regulador NT (500 mM NaCi, 10 mM Tris, pH 8). Los
portaobjetos se tratan con Rnasa A y después de incubacién con la solucién de lavado, las muestras se tratan con
una solucién de bloqueo (regulador de anticuerpo: 150 mM NaCl, 100 mM Tris, BSA y extracto de planta) durante 1
hora. Se prepara una diluciéon 1:1000 de anticuerpo en la misma solucidon de bloqueo en donde se incuban las
muestras durante 2 horas. Para el Regulador de tincion (100 mM NaCl, 100 mM T, pH9, 5) se agregan los siguientes
reactivos de tincion BCIP y NBT (proporcionado por Roche). La incubacion durante la noche a temperatura ambiente
y después de revisar la reaccion de tincion se detiene mediante incubacion en etanol 95 % y los portaobjetos se
montan en glicerol 1:1.

Ejemplo 5. Expresion ectépica del gen HOBBIT.

El cADN HOBBIT como se identifica por SEQ ID NO 2 o 3 se vincula funcionalmente a un promotor operacional en
construcciones de expresién de plantas se insertan dentro de un vector de transformaciéon de planta binario
adecuado que comprende adicionalmente en su marcador seleccionable T-ADN apropiado. Después de la
transferencia de dichos vectores de transformacién de planta a Agrobacterium tumefaciens por medio de
electroporacion, y posteriormente las plantas se transforman con procedimientos de transformacion estandar. Se
seleccionan las plantas transformadas en un medio que contiene el agente selectivo apropiado. Se seleccionan
homocigotos de plantas T2 para los transgenes introducidos en una forma analoga. Las plantas preferidas que se
van a transformar son Arabidopsis thaliana y plantas de cultivo.

Sobreexpresion

Se utilizan diversos sistemas de promotor para dirigir la expresiéon del gen Hobbit en las plantas transgénicas, tal
como el promotor ubiquitina constitutivo, el promotor UAS de levadura activado por el factor de transcripcion GAL4 y
el promotor Hsp19.

El promotor responsable GAL4 permite la expresiéon especifica del gen como sigue: Las estirpes transgénicas A.
thaliana que contienen el ORF GAL4 vinculado funcionalmente a una amplia variedad de por ejemplo promotores de
gen especificos de tejido o especificos de ciclo celular se obtienen del centro de depdsito de Arabidopis de
Nottingham (coleccion J. Haseloff). El elemento GAL4 se clona entre los sitios de recombinacion Cre-Lox. Dichas
estirpes que expresan GAL4 se cruzan con las plantas transgénicas A. thaliana obtenidas anteriormente para el
promotor UAS de levadura responsable de GAL4.

El promotor Hsp19 permitira la expresién inducible Hobbit.

También el promotor cdc2a especifico de ciclo celular, que permite la expresion especifica en células de meristema.
El promotor 2S2 también se utiliza para la expresion directa en células almacenadas. Para la expresion en
monocotiledéneas, el promotor oleosina se utiliza para la expresion directa en células embridnicas, la prolamina para
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células almacenadas y GOS2 para expresion constitutiva. En una solicitud preferida de expresion hobbit ectdpica,
estas construcciones se transforman en plantas de arroz por medio de transformacion mediada por agrobacterium.

Los efectos fenotipicos de expresion HOBBIT ectdpica se estudian en plantas transgénicas A. thaliana que expresan
constitutivamente HOBBIT bajo el control del promotor constitutivo ubiquitina o en la progenie de los cruces que
incluyen plantas A, thaliana que expresan ectopicamente HOBBIT en por ejemplo una forma especifica de tejido o
especifica de ciclo celular. Alternativamente, la expresién HOBBIT bajo el control de un promotor de choque térmico
se induce en una etapa post-embriogénica.

Cuando se agrega actividad Hobbit extra a las células de planta, las células de planta son mas sensibles 0 mas
responsables de auxina. Alternativamente, las células de plantas normalmente no son sensibles a la auxina y
después de actividad Hobbit alterada, se hacen sensibles a la auxina. Esta respuesta mayor resulta en efectos
fenotipicos tal como, formacién de mas érganos tal como formacién de mas raices laterales o diferentes patrones de
ramificacion. También se prevén otros efectos fenotipicos por la técnica de la presente invencion debido al efecto
pleiotrépico de la hormona auxina.

Regulacion por disminucion

La expresion ectopica del ARN anticodificante del gen Hobbit resulta en regulacion por disminucion de la actividad
Hobbit en la célula. La actividad Hobbit menor en una célula resulta en una respuesta menor a auxina. La reduccion
de los efectos relacionados con auxina en estas células resulta en efectos fenotipicos tal como eliminacién o retardo
de la formacion de érganos tal como eliminacién de raices laterales.

También se prevén otros efectos fenotipicos debido al efecto pleiotrépico de la hormona auxina.
Co-expresion

El gen Hobbit también se expresa ectépicamente (sobreexpresion o regulacién por disminucion) en relacién con la
modulaciéon de otros genes o proteinas. Esto es particularmente interesante para disefiar un efecto fenotipico
particular, con base en la combinacién de los efectos mediados por cada uno de los genes. Por ejemplo, el gen
Hobbit se co-expresa con un gen implicado en los efectos de citoquinina. Se sabe que ambas auxinas, que actdan
en la fase S, y citoquinina, que actian en la fase M son necesarias para inducir la divisiéon celular normal en plantas.

También, el gen Hobbit se co-expresa con otros genes que codifican un factor limitante en el proceso de ciclo
celular, mas particularmente un factor limitante del APC. Aqui, se re-establece un equilibrio de ambas proteinas,
pero ahora en un nivel mayor que el normal.

Alteracién de expresion endégena

Otra aplicacién de la presente invencion es la recombinacion mediada por CRE-lox que crea pérdida de clones de
funcion en el fondo tipo natural. Con este método las plantas se transforman con una construcciéon que lleva una
copia tipo natural del gen HBT dirigido por su propio promotor entre dos sitios lox. Estas plantas transgénicas luego
se tratan con un choque térmico corto, activando la recombinacién dirigida CRE vy la eliminacion del gen HBT.
Introduciendo esta construccién en un fondo de mutante hbt resulta en una planta tipo natural complementada. La
activacion CRE de choque térmico posterior asi crea clones mutantes en una planta tipo natural heterozigota de otra
forma. Esto es un sistema poderoso debido a estos clones mutantes se estudia la funcion del gen, sin defectos a
largo plazo y posibles indirectos. Dichos efectos probablemente estan presentes en el mutante hbt. También es
posible inducir estos clones en plantas de adulto, para estudiar la funcion HBT en la planta adulta por ejemplo
durante desarrollo de flores. Estos experimentos proporcionan informacion importante y poderosa de como el gen
HBT liga la progresion del ciclo celular para competencia de desarrollo.

Ejemplo 6: Complementacion de levadura: funcion de HOBBIT en el APC

La region codificante del cADN HBT se amplifica por PCR utilizando los siguientes cebadores: SEQ ID Nr. 55: YC F:
GAAGTCGACACAAACTATGGAAGCT y SEQ ID Nr. 56: YC R: AATCATACCCAAGGATCCTGGAG. EI PCR se lleva
a cabo utilizando el Sistema de Amplificacion ELONGASE esencialmente como se recomienda por la fabricacién
(Life Technologies), excepto que las reacciones se ciclizan automaticamente a través de ciclos de
tiempo/temperatura como sigue: desnaturalizacion 94° C/1 min; hibridacién 50° C/1 min, y extensién 68° C. El
fragmento de ADN amplificado resultante se purifica a través de gel de agarosa, y se introduce en pGEM-T
(Promega). Se secuencia el plasmido resultante. Se libera el inserto de aproximadamente 2,4 kb mediante digestion
con Sall y BamHI y transcripcionalmente fusionado con el promotor represible tiamina (not1) en el vector lanzadera
de levadura pREP3 (Maundrell, 1990), que contiene LEU2 como un marcador seleccionable. La construccion de
plasmido se transforma en la cepa Schizosaccharomyces pombe nuc2-663 (Hirano et al., 1988), utilizando el método
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de acetato de litio (Okasaki et al., 1990). Se inoculan las colonias resultantes Leu+ en medio liquido minimo (Moreno
et al., 1991) que contiene 5mM tiamina y se cultivan durante la noche a 25° C. Las células se lavan en medio minimo
sin tiamina, dividido en dos matraces y se cultivan a 25° C durante 16 hr para inducir el promotor. Un matraz se
cambia a 37° C, el otro se mantiene a 25° C y las muestras se toman cada dos horas para medir la densidad o6ptica.

El cADN HBT complementa parcialmente una mutaciéon nuc2ts en S. pombe (véase figura 15).
Ejemplo 7: Hibridacion in situ:

La expresion de HBT es regulada por el ciclo celular y la expresion del gen HBT se regula por el ciclo celular con un
pico de expresion en la fase G2/M.

Se realizan hibridaciones in situ utilizando una marca de ARN digoxigenina y sistema de deteccion (Roche). Las
sondas codificante y anticodificante de diferentes regiones de cADN del gen HBT y se sintetizan CDC27At (figura
16): parte del ORF de terminal N, central, y terminal C. Se utilizan los siguientes cebadores:

SEQ ID Nr. 57: HBT NF: GCAACAACTGTCAACTTCCCTCGGCTT

SEQ ID Nr. 58: HBT NR: AGAACCAGTCGTTGAGGCAGTATTAGGCC;

SEQ ID Nr. 33: HBT 2F y SEQ ID Nr. 34: HBT 2R; SEQ ID Nr. 35: HBT 3F y SEQ ID Nr. 36: HBT 3R;
SEQ ID Nr. 59: CDC27 1 F: ATGATGGAGAATCTACTGGCGAATTG;

SEQ ID Nr. 60: CDC27 1R: CATCGAGGAAAGAGAAGGTGCATAG;

SEQ ID Nr. 61: CDC27 2F: ATCCTAGTGAATCTTCCCCGGATCG;

SEQ ID Nr. 62: CDC27 2R: AGCCAGTTGAAATTGATGCTGCG;

SEQ ID Nr. 63: CDC27 3F: GATGCAGAGAGATGCTACCGGAAGGC;

SEQ ID Nr. 64: CDC27 3R: CTAAATGCAAAATGTGACCATGATTG

Los tejidos se fijan, se deshidratan y se embeben como se describe (Wilkinson and Nieto, 1993). Se realiza
hibridacion a 62° C y las etapas de lavado se llevan a cabo bajo condiciones exigentes (2xSSC, 50 % de formamida
a 65° C). Se realizan marcas dobles de acuerdo con Long and Barton (1998). La sonda AtCYC2B anticodificante se
marca con digoxigena-11-UTP y las sondas HBT anticodificante y codificante con fluoresceina-12-UTP. Primero se
detecta AtCYC2B utilizando el anticuerpo anti-digoxigena (1:1250) al que se conjuga la fosfatasa alcalina
(Boehhringer Mannheim). Se utiliza Fast Red como un sustrato. Luego se detectan transcriptos HBT utilizando el
anticuerpo anti-fluoresceina (1:6000) también conjugado con fosfatasa alcalina. Se utiliza NBT/BCIP como un
sustrato.

El material de planta de microscopia de luz se depura y se monta de acuerdo con Scheres et al., 1994 y se fotografia
utilizando un microscopio Axioskope 2 con 6pticas Nomarski (Zeiss) y una Camara Digital Nikon (Nikon, DXM1200).
Para los tejidos EM de exploracion se fina de acuerdo con (Bowman et al., 1989) y se visualizan con un microscopio
Philips XL301abs de Feicompagny.

Ejemplo 8: Estructura de transcripto HBT

Para determinar la secuencia de transcripto correcto del gen hobbit, el ARN se aisla de plantulas Col-0 utilizando un
equipo Purescript (Gentra) y se realiza RT-PCR (equipo Ready-togo; Pharmacia) utilizando los siguientes cebadores:

SEQ ID Nr. 31: HBT 1F GAAGAAAGGCAACAACTATGGAAGCTATG;
SEQ ID Nr. 32: HBT 1 R: GAACTGTCAGTAATAAGGGAGTTTGGGTTT,;
SEQ ID Nr. 33: HBT 2F: ATGCAACAACTGTCAACTTCCCTCG;

SEQ ID Nr. 34: HBT 2R: TATCCATTCCTTCTAAGCAATAAGGAGAAGC;

SEQ ID Nr. 35: HBT 3F: AAATTTTAAACCTCCTTAGGACACTCGGA,
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SEQ ID Nr. 36: HBT 3R: TCACGGGCTCTCATCGATCTCATCT.

Adicionalmente, el producto obtenido con los cebadores HBT 1 F y HBT 1 R se utiliza como una sonda para detectar
una coleccion de cADN (Giraudat et al., 1992). El cADN identificado se secuencia junto con los productos RT-PCR.
El extremo 3’ del cADN identificado de HBT se confirma utilizando un equipo 5/3' RACE (Boehringer Mannheim;
cebadores: SEQ ID Nr. 37: HBT 3'2F: GTTCTTGAGGAGCTCAAAGAGTATG y SEQ ID Nr. 38: HBT 31F:
GCTTTAATGGGCAGGATCTATAAG) y mediante secuenciamiento del producto RACE.

Se determina el sitio de inicio de transcripcion HBT utilizando Proteccion RNasa en 20 mg de ARN total de raices y
cotiledoneas y en 1 mg de ARN poli A de plantulas. Un fragmento de ADN 350 bp HBT (cebadores: SEQ ID Nr. 39:
HBT BF: TATTCAAATGGTCAATTATAAAGCCCAATAAG y SEQ ID Nr.  40: HBT 51R:
ACATGAAAATAGCATTTTTGTAGAC), que incluyen el ATG putativo y el inicio de transcripcion, se subclona en un
vector pGEMT (Promega). Las sondas de ARN anticodificante y codificante se sintetizan utilizando la polimerasa de
ARN T7 y Sp6 y el experimento de proteccion de RNasa se lleva a cabo utilizando el Equipo de Proteccion RNasa
Ambion RPA Il, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

En este experimento la sonda de control endégeno utilizada es el ARN 18S proporcionado por Ambion. Las
comparaciones con la secuencia de proteinas deducida se realizan utilizando el programa BLAST.

Ejemplo 9: Prueba de sensibilidad de auxina.

Se utilizan construcciones DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997b). Las plantulas se germinan en medio 0.5 GM como se
describe, 3 dp% transferido a placas 0.5 GM frescas que contienen diferentes concentraciones de 2,4 D o IAA (5.10'9
M hasta 5.10™ M) (véase figura 17) y se incuban durante 3 dias adicionales. Después que se visualiza la b-
glucuronidasa como se describe (Willemsen et al., 1998).

Ejemplo 10: axr3-1 T cruces para hbt?"!

Las plantas homozigotas axr3-1T se cruzan con plantas heterozigotas hbf2'". El F1 se deja auto-polinar y se

analizan en plantulas F2. Para medir los hipocotilos de los mutantes Unicos hbt, se analizan plantulas que surgen del
cruce con axr3-1T pero no segregan axr3-1 T. Se miden las longitudes de célula epidérmica e hipocotilo (véase
figura 18) utilizando un Microscopio Zeiss Il, una camara CCD (Panasonic, WC-CD50) y un sistema de analisis de
imagen (IBAS, Kontron/Zeiss).

Ejemplo 11: Nivel de ARX3 en mutantes hbt

Material de Planta.

Se describen aqui alelos hbt. El alelo nulo axr3®reoss (véase figura 19) (estirpe de semilla GT3958, base de datos

NASC) contiene una insercién de elemento Unico Ds en el primer exon del gen axr3 y esta en el fondo L-er. Todas
las plantas se cultivan en 1/2 de GM.

Analisis RT-PCR

Cebadores AXR3: SEQ ID Nr. 65: AXR3-F: TCT TCC CGG TGG AGA TAC AG y SEQ ID Nr. 66: AXR3-R:GCC CAT
GGT AAA AGA GCT GA

Analisis Western blot.

Se produjo extracto de proteina cruda a partir de plantulas enteras utilizando el procedimiento EZ como se describe
en Martinez-Garcia et al. (1999). Las proteinas totales se cuantifican utilizando el reactivo DC (Bio-Rad, Hercules,
USA). Se separa 1 mg de extracto en 15 % de gel de poliacrilamida, se transfiere en membranas Immobilon-P
siguiendo las instrucciones del fabricante (Millipore Corp., Bedford, USA). Las membranas se bloquean, se incuban
con el anticuerpo purificado anti-AXR3/IAA17 (1/500; Ouellet et al., 2001) y IgG anti-conejo conjugado con HRP
(1/5000; Bio-Rad, Hercules, USA), y se revela como se describe en el equipo ECL (Amersham Pharmacia biotech.,
Roosendaal, Paises Bajos). Las membranas luego se incuban con IgG anti-actina (1/3000; ICN Pharmaceuticals
Inc., Costa Mesa, USA) y IgG anti-ratén conjugado con HRP (1/5000; Bio-Rad, Hercules, USA), siguiendo el mismo
procedimiento.

Ejemplo 12: Andlisis citométrico de flujo.

Diez a doce hipocotilos (de plantulas cultivadas en condiciones de luz u oscuridad, 2 a 7 d.p.g.) se cortan con una
cuchilla de afeitar en el regulador de extraccion (pH 7.0, cloruro de magnesio 45 mM, citrato de sodio 30 mM, 20 mM
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4-morfolinopropano sulfonato, metabisulfito de sodio 1 M y Triton X-100 al 0,5 % que contiene 5 uyg / ml de DAPI. Los
nucleos se filtran (30 mm) y 1000-2500 nucleos se analizan en un citémetro (EPICS V, Coulter) con excitacion laser
(40 mW) a 357 uym. Cada resultado es el valor medio de por lo menos dos mediciones independientes (es decir por
lo menos 20 hipocotiledéneas). En contraste al tipo natural, un alto porcentaje de nucleos hbt con un contenido de
ADN entre 2C y 4C, que sugiere progresion de fase S lenta — que se ha ligado en la literatura en actividad APC

reducida (véase figura 20).
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atggaagcta
gctattttea
tttcactcte
gaatggtaaa
aagtgcgtet
ttggtttett
ttcgtgttet
attactgatt
tgtgatcteca
ggaatgtcte
tagttgagaa
aggttgteccag
gtttgatcac
ctacctgcag
tttecttgact

cgttttgatt

cagtcccgat
I

tetgcactet
gectttatte

tttattgatt

tgcttgtgga
tgtgecgageg
tctetotgat
tttgatattt
ctttttggat
accttttage
tttctectcte
tggtectttagg
agtttaagta
tgggattate
agtattcatt
tttctagett
tttctgaatt
aataatcaag
tgttgcttgt
atctttgtat
acttgttcge
gccctgttaa
gcttactgaa

tagttcagtg

ctgtgtaaac
tetetgeget
tttacctcte
ttgggtttgt
ttggaattcg
cctttgttte
ttgttgaatt
aaaatttgca
tttattatecec
tcaagctttg
cattcageet
cagttagtag
ttceoctettat
cttacagtge
tagcctttta
atatattttt
attatcatgc
tgaacctggt
tgtcatttta

aagataacaa
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aacagtcttc
gagttteett
taattcaaat
aattcctetg
atagcttcac
caagatcegt
tgttttctet
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatttg
ttggtctgga
aaatcatgte
ataggttaat
atatcatctg
gtcagaattt
tttttgttat
ttecagatgg
gcggaggtat
caaaaacagt

catgcttctg

gtcattttgt
ctgaggtaat
tctgtaaatc
ggtatctatg
tgtgttctte
gtgttecaatt
agtagctgtg
taatgacttt
gctatgagte
ggttaataca
atattttcaa
aataaatgat
ttgcagetat
ctaaagggtg
tgcaccttct
gtaaaggaac
accttctcaa
ttaatgttet
gtgtcagttt

attattgtge
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ctacaaaaat
caccctette
gaagetettg
aattcgtcga
gagattgatt
aggagatgaa
ctcaatgctc
tgtccatata
aactgttaga
gcttcaatag
cattcgtagt
tggeccttttt
tagccaccag
cgtggeattg
tttgttaggt
acaaatggct
tgaagctgaa
ctggtatttt
ctggacctta

agatcccaaa
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600
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tggtgeagca
tgcattttte
cttttaggta
tagaccetek
titctgecata
caggrgctge
agcagtatakt
attcaactte
cacaaagoca
gtgtttegaa
acaattgtog
tetgtagtac
Ltotectata
gggtetteat
ttatctgaat
coggtatage
coccttactac
gaaagtttgt
cttgacatca
tactegggat
gcagatttet
tgattecaggg
ttccaagtat
gasgggacac
accactatat
ggtgtotgca
ttgatgatte
aagacgaaac
tttocggaaat
acaggtgtca
taggcttate

ggccatbace
cttgattctg
tactgataga
actttggget
cttcacagat
tgaggaageoa
goaacaacky
tactaaaaac
tggecttaaa
catgtcatte
tactgeottkt
ttaggagatt
tooghttatoo
tatgtttteg
aataacageot
tecaccacca
tgacagttot
agatgaagyge
tcaaatcata
gaasatbtteot
ggcagactat
goaaacatta
ttoggaggtt
tectgogoaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggcectaat
aatgtcgatt
tttaaaccte
ggtaggcata

tcatktgbcte

ttettggact
aatggchtag
aggaagaaty
gcatatgagg
atgttatggt
actgeagttt
toaacttece
acgagttctg
gatatctecg
tataatacge
ttatgtaata
tgtgcateat
caaaagaatg
tgtcttbggt
graagrasat
cttttecgga
ccaasagteca
aagttacgta
atttigaatt
ataccaactt
ttktctgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaasacat
ctgocetigt
accgtcatte
actgecteaa
ggtggcatag
cttaggacac
ttattghtot

cttoctgotte
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tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
aattaktgtat
tctcttacac
ttogtgaaac
teggettaas
aagattatag
gaaattteca
cttogocagt
caactatakte
gggtgttgat
ggttgtetat
ttggcttgtt
gettrettor
atktkbbcagee
ctgttaacte
aggtaggatt
attggtettt
tottacegtg
tggtccacga
tgeaacagta
ttetttggoa
ggatgaaggt
gbtgactatkg
tgatgggttt
cgactggtte
caatgagtte
tcggagaagg
cgtgaattat

tgggtogtte

tacgtottrh
tocctcatata
atttaaacag
attaggtgaa
ctttotgtot
agctgotete
cacttacaac
tccaaggeag
tcctoatgga
ggotgcacag
toccaktckgtt
ftcaﬂagcgt
tottttgact
aattttakteca
Atttttgaaa
agetbgttgca
ractcttcaa
cacataatca
ctctgtaata
agtgeatgte
cggagttcaa
agcggaaatyg
ctteogttotyg
tgtgacatte
ttateatgee
aggggtoogt
tatggettece
tcaaacaate
gtgtagactt
gcaagtgagyg

aggaggeact
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grroegbota
taacagtgac
toccttgacaa
cataakecogt
gotcaacttt
tocecattcaaa
gaggaacgta
totaaacaca
gttaatggag
gtaatgtcac
gatcacacat
ttgtatetgt
attazaaatg
acctttttag
ttgtagctat
aacccaaact
goacctagaa
catatcteta
gtotatttog
tottatghht
gactgtetge
rgaacaacge
taacactteg
cacgcactat
ttctatkettt
ggggascctt
aatgatcaag
acaattggtyg
tcatacatgt
tgaacctata

ggatacgtat
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1440
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1860
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2040
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2880
2940
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3060



atgaaacttc cacataagca
tebttetett tktaggotgec
tgtgatagtt attgttgasa
gasagoatac tttgaactaa
totggottet cottattgeot
tgtattatce tggtttctaa
tgtaaatttt tcatcagcas
getgagttac ttggotoagg
ckbbtbghbeg aagtbgtttt
taagcaatca attacgtagg
agaccgeoact gaagaattte
ataccttatg tggocacgag
tgcttaaaat tatctggtta
atacacaact cttgaggatt
agatacsaga cactacaacy
gttagagtte tocagageate
tataatgtet tatttaggga
ctatcaggte tacaagaaaa
tgttaataga gaagtgagga
asaaacccte ttccaatgta
gaagctctag aagttcttga
gctttaatgg goaggatcta
ggtctagectt tegatatgaa
tttaaaacag agtcgtocaa
aaactggtte ttattgtetg

togatgagag ccogtga

<210> 2

<211> 2480

<212> ADN

ttataataca
atatatggat
gotkbkatata
ttgactattt
tagaaggaat
acatgecaatc
gatatgatat
aactaatate
tctgattaac
tgtgctatgg
cracgagetyg
taagagagcc
ttggtctaat
ttgagaacgy
catggtacygy
acttcagaat
catctttgoa
acaatecttig
agcactagag
ccagaaagot
ggagetcaasa
taagoggega
accgeotgoa
tgatggtttt

aaacaggctyg

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

gasgaggocas caactatgga agetatgett gbggactgtg taaacaacag tettegteat

tttgtctaca aaaatgctat ttbtcatgtge gageogtctot gegetgagtt tectteotgag

ggatgggtte
atagcctgaa
cacatactat
agaggctgaa
ggatatatac
teggatgagt
ttatttgoag
aaccgatege
gtttbcattt
gaaattgeta

tteaactgaa

totakteoakt-

tgacactttc
aatgazaaagt
gottggaaty
ggctttocta
tyccttgaag
aagaatgact
ataatggage
aacatacttg
gagtatgoge
aacatgcacg
actgacgttg
taaatctgaa

castggagaa
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ttbcccaggt
tcagttttac
ggotaktaaa
aaggeattoe
tetacggteo
goggaaagaa
catttgaagg
ttagetecte
attgttggta
tagcttgoas
toccaagattt
tgactttgte
tatctttact
taccazascy
atatatctae
ataaaccoga
gttatcttat
aaatgettet
aagcocatagt
tctoocttaga
cttcagagag
atasagocat
ctgcaataaa
aattcaagga

attgeatgtr

aactagtgac
toctagtggoc
tgtaggtcgg
gtetbgeoeg
tctatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatctbggta
ataagagaaa
aaggaccakg
gcatatgeac
ttgcacaatyg
gtctotgtag
cacttogtgt
gocaagagaa
gttectotgt

tactktocate

tottgtttty

agcagataga
aagattagat
cagogtttac
gotrecactke
ggttegagte
ttcatagett

ccagatgaga
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31RO
3240
3300
3360
3420
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3540
1600
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3720
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3840
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3360
4020
4080
4l4a0
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4500
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gttaakttbge
catctgotaa
cagatggacc
gagatcccaa
gebgoteaac
gaattaktgta
ctokeccatte
aacgaggaac
cagtctaaac
ggagttaatg
cagctatcog
ccaasgtcoo
cctagaagaa
gattctggte
agktgttgoaa
ttgagttott
aacatggatg
aggactggtt
geaatgagtt
ctcggagaag
atgamactkbe
tactttgaac
tetecttakt
gacatgaagc
tettggtotg
aatttocctac
cacgeataca
cgtgtagata
gagaagtktag
tetgttataa
ctagagataa

aaagctaacsa

chcaaagagt
cpgogasaca
cocbgoaackg
atogatgaga
gRCcgttgct
agggaactag
ccacatgact

cgcaatatat

<210> 3

<211> 2235

5 <212> ADN

agctattage
agggaacaca
ttcteaatga
atggtgoage
aatttaaaca
tattaggtgo
aaaagcagta
gtaattcaac
acacacasaag
gaggtgttte
gtatagcteoo
ttattactga
agtttgtaga
cacgacggag
cagtaagocgg
tggeacttog
aaggggtoog
ctatggotte
CLCARAACAAL
ggtgtagact
cacataagca
taattgacta
gocttagaagg
tgagttactt
ctatgggaaa
gagctgttca
caactcttga
caagacacta
agttctcaga
tgtettatte
tggagcaage

tacttgtety

abtgogockto
cgoacgataa
asgtigoigo
gersghgasa
gehecacyaa
Lbggotbtoa
tgagtatgta

gatttticoa

caccagctac
aatggctcag
agctgaatet
aggccattac
gteocttgaca
cgctgaggasa
tatgcaacaa
ttctactasa
coatggectt
gaacatgtca
accaccactt
cagttotoca
tgaaggaaag
ttcaagacty
aaatgtgaac
ttetgtaaca
tggggaacct
caatgatcaa
cacaattggt
ctcatacatg
ttataataca
tttagaggcht
aatggatatca
ggctcaggaa
ttgctatage
actgaatcca
ggattttgag
caacgcakbtgyg
goatcactte
agggacatct
catagtagea

cttagaaaga

agagageage
agooatgott
aataaaggot
cakagotac
CCADTIETAL
atgbagttte
teatgagttg

ES 2414054 T3

ckgeagaaka
tococcgatack
geactetgeo
cttocttggac
atagaceccte
gcaactgcag
ctgtoaactt
aacacgagtt
amagatatet
ttctataata
ttocoggaatt
aagtocoacktg
ttacgtaaga
tcbtgotgatt
aacgctteca
cttcggaagg
tttgatgatt
gaagacgaasa
gteteggaaa
tacaggtgte
ggatgggtte
gaaaaggcat
tactctacgg
ctaatatcaa
ttgoaaaagg
agatttgcat
aacggaatga
tacgggotig
agaatggektt
ttgeatgect
gatagaaaaa

tcagaktgaag

gttiacgott
catttogoto
goaatggaga
tooaagaacs
gaattattta
grtiaccaans

atctgtatgt

atcaagctta
tgttegeatt
ctgttaatga
ttatttacaa
tactttggge
tttttggtga
ccoctoggott
ctogaagatta
coggaaattt
cgecttegee
ttcagccage
ttaactotac
tttebggeag
caggggcaaa
agtatttggg
gacactcctg
caaggoctaa
caatgtogat
ttctaaacct
aggaggcact
tttococaggt
tccghckbge
toctotatea
ccgatogekt
accatgagac
atgcacatac
aaagttacca
gaatgatata
tectaataaa
tgaagagaag
accctotteo

ctctagaagt

taatgggoag
tagotetaga
aatbgoatgt
Ebgogtatga
gLgcasagod
SHCRACacag

tgtocogtaad
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cagtgcatat
atcatgette
acctggtgcg
aaggaagaat
tgoatatgag
aacagctgot
aaacacttac
tagtccaagg
ceattobcat
agtggetgea
tgttgcaaac
tottcaggea
actattttct
cattaattea
aggttctaaa
ggcasatgaa
tactgcctea
tggtggeata
ccttaggaca
ggatacgtat
cgggaaagea
ccgbetgoot
tttgasggaa
agctcctcaa
egeactgaag
cttatgtgge
aaacgeactt
tctacgccaa
cecgagttee
tgaggaagca
aatgtaccag

tettgaggay

gatetataag
tatgasacog
tococagatgag
attaatgtga
Lagctatitt
CoACAAgags

actasztaak

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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200
960
1020
1080
1140
1200
1250
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1380
1440
1500
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23109
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3

atggaagoba
gctateEboa
ttagecacea
acacaastgg
aatgaagehyg
goagoaggoc
getoaaciat
ttatgtatan
tocattoasa
Jaggaacota
totaaacaca
gttaatggag
ctatooggyba
aactcocootka
ajaagasaat
totggboone
gttgcaacag
agLoeLEngg
atggatgaag

actggttota

atEegtbc S
poagaagTyt
BRACLLETAT
LLLgAactaa
ecttatoget
atgaagobga
rggtgbgcta
trectacgag
gaatacacEa
gtagabacaa
aagttagagt
gttatasegt
gagataatoy
gotaacatao
aaagagtaty
cgaaacatge
goaactgacy
gatgagagoo

5 <210> 4

<211> 486

<212> ADN

tgcbbgtoga
tgtgogagog
getacetgea
ctocagtooog
aabobgoack
attacctiet
ttaaacagtc
taggtgctoe
agcagtaktat
attcaactic
cacaaagoon
gtgkttocgan
TagotoCace
ttactgacag
ttgtagakga
gacggagitc
taagoggaas
castiogttc
gFgrecatag

tggoTtocas

gAfCARTCAT
gtagacotce
ATALGCATTE
ctgactattt
cagappgaat
gttactigge
tgygiaaattyg
chgttcaact
cLettgagga
gaoactacaa
tockoagagoa
cLEattbags
AgoaagoCaT
tegtotgott
egectieaga
acgatasago
Etgebgoaat
cgtga

chgbgbaaas
tocbcbgeget
gaAkbaatoas
atactbgtte
ctgecatgtt
tggacttatt
ctbgacaatsa
Lgaggaagca
goascaacty
Eactaaaaas
tggocttaaa
cabgtocattc
ACCRCLLELE
cEctocanag
aggasagtta
angactgbot
cotgaacaac
tgtaacacktt
ggaacchitt

cgatoaagas

mAEEGEEGET
atacafgtac
TAaALACAGESA
agagpctgas
goatatatac
toaggascta
chatagottg
gaatocaaga
EtEEgaganc
cgsatgghac
toactbocaga
Hgacabebbty
agtagoagat
agaaagatta
gageagegbt
catgettoat

aaBggetgoa

ES 2414054 T3

aacagtotts
gagtttocott
gottacagtag
geattateat
aatgaacctg
tazaagrata
gaccctotac
ackbgyrageht
teaactbooo
acgagtbcta
gatatcboog
tataatacgo
oggaatibEc
LocachgEa
cgtaagaktct
gotgatboag
FotLocaAgt
CoEaRgRERC
gatgaticaa

gacgahacas

ECggassttt
aggkgteagy
LEggtLeTtt
maggoattos
tekacggtes

atatcaaccg
Caasaggaco
EEtgoatakyg
goastgRAAa
Qggettggaa
atggotiton
catgeattga
agLanaRAcs
patgasgoto
tacgetttan
ttopgtotag
AEQGAGAAAE

ghoatttogt
cbgaggttaa
catatocatct
geEtocagat
Fotgoggagakt
ctgatagasg
Ettgogctgo
Etggtgaaac
coggottaam
aagattateg
gaRattLeon
cttogooagt
agocagobgt
actobacect
ctggoagact
gggcasacat
abtbgggagg
acteoctgoge
ggectaatas
gtogattagy

Lasace oot
aggeactoga
cocagatogy
gtottgeceg
totatocatte
abogobtags
abgagacogo
cacabacctE
gtaccaasa
tgatatatcs
taatasacoc
agagaagiga
ctottocant
tagasgtbot
tygacaggat
ckttagatat
rgcatgttec

chacaaaaat
tttgragota
potasagoga
gpacebtote
ococcaaatggt
gaagaatgst
atatgaggan
agetgckoka
cacLiacane
toccasgpoag
Ltebecatgga
ggchgoacag
tocasacoca
Loamgoacct
attotetgat
taattocaagt
EEotasattg
RRaLgaanac
tgoctoaacyg

L@goatagca

Laggacaste
tacgratakg
garageabas
tetggecbet
FRAFTRAQRC
bccteaakct
aoctgaagaat
atgbggocas
cgcRctEogt
acgocangag
gagttocbok
GERATCACER
ghaccagaaa
tgaggagoto
chataagegg
FeAACCEooT

agatgagate

65

&0
1z0
180
240
300
360
4320
480
540
a00
66D
720
TAD
aan
200
10

1020
1080
1148
1200

1260
1320
13440
1440
1800
168G
1520
1880
L1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2180
2220
rrig
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

abtgamagtia
getatittea
ttagoocacca
ACACBRALSY
satgaagety
goagoagyco
aaacagboct
gotastgony
cagtat

<210>5

<211> 498

<212> ADN

tgobigtaga
totgegagen
gocbacctgoa
cLoRgLoSCD
amatoctgsact
attaccEEct
bgacaacaga
Aggaagoaac

ctytgtasac
Letebgoget
gaataakbcaa
atackbgtto
ctgoeockgtt
tggactEatt
ccototactt

EgeagtebLE

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 5.

BEOERAFCEA
geEatLbbea
EEAQCCACCa
acacaaatgg
aatgaagobg
grageaggen
getoaacaat
ttatgtatat

CocaAttcaan

<210>6

<211> 162

<212> PRT

Egotegogga
tgtgegageg
getacctgoa
cbocagboooyg
aatctgoact
attaccttor
Ehaaacmges
taggtgotgo
agoagtat

ctgtgtaaas
cetetgeget
gaataatcaa
atacttgbbo
ctgooctghe
tggacttack
ertgacaata
tgaggaagoa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 6

ES 2414054 T3

AacagtotEc
gagbtoost
gottacagty
goatEatcak
aatgaacetg
tacaanagga
tgggoEgoat
SUtganacag

aacagrene
gagttbcort
gottacagty
groattaboat
aatgeaCoty
EacaagLata
gacoctotac

motgoagttt

ghoatttbgt
chgaggktaa
catatcatct
gottecagat
gtgeggagat
agaatgotge
atgaggaatt

ctgoEetobe

gocatotoge
cbgaggttaa
catatcatck
gottocoagak
grgcggagat
CLgatagaas
trtgggotae

ttggtgassc

66

ctacasaaat
Ltbgoagota
ur.'l:a.n.unng'a.
ggacctiote
cocaAatogt
Lomacaattt
atgtatatta

catbcaaaag

CCaCAaaaat
cthtgeageta
getaaaggga
goaccttcte
cocaaatggh
gaagaakbger
atatgaggaa

agobgobceo

G0
120
180
240
aon
160
420
ann
486

&a
120
1480
240
300
L
420
4o
49E
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Ile

hrg

Glu Ala

Tyr Lye

Ser Glu
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Glu Ala

Pro Asno

Lys Asn
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val

Tyx
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Glu

Gly
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Alm

Ser

Leu
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ES

Ala
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Ile
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m

Alm

Ala
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Asp Oya Wal Asn hen Ser Leu Arg His
i 15

Fhe Met Cys Glu Arg Leu Cys .:.'l.u Glu
25 =}

Fln Leu Leu Ala Thr Ser Tyr Leu Zln
an 45

'ﬁr Hie Leu Leu Lys lﬁr Thr Fln Met

Ala Leu Ser Cya Fhe Gln Meb Asp Leu Leu
75 il

Leu Cys Pro 'g-;l Asn Glu Pro Gly Ala Glu

25

Gly His Tyr Leu Leu Gly Leu Ile Tyr Lys
105 110

Gln Fhe Lys Glo Ser Leu Thr Ile Rep
120 128

Lau Lau Trp Ala Ala Tyr Glu Glu Leu Cys Ile Leu GQly Rla Ala Glu
135 140
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130

Gln TyE
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<211> 166

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400>7

Glu Ala Thr ARla VWal Phe Gly Glu Thr Ala Ala Leu Ser Ile Gin Lya
150

155 160

67

Asn

Ala



Het Glu

Val Tyr

Pro Ser

Asn Gln
50

Gln Ser
LE]

Asn Glu

Ila Fro

Thr Ile
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Gly Ala
145

Sar Ila

<210> 8
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Ala

Elu
35

hla

Ala

hap
115

Als

Fln

<212> PRT

Mak
Asn
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Val

Glu
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100

Pra
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Lys
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Ser

Lot
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Glu
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Ile
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Lys
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 8

Rop

Pha

Gln

Gly

ABR
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120.

Ala

Ala
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L
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Glu
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Pha
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Arg

Asn

Lau
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Glu

Gly

Ser
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Elu
140

=813
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Cys Ala
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Tyr Leu
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Leu Cys
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¥Met Glu Ala Met Leu Val Asp Cys Val Asn Asn Ser Leu Arg His Fhe

Val Tyr Lys Asn Ala Ile Phe Met Cws Glu Arg Leu Cyes Ala Glu Phe
20 25 30

Pro Ser Glu Val Asn Leu Gln Leu Leu Ala Thr Ser Tyr Leu Gln Asn
35 40 45

B=n &ln Ala Tyr Ser Ala Tyr His Leu Leu Lys Gly Thr Gln Met Ala
50 55 60

Gln Ser Arg Tyr Leu Phe Ala Leu Ser Cys Phe Gln Met Asp Leu Leu
65 70 75 Bo

Asn Glu Ala Glu Ser Ala Leu Cys Pro Val Asn Glu Pro Gly Ala Glu
BS a0 a5

Ile Pro Asn Gly Ala Ala Gly His Tyr Leu Leu Gly Leu Ile Tyr Lys
100 108 110

Arg Lys Asn Ala Ala Gln Gln Phe Lys Gln Ser Leu Thr Ile Asp Pro
115 120 125

Leu Leu Trp Ala Rla Tyr Glu Glu Leu Cys Ile Leu Gly Ala Rla Glu
130 135 140

Glu Ala Thr Ala Val Phe Gly Glu Thr Ala Ala Leu Ser Ile Gln Lys
145 150 155 160

Gln Tyr Met Gln Gla Leu Ser Thr Ser Leu Gly Leu Asn Thr Tyr Asn
165 170 175

Glu Glu Arg Asn Ser Thr Ser Thr Lys Asn Thr Ser Ser Glu Asp Tyr
180 185 180

Ser Pro Arg Gln Ser Lys His Thr 8ln Ser His Gly Leu Lys Asp Ile
1495 200 203

Ser Gly Bsn Phe His Ser His Gly Val Asn Gly Gly Val Sar Asn Met
210 215 220

69
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<213> Arabidopsis thaliana
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Ala

Arg
700

Asp

Glu

74

Phe

Arg

Val

Glu

Gly

525

Fhe

Lys

Trp

Ser

605

Val

Glu

ASH

Pro
GBS

Arg

Met

Lys

Glu

Leu

Leu
310

Leu

Leu

Ala

Tyx

485

Ile

Cys

Arg

Gly

Ser Ty

Tyr

380

Glu

Ile

Glu

Era

Leu

870

Bar

AT

Lys

Leu

T
575
Gly
His
Met
Ala
Leu
655
ABD

Elu

Met

Pro

Ile

Ser

480

His

Ser

Ala

Hie

560

Gln

Lau

Hisz

Ser

Leu

B40

Pro

Glu

Ber

His

Fro

T20

val



<211> 4577

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 10

atggaagecta
gttattttca
tttecactcte
gaatggtaaa
aagtgcgtet
ttggtttett
ttegtgttot
attactogatt
tgtgacctea
ggaatgtcte
tagttgagaa
ggttgtccag
gkttgatcac
chbacctgecag
tttcttgact
cgttttgatt
cagtocccgat
totgocactct
goctttatte
tttaktgatt
tggtgcagca
tgoabbtttt

tgctbgtgga
tgtgogagog
toctcteotgat
tttgatatct
ctttttggat
accttttage
tttcteotete
tggtctttgg
agttbaagta
tgggattate
agtattcatt
tttctagett
tttctgaatt
aataatcaag
tgtbgecttgt
atctttgtat
acttgttcge
goectgttaa
gcettactgaa
tagttcagtg
ggccattacc

cttgattctg

ctgtgtaaac
toctotgeget
tttacctcte
ttgggtttgt
ttggaatteg
cctttgtttt
ttgttgaatt
aaaatttgea
tttattatco
tcaagctttg
cattcagcct
cagttagtag
ttcctcocttat
cttacagtge
tagcctttta
atatattttt
attatcatgc
tgaacctggt
tgtcatttta
aagataacaa
ttckttggact

aatggcttag
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aacagtctte
gagtttcctt
taattcaaat
aattectectg
atagcttcac
caagatcegt
tgttttetet
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatttg
ttggtctgga
aaatcatgtec
ataggttaat
atatcatctg
gtcagaattt
tttetgttat
ttccagatgg
goggaggtat
caaaaacagt
catgcttctg
tatttacaag

atgagatgat

75

gbtcattttgt
ctgaggtaat
tctgtaaatec
ggtatctatg
tgtgttotte
gtgttcaatt
agtagctgtyg
taatgacttt
gctatgagte
ggttaataca
atattttcaa
aataaatgat
Ltgcagctat
ctaaagggtg
tgoaccttct
gtaaaggaac
accttctcaa
Ltaatgttct
gtgtcagttt
attattgtgc
tacgtttttt

tocctecatata

ctacaaaaat
caccctoctte
gaagctettg
aattcgtcga
gagattgatt
aggagatgaa
ctcaatgeote
tgtecatata
aactgttaga
gcttcaatag
cattegtagt
tggcottttt
tagccaccag
cgtggeattyg
tttgttaggt
acaaaktggckt
tgaagctgaa
ctggtatttt
ctggacctta
agatcccaaa
gttctgtcta

taacagtgac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320



cttttaggta
tagaccctct
ctttetgeata
caggtgctge
agcagtatat
attcaactte
cacaaagcca
gtgtttcgaa
acaattgteg
Ectgtagtac
tttttetata
gggkbcttcat
ttatctgaat
coeggtatage
cocottattac
gaaagtttgt
cttgacatca
tactegggat
gocagatttct
tgattcaggg
ttccaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgca
ttgatgatkte
aagacgaaac
ttteggaaat
acaggtgtca
taggcttate
atgaaacttc
cctttctett

tgtgatagtt

tactgataga
actttggget
cttcacagat
tgaggaagca
gocaacaactg
tactaaaaac
tggccttaaa
catgteatte
tactgetttt
ttaggagaktt
tetgteatge
tatgttttag
aataacagct
tccaccacca
tgacagttct
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttet
ggcagactat
gcaaacatta
ttgggaggtt
tcetbgggcaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggcoctaat
aatgtcgatt
tttaaaccte
ggtaggcata
tcattgtecte
cacataageca
ttaggctgec

attgtibgaaa

aggaagaatg
geatatgagg
atgttatggt
actgcagttt
tcaactteec
acgagbtctg
gatatocteocg
tataatacge
ttatgtaata
tgtgecatcat
caaaagaatg
tgtetttgot
gtaagtaaat
cttbtcogga
ccaaagteoca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
tttctgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
ctgececttgt
accgtcatte
actgocktcaa
ggtggcatag
cttaggacac
ttattgtibet
cttctgctic
ttataataca
atatatggat

ggtttatata
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ctgeteaaca
aattatgtat
tectcttacac
ttggtgaaac
tocggettaaa
aagattatag
gaaatttcca
cthbegecagt
caactatate
gggbgttgat
ggttgtctat
ttggecttgtt
gotttetegt
atttteagee
ctgttaacte
aggtaggatt
attggtetktt
tettaccgtg
tggtccacga
tgcaacagta
ttetttggea
ggatgaaggt
gtgactattg
tgatgggttt
cgactggtte
caatgagtte
tocggagaagg
cgbtgaattat
tgggtcgttc
ggatgggrte
atagcctgaa

cacatactat

atttaaacag
attaggtgaa
ttttetgtet
agctgotete
cacttacaac
toccaaggeag
ttctecatgga
ggctgecacag
tecatctgtte
ttcacagogt
tettttgact
aattttatca
atttttgaaa
agctgttgeca
tactecttecaa
cacataatca
ctcbgtaata
agtgecatgte
cggagttcaa
agcggaaatyg
cttegttetg
tgtgacattec
ttatcatgeeo
aggggtcegt
tatggcttee
tcaaacaatc
gtgtagactt
gocaagtgagg
aggaggcact
ttteccaggt
tcagttttac

ggctattaaa

76

tccttbgacaa
cataatcegt
gctocaacttt
tccattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
gtaatgtcac
gatcacacat
ttotatctgt
attaaaaatg
acctittttag
tEgtagctat
aacccaaact
gcacctagaa
catatctcta
gtctattteg
tottatgtet
gactgtctge
tgaacaacgc
taacactteog
catgoactat
ttetattttt
ggggaacctt
aatgatcaag
acaattggtyg
tcatacatgt
tgaacctata
dggatacgtat
aactagtgac
tctagtggece

totaggtcgg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31E0Q

3240



gaaagcatac
totggetoet
tgtattatce
tgtaaatttt
gotgagttac
ttttttgteg
taagcaatca
agaccgcact
ataccttatg
tgcttaaaat
atacacaact
agatacaaga
gttagagtte
tataatgtct
ttatcaggte
tgttaataga
aaaaacccte
gaagctctag
getttaatgg
ggtctagett
tttaaaacag
aaactggtta

tegatgagag

<210> 11

<211> 4577

<212> ADN

Lttgaactaa
ccttattget
tggtttctaa
tcatcagcaa
ttggctcagg
aagttgttkbt
attatgtagg
gaagaatttc
tggecacgag
tatctggtta
cttgaggatt
cactacaacg
tcagageate
tatttaggga
tacaagaaaa
gaagtgagoa
ttecaatgta
aagttcttga
gcaggatcta
tagatatgaa
agtcgtocaa
ttattgtetg

cocgtoa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 11

atggaagcta
getattttca
ttteoactete
gaatggtaaa

aagtgegtet

tgcttgtgga
tgtgocgagey
tototetgat
tttgatattt

cttEttggat

ttgactattt
tagaaggaat
acatgcaatc
gatatgatat
aactaatatc
toctgattaac
tgtgctatgg
ctacgagctg
taagagagcc
ttggtotaat
ttgagaacgs
catggtacog
acttcagaat
catctttgeca
acaatctttg
agcactagag
ccagaaagct
ggagctcaaa
taageoggega
accgectgea
tgatggtttt

aaacaggcetg
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agaggctgaa
ggatatatac
tcoggatgagt
ttattbgecag
aaccgatcgc
gtttteattt
gaaattgcta
ttcaactgaa
tctatocecatt
tgacacttte
aatgaaaagt
gcttggaatyg
ggcbtteocta
toccttgaag
aagaatgact
ataatggage
aacatacttyg
gagtatgcge
aacatgcacg
actgacgttg
taaatctgaa

caatggagaa

aaggcattce
tctacggtceo
gcggaaagaa
catttgaagg
ttagctocte
attgttggta
tagocttgeaa
Coccaagattt
tgactttgte
tatctttact
taccaaaacg
atatatctac
ataaacccga
gttatcttat
aaatgcottet
aagccatagt
cetgottaga
cttcagagag
&taaaqucat
ctgcaataaa
aattcaagga

attgeatgtt

gtcttgecocog
tetatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa
aaggaccatg
gcatatgecac
ttgcacaatg
gtctctgtag
cacttcgtgt
gccaagagaa
gtteocktectgt
tacttteatc
tocttgtittg
agcagataga
aagattagat
cagcgtttac
gettcattte
ggttcgagtec
ttcatagctt

ccagatgaga

ctgtgtaaac
tetetgeget
tttacctete
ttaggtttgt

ttggaattcg

aacagkcttc gtecatkbttat
gagtttecett ctgaggtaat
taattcaaat tetgtaaate
aattectetg ggtatctakg

atagetteac btgtghbtetie

77

ctacaaaaat
caccctctte
gaagectettg
aattegtega

gagattgatt

3300
3380
3420
3480
3540
600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4577

60
120
180
240
300



ttggtttoctt
ttocgbgttet
attactgatt
tgtgatctca
ggaatgtecte
‘tagttgagaa
ggttgtocag
gtttgatcac
ctacctgeag
tttetkbgact
cgtttbgatt
cagtcceogat
tctgeactet
geectttatte
tttactgatt
tggtgcagca
tgocatttttt
cttttaggta
tagaccetet
tttebgeata
caagtgctge
agcagtatat
attcaactte
cacaaagoca
gtgtttcgaa
acaategteg
tctgtagtac
tttttotata
gggtcttcat
ttatctgaat

ceggtatage

accttttage
tttctctecke
tggtctttag
agtttaagta
tgggattatec
agtattcatt
tttctagett
tttctgaatt
aataatcaag
tgttgettgt
atctttgtat
acttgttege
geectgttaa
gcttactgaa
tagtteagty
ggccattaéc
cttgattcty
tactgataga
actctggget
cttcacagat
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
tggocttaaa
catgtoatte
tactgotbtte
ttaggagatt
tctgttatge
tatgttttag
aataacagct

tececaccacca

coctttgttie
ttgttgaatt
aaaatttgca
tttattatce
tcaagctttg
cattcagect
cagttagtag
ttectottat
cttacagtge
tagcctttta
atatattttt
attatecatge
tgaacctggt
tgtcatttta
aagataacaa
ttettggact
aatggcttag
aggaagaakg
goatatgagyg
atgttatggt
actgcagttt
tcaacttococ
acgagttctg
gatatctcocg
tataatacgc
ttatgtaata
tgtgeatcat
caaaagaatyg
tgtctttggt
gtaagtaaat

ctittcegga
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caagateegt
tgttttctet
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatttg
ttggtetgga
aaatcatgtc
ataggttaat
atatcatetyg
gtcagaattt
ttkttgttat
ttccagatgg
goggaggtat
cagaaacagt
catgettety
tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
aattacgtat
toctocttacac
ttggtgaaac
tcggecttaaa
aagattatag
gaaatttcea
cttcgeccagt
caactatatc
gogtgttgat
ggttgtctat
ttggettgtt
gocttEttttgt

atttkbcagec

gtgttcaatt
agrtagctgtyg
taatgacttt
gctatgagte
gottaataca
atattttcaa
aataaatgat
ttgcagctat
ctaaagggtg
tgecaccttet
gtaaaggaac
accttetecaa
ttaatgttct
gtgtcagttt
attatktgtge
tacgtcttete
tocctcatata
atttaaacag
attaggtgaa
tctkckgkbet
agctgctecte
cacttacaac
toccaaggoag
tbctcatgga
ggctgeacag
toccatectgtt
ttcacagcgt
CCcELtEgact
aattttatca
atttttgaaa

agctgttgea

78

aggagatgaa
ctcaatgete
tgtccatata
aactgttaga
gettcaatag
cattegbagt
tggeooctettt
tagccaccag
cgbogcattg
tttgttaggt
acaaatggct
tgaagctgaa
ctgogtattte
ctggacctta
agatcccaaa
gttctgtcta
taacagtgac
tccttgacaa
cataateegt
gotcaacttt
tccatteoaaa
gaggeacgta
tctasacaca
gttaatggag
gtaatgktcac
gatcacacat
ttgtatectgt
attaasaatyg
accttttrtag
ttgtagctat

aacccaaact

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
ls20
leB0
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160



cocttattac
gaaagtttgt
cttgacatea
tactocgggat
gocagattibct
tgattcaggg
ttecaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgca
ttgatgatte
aagacgaaac
ttteggaaat
acaggtgtca
taggcttate
atgaaactte
toctttotott
tgtgatagtt
gaaagcatac
toctggettet
tgtatktatce
tgtaaatkttt
gotgagttac
tettttgteg
taagcaatca
agaccgeact
ataccttatg
tgocttaaaat
atacacaact
agatacaaga
gttagagtte

tataatgtct

tgacagttet
agatgaagga
tcasatcata
gaaattttet
ggcagactat
gcaaacatta
ttgggaggtt
tcctaggcaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggcctaat
aatgtegatt
tttaaaccte
ggtaggcaka
tcattgtete
cacataagca
ttaggctgee
attgttgaaa
tttgaactaa
cottattget
tggtttotaa
tcatcagcaa
ttggoctocagy
aagttgtttt
attatgtagg
gaagaattte
tggccacgag
tatectggtra
cktgaggatt
cactacaacg
tcagageate

tacttaggga

ccaaagtcea
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
ttbctgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
ctgcoettgt
accgtecatte
actgcctcaa
ggtggoatag
cttaggacac
ttattgttect
cttetgette
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactattk
tagaaggaat
acatgcaate
gatatgatat
aactaatate
tctgattaac
tgtgctatgg
ctacgagctg
taagagagcc
ttggtctaat
ttgagaacgg
catggtacgg
acttcagaat

catetttgea
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ctgttaacte
aggtaggatt
attggtettt
tcttacegtyg
tggtccacga
tgcaacagta
ttctttggca
ggatgaaggt
gtgactattg
tgatgggtct
cgactggkttec
caatgagtte
tcggagaagg
cgtgaattat
tgggtegtte
ggatgggttc
atagcctgaa
cacatactat
agaggctgaa
ggatatatac
tcggatgagt
ttatttgeag
asccgatego
gtttbtcattk
gaaattgcta
ttcaactgaa
tctatccatk
tgacacttte
aatgaaaagt
gottggaatg
ggctttocta

tgecttgaag

tactcttocaa
cacataatca
ctetgtaata
agtgcatgtc
cggagttcaa
agcggaaatg
cttogttctg
totgacatte
ttatcatgee
aggggtcogt
tatggcttce
tcaaacaatc
gtgtagactt
geaagtbgagg
aggaggcact
ttteccaggt
tcagtittac
ggctattaaa
saggecattce
tctacggtee
gocggaaagaa
cakttgaagg
ttagetecte
attgttggta
tagcttgcaa
tccaagattr
tgactttgte
tatctttact
taccaaaacg
atatatctac
ataaacccga

gttatettat

79

geacctagaa
catatectcta
gtctattteg
tcttatgttt
gactgtctge
tgaacaacgc
taacacttcg
catgcactat
ttetattetk
ggggaacctt
aatgatcaag
acaattggtg
tcatacatgt
tgaacctata
ggatacgtat
aactagtgac
tctagtggee
tgtaggtcag
gtcttgeocg
tctatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa
aaggaccatg
gocatatgocac
ttgcacaatg
gtetotgtag
cacttegtgt
gecaagagaa
gttectctgt

tactttcate

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2BBD
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33560
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3sdo
3800
3960
4020
4080



ttatcaggte
tgttaataga
aaaaacccte
gaagctctag
gokttaatgg
ggtctagectt
tttaaaacag
aaactggtta

tcgatgagag

<210> 12

<211> 4577

<212> ADN

tacaagaaaa
gaagtgagga
ttccaatgta
aagkttcttga
geaggatcta
tagatatgaa
agtcagtocaa
ttattgtetg

cococgtga

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 12

atggaagcta
gotattttea
tttecactcte
gaatggtaaa
aagtgegtct
ttggtttctt
ttegtgttct
attactgatt
tgtgatctea
ggaatgtcte
tagttgagaa
gogttgtccag
gttbgaktcac
ctacctgcag
tctettgact
cgttttgatt
cagtceceogat
tctgeactet

goectttatte

tgcttgtoga
tgtgegageg
totetetgat
tttgatattt
ctttttggat
accttttage
tttctckcocte
tggtetttgg
agtttaagta
tgggattatc
agtatteatt
tttctagett
tttctgaakt
aataatcaag
tgttgettgt
atctttgtat
acttgttege
gococtgttaa

gocttactgaa

acaatctttg
agcactagag
ccagaaaget
ggagctcaaa
taagcggeoga
acégcctgca
tgatggtttt

aaacaggetyg

ctgtgtaaac
tectetgoget
tttacctete
ctgggttigt
ttggaattcg
cctttgtekt
ttgtbtgaatt
anaatttgea
tttattatee
toaagctttg
cattcagect
cagkttagtag
tkectettat
cttacagtgc
tagocetttta
atatatttet
attatcatge
tgaacctggt

tgteatttta
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aagaatgact
ataatggagc
aacatacttyg
gagtatgecgc
aacatgcacg
actgacgttg
taaatctgaa

caatggagaa

aacagtectte
gagtttectt
taattcaaat
aatbcctctg
atagcttcac
caagatccgt
CgtEtktctet
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatttg
ttggtctgga
aaatcatgtc
ataggttaat
atatcatctg
gtoagaattt
tttttgttat
ttoccagatgg
goggaggtat

caaaaacagt

aaatgettet
aagccatagt
tctgecttaga
cttecagagag
ataaagccat
ctgcaataaa
aattcaagga

attgcatgtt

gtcattttge
ctgaggtaat
tctgtaaatec
ggtatctatg
tgtgttctte
gtgttcaatt
agtagctgtg
taatgacttt
gotatgagte
ggttaataca
atatctkbcaa
aataaatgat
cttgcagetat
ctasaggotg
tgcaccttct
gtaaaggaac
accttctcaa
ttaatgttct

gtgteagttt

80

tottgtittg
ageagataga
aagattagat
cagegtttac
gectteoattte
ggttogagte
ttcatagectt

ccagatgaga

ctacaaaaat
caccetette
gaagctcttg
aattcgtcga
gagattgatt
aggagatgaa
ctcaatgctc
tgtcecatata
aactgttaga
gottcaatag
cattcgtagt
tggocettite
tagccaccag
cgtggcattg
tttgttaggt
acaaatggct
tgaagctgaa
ctggtatttt

ctggacctta

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4577

60
120
180
240
300
3g0
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
960

1020
1080

1140



tttattgat;
tggtgcagea
tgocattbEEE
cttttaggta
tagaccctcet
tttetgeata
caggtgctge
agcagtatat
atkbcaacttc
cacaaagcca
gtgtttcgaa
acaattgteg
tctgtagtac
ttﬁttctata
gggtctteat
ttateotgaat
coggtatage
coccttattac
gaaagttegt
cttgacatca
tactcgggat
gecagatttct
tgattcaggg
ttccaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgea
ttgatgattc
aagacgaaac
tttcogaaat

acaggtgtea

tagttcagtg
ggccattace
cttgattctyg
tactgataga
actttgggct
cttcacagat
tgaggaagea
gcaacaactyg
tactaaaaac
tggccttaaa
catgteatte
tactgeottkt
ttaggagatt
tctgttatge
tatgttttag
aataacagct
tecaccacea
tgacagttet
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttct
ggcagactat
geaaacatta
tLgggaggtt
tcctgggeaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
saggoctaat
aatgtcgatt
tttaaaccte

ggtaggoata

aagataacaa
ttettggact
aatggcttag
aggaagaatyg
geoatatgagg
atgttatggt
actgecagttt
tcaacttcce
acgagttctg
gatatcteocg
tataatacge
ttatgtaata
tgtgecatcat
caaaagaatyg
tgbctbtggt
gtaagtaaat
cttttecegga
ccaaagtocca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
tttctgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
ctgecettge
accgtcatte
actgcctcaa
agtggecatag
ckttaggacac

ttattgttct
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catgctbctyg
tatttacaag
atgagatgat
ctgokeaaca
aattatgtat
totettacac
ttggtgaaac
tocggocttaaa
aagattatag
gaaattteca
cttogecagt
caactatate
gggtgttgat
ggttgtctat
ttggottott
gothtttbgt
attttecagec
ctgttaacte
aggtaggatt
attggtectet
tecttacegtg
tggtccacga
tgcaacagta
ttctttggea
ggatgaaggt
gtgactattg
tgatgggttt
cgactggttc
caatgagtte
tcagagaagg

cogtgaattat

attattgtgc
tacgttbttt
tccteoatata
atttaaacag
attaggtgaa
ttttctgtet
agctgotete
cacttacaac
tccaaggeag
ttctcatgga
ggcbtgcacag
tocecatetgtt
ttcacagegt
toctttbgact
aattttatea
atttttgaaa
agctgttgea
tactcttecaa
cacataatca
ctctgtaata
agtgcatgte
cggagttcaa
agcggaaaty
cttegtectg
tgtgacattec
ttatcatgece
aggggtcegt
tatggcttee
tcaaacaatc
gtgtagactt

geaagtgagg
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agatcccaasa
gttetgteka
taacagtgac
tecttgacaa
cataatcegt
geteaacttt
toccattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
gtaatgtecac
gatcacacat
ttgtatetgt
attaaaaatg
acctttttag
ttgtagetat
aacccaaact
gocacctagaa
catatctcta
gtctattteg
tctbatgttt
gactgtctge
tgaacaacgec
taacacttcg
catgecactat
ttctakttttt
ggggaacctt
aatgatcaag
acaattgatg
tocatacatgt

tgaacctata

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940
3000



taggcttate
atgaaackttc
tetttorett
tgtgatagtk
gaaagcaktac
tetggottot
tgtattatee
tgtaaatttt
gotgagttac
tettckbtgteg
taagcaatca
agaccgcact
ataccttatg
tgcttaaaat
atacacaact
agatacaaga
gkttagagttc
tataatgtet
ttatcaggtc
tgttaataga
asaaaccote
gaagctctag
gctttaatgg
ggtctagctt
tttaaaacag
aaactggtta

tcgatgagag

<210> 13

<211> 4577

<212> ADN

toatcgtote
cacataagca
ttaggectgee
atktgttgaaa
tttgaactaa
ccttattgeot
tggtttctaa
tcatcagcaa
ttggctcagy
aagttgtttt
attatgtagg
gaagaatttc
tggceoacgag
tatctggtta
cttgaggatt
cactacaacg
tcagagcate
tattﬁagggn
tacaagaaaa
gaagtgagga
tteccaatgta
aagttcttga
goaggatcta
tagatatgaa
agtecgtccaa
ttattgtetg

ccegtga

cttctgette
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactattt
tagaaggaat
acatgcaate
gatatgatat
aactaatatc
tctgattaac
tgtgctatgg
ctacgagctg
taagagagcc
ttggtctaat
tbtgagaacgg
catggtacgg
acttcagaat
catctttgea
acaatctttg
agcactagag
ccagaaaget
ggagctcaaa
taagcoggoga
accgoctgoa
tgatggtttt

aaacaggctg

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 13
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tgggteogrte
ggatgggttc
atagcoctgaa
cacatactat
agaggctgaa
ggatatatac
tecggatgagt
ttatttgcag
aaccgatcgce
gttttcattt
gaaatkgecta
ttcaactgaa
tctatecatt
tgacacttte
aatgaaaagt
gettggaatyg
ggctbtocta
tgecttgaag
aagaatgact
ataatggageo
aacatacttg
gagtatgege
aacatgcacg
actgacgttg
taaatctgaa

caatggagaa

aggaggcact
tttocccaggt
tecagttttac
ggotattaaa
aaggcattec
tetacggtee
goggaaagasa
catttgaagg
ttagectoote
attgttgota
tagecttgeaa
tccaagattt
tgactttgte
tatctttact
taccazaaacyg
atatatctac
ataaaccoga
gttatcttat
aaatgcttet
aagccatagt
tctgeottaga
cttcagagag
ataaagccat
ctgcaataaa
aattcaagga

attgeoatgtt

ggatacgtat
aactagtgac
tctagtggee
tgtaggtcgg
gtcttgcccg
tctatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa
aaggaccatg
gecatatgcac
ttgoacaatg
gtctctgtag
cacttegtgt
gcocaagagaa
gttectetgt
tactttcate
tcttgttttg
agcagataéa
aagattagat
cagegtttac
getoeattte
ggttcgagte
tEcatagctt

ccagatgaga

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4577

atggaagcta tgcttgtgga ctgtgtaaac aacagbcettc gtcattttgt ctacaaaaat

82

60



getattttca
tttcacteote
gaatggtaaa
aagtgcgtct
ttggtttett
ttegtgtict
attactgatt
tgktgatctca
ggaatgtctc
tagttgagaa
ggttgtccag
gtttgatcac
ctacctgeag
tttettgact
cgttttgact
cagtccogat
tctgcactet
goctttatte
tttattgatt
tggtgdagca
tgocattttet
cttttaggta
tagaccctct
tttctgeoata
caggtgctge
agcagtatat
attcaactte
cacaaagcca
gtgtttcgaa
acaattgtecg
tetgtagtac

tttttctata

cgtgocgagoyg
tctetebgat
ttbgatattt
ctotbtggat
accttttage
tttetctete
tggtctttgg
agtttaagta
tgggattate
agtattocatt
tttetagetk
tttctgaatt
aataatcaag
tgrtgecttgt
atctttgtat
acttgtbege
gcoctgbtaa
gettactgaa
tagttcagtyg
ggccattacc
cttgatbetg
tactgatagsa
actttoggect
cttcacagat
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
tggccttaaa
catgteattec
tactgectrtt
ttaggagatt

tetgbtatge

tcteoctgoget
tttacctete
ttgggtttgt
ttggaattog
ccttbghttt
ttgttgaatt
agaatttbgea
tttattatce
tcaagctttg
cattcagect
cagttagtag
ttoctottat
cttacagtge
tagcctttta
atatattttt
attatcatge
tgaacctggt
tgtecatttta
aagataacaa
ttcttggact
aatggettag
aggaagaatg
geatatgagg
atgttatggt
actgcagttt
teaactteoce
acgagttctg
Qatatctccg
tataatacgc
ttatgtaata
tgtgcatcat

caaaagaatg
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gagbttcctt
taattcaaat
aattcctcoctg
atagcttcac
caagatcegt
tgttttcket
ctttgagggt
ctggaactta
ttaaaatttg
ttagtctgga
asatcatgtc
ataggttaat
atatcatetg
gtcagaattt
tttttgrtat
ttccugatﬁg
goggaggtat
caaaaacagt
catgcocttetg
tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
aattatgtat
tctcttacac
ttggtgaaac
tocggettaaa
aagattatag
gaaatttceca
cttecgocagt
caactatate
gggtgttgat

ggttgtctat

ctgaggtaat
tctgtaaate
ggtatctaktg
tgtgttette
gktgttcaakt
agtagctgtg
taatgacttt
goctatgagte
ggttaataca
atattttcaa
aataaatgat
ttgeagetat
ctaaagggtg
tgcaccktct
gtaaaggaac
accttckecaa
ttaatgttet
gtgtcagttt
attattgtge
tacgtttttt
tcctoatata
atttaaacag
attaggtgaa
ttttetgtet
agectgctete
cacttacaac
tccaaggecag
ttctecatgga
ggctgcacag
tccatotgtt
ttcacagegt

tetttbgact
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caccotette
gaagcotcttg
aattcgtega
gagattgattc
aggagatgaa
ctcaatgete
tgtccatata
aactgttaga
gcottecaatag
cattcgtagt
tggoottitto
tagccaccag
cgtggeattg
tttgttaggt
acaaatgget
tgaagctgaa
ctggtatttt
ctggacctta
agatcccaaa
gttctgteta
taacagtgac
tccttgacaa
cataatcegt
gotcaacttt
tccattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
gtaatgtcac
gatcacacat
ttgtatctgt

attaaaaatg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1980



gggtctbcat
ttatctgaat
ccggtatagce
cccttattac
gaaagtttgt
cttgacatca
tactcgggat
geagatbict
tgattcaggg
ttccaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgea
ttgatgattc
aagacgaaac
ttteggaaat
acaggtgtca
taggcttateo
atgaaactte
totttetett
tgtgatagtt
gaaagcatac
cotggottct
tgtattatee
tgtaaatktt
gotgagttac
tEttttgteg
taagcaatea
agaccgeact
ataccttatg

tgcttaaaat

tatgttttag
aataacagct
toccaccacca
tgacagttet
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttct
ggcagactat
goaaacatta
ttgggaggbt
tocctgggcaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggcctaat
aatgtcgatt
tttaaaccte
ggtaggcata
tocattgtecte
cacataagca
ttaggctgoo
attgttgaaa
tttgaactaa
cottattget
tggtttctaa
tcatcagecaa
ttgactcagg
aagttgtttt
attatgtagg
gaagaattte
tggccacgag

tatctggtta

tgtctttggt
gtaagtaaat
cttttoccgga
ccaaagteca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
Ettoctgattc
attcaagtat
ctaaattagag
atgaaaacat
ctgccettgt
accgteatte
actgcctcaa
ggtggcatag
cttaggacac
ttattgttet
cttetgette
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactattt
tagaaggaat
acatgcaatc
gatatgatat
aactaatatc
tctgattaac
tgtgetatgg
ctacgagctyg
taagagagoe

ttggtctaat
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ttggocttgtt
gettbttttgt
attttcagce
ctgttaactc
aggtaggatt
attggtcttt
tcttacegty
Lggtccacga
tgcaacagta
ttctttggca
ggatgaagat
gtgactaktg
tgatoggttt
cgactggttc
caatgagtte
toggagaagg
cgtgaattat
tgggtegtte
ggatgggttc
atagcctgaa
cacatactat
agaggctgaa
goatatatac
toggatgagt
ttatttgcag
aaccgateoge
gtEttcattt
gaaattgcta
ttcaactgaa
tctatccatt

tagacacttto

aattttatea
attbttgaza
agctgttgea
tactcttcaa
cacataatca
ctctgtaata
agtgoatgte
cggagttcaa
ageocggaaatg
cttcgttctg
tgtgacatte
ttatcatgce
aggggtcegt
tatggcttoo
tcaaacaatc
gtgtagactt
gcaagtgagg
aagaggcact
tttococcaggt
tcagttttac
ggctattaaa
aaggocattoo
toctacggteoo
goggaaagaa
catttgaagg
ttagcteocte
attgttggta
tagcttgeoaa
tccaagattt
tgactttgte

tatctttact

84

acctttttag
ttgtagctat
aacccaaact
gocacctagaa
catatctcta
gtctakttteg
tcttatgttet
gactgtctge
tgaacaacge
taacacttcg
catgoactat
ttctatttet
gﬁggaacctt
aatgatcaag
acaattggtg
tocatacatgt
tgaacctata
gqataggnat
aactagtgac
tctagtaggeco
tgtaggtegg
gtettgoocg
tctcatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa
aaggaccatg
geatatgecac
ttgcacaatg

gtotctgtag

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840



atacacaact
agaktacaaga
gbttagagttc
tataatgtet
ttatcagote
tgttaataga
aaaaaccctc
gaagctctag
getttaatgg
ggtotagott
tttaaaacag
aaactggtta

tocgatgagag

<210> 14

<211> 4577

<212> ADN

cbbgaggatt
cactacaacg
tcagagcatc
tatttaggga
tacaagaaaa
gaagtgagga
ttccaatgta
aagttcttga
gcaggatcta
tagatatgaa
agtecgtecaa
ttatbgtetg

cooghga

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14

atggaagcta
gectatttteca
tttcactcte
éaatggtaaa
aagtgcgtet
ttggtttcokt
ttegtgttet
attactgatt
tgtgatctca
ggaatgtecte
tagttgagaa
ggttgtccag
gtttgatcac
ctacctgeoag

tttettgact

tgettgtgge
tgtgcogageg
totctetgat
tttgatattt
ctttttggat
accttttage
tttetetete
tggtctttogg
agtttaagta
tgggattate
agtattcatt
tttctagett
tttetgaatt
aataatcaag

tgttgcttgt

ttgagaacgg
catggtacgg
acttcagaat
catctttgea
acaatetttyg
agcactagag
ccagaaagck
ggagctcaaa
taagcggcga
aﬁcgnctgca
tgaktggttee

aaacaggctg

ctgtgtaaac
tctctgeget
tttacckcte
ttgggtttgt
ttggaatteg
cokbttgtttt
ttgttgaatt
aaaatttgea
tttattatec
tcaagetttg
cattcageoct
cagttagtag
ttectettat
cttacagtge

tagcctttta
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aatgaaaagt
gcttggaatg
gactttocta
tgccttgaag
aagaatgact
ataatggagc
aacatacttg
gagtatgecge
aacatgcacyg
actgacgttg
taaatctgaa

caatggagaa

aacagtctte
gagtttecctt
taattcaaat
aattccteotg
atagcttecac
caagatcegt
tgttttetet
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatttg
ttggtctoga
aaatcatgtc
ataggttaat
atatcatetg

gtcagaattt

taccaaaacg
atatatctac
ataaacccga
gttatcttat
asatgetrok
aagccatagt
tctgocttaga
cttcagagag
ataaagecat
ctgcaataaa
aattcaagga

atbgcatgtt

cacttegtgt
goccaagagaa
gttecteotgt
tactttcate
teccgttetyg
agcagataga
aagattagat
cagcgtttac
gotteattte
ggttogagteo
ttcatagett

ccagatgaga

gteattoege
ctgaggtaat
tctgtaaate
ggtatectatg
tgtgttette
gtgttcaatt
agtagctgtyg
taatgacttt
gctatgagte
ggttaataca
atactttcaa
aataaatgat
ttgecagctat
ctaaagggtyg

tgcaccttet

85

ctacaaaaat
caccctctte
gaagctcttg
aattcgtega
gagattgatt
aggagatgaa
ctecaatgete
tgtceatata
aactgttaga
gettcaatag
cattcgtagt
tggoetbttit
tagceocaccag
cgtggeatty

tttgttaggt

3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4577

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500



cgtttbtgatt
cagkcocgat
tckgeactct
goctttatte
tttattgatct
tggtgcagca
tgoattbtbtLt
cttttaggta
tagaccctct
tttotgocata
caggtgctge
agcagtatat
attcaactte
cacaaagcca
gtgtttcgaa
acaattgteg
tetgtagtac
tttttctata
gggtcktcat
ttatctgaat
coeggtatage
cccttattac
gaaagktttgt
cttgacatca
tactcgggat
gocagatttct
tgattcaggg
ttccaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgea

ttgatgatte

atcttbgtat
acttgttege
gocectgttaa
gcttactgaa
tagttcagtg
ggccattace
cttgattctg
tactgataga
actttgggct
ctteocacagat
tgaggaagea
goaacaactg
tactaaaaac
tggocttaaa
catgtcatte
tactgctttt
ttaggagatt
tctgttatge
tatgttttag
aataacaget
toccaccaceca
tgacagttct
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttet
ggcagactat
gcaaacatta
ttgggaggtt
tectgggcaa
tgtttgaaat
tatttgtaat

aaggcctaat

atatatttte
attatecatge
tgaacctggt
tgtcatttta
aagataacaa
ttcttggact
aatggcttag
aggaagaatg
gcatatgagg
atgttatggt
actgoagttt
tcaacttcéc
acgagttctg
gatatcteceg
tataatacgc
ttatgtaata
tgtgecatcat
caaaagaatg
tgtctttggt
gtaagtaaat
ctttteocgga
ccaaagtcca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
tttctgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
ctgcocoeotegt
accgtcattc

actgecctcaa
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tttttgttat
tteocagatgg
gcggaggtat
caaaaacagt
catgcttctg
tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
mattatgtat
toctcttacac
ttggtgaaac
toggettaaa
aagattatag
gaaatttecea
cttegocagt
caactatatc
gggtgttgat
ggttgteotat
ttggeottgtt
gekbtttttgt
attttecageoco
ctgttaacte
aggtaggatt
attggtekttt
tcttacegtyg
tggtoccacga
tgocaacagta
ttetttggea
ggatgaaggt
gtgactattg
tgatgggttt

cgactggttc

gtanaggaac
accttctcaa
ttaatgttet
gtgtecagttt
attattgtge
tacgtttttt
tcctcatata
atttaaacag
attaggtgaa
ttttetgtet
agctgetete
cacttacaac
toccaaggoag
ttctcatgga
ggctgcacag
tecatetgtt
ttocacagegt
tektkttbgact
aattttatca
attttﬁgaaa
agctgttgea
tactcttcaa
cacataatca
ctctgtaata
agtgcatgte
cggagttcaa
agcggaaatyg
cttcgttoctg
tgtgacattec
ttatcatgee
aggggtccgt

tatggcttoc
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acaaatggct
tgaagctgaa
ctggtatttt
ctggacectta
agatcccaaa
gttcktgtcta
taacagtgac
toectbgacaa
cataateccgt
gotcaacttt
tocattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
gtaatgtecac
gatcacacat
ttgtatctgt
attaaasaateg
accbttkttag
ttgtagctat
aacccaaact
gcacctagaa
catatctcta
gtectatkcteg
tottatgttt
gactgtctge
tgaacaacgc
taacacttog
caktgcactat
trcctatttte
ggggaaccktt

aatgatcaag

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



aagacgaaac
tttecggaaat
acaggtgtca
taggcttatc
atgaaacttc
tetttotett
tgtgatagtt
gaaagoatac
tctggettet
tgtattatcc
tgtaaatttt
gctgagttac
ttttttgteg
taagcaatca
agaccgcact
ataccttatg
tgettaaaat
atacacaact
agatacaaga
ghtagagtte
tataatgtck
ttatcaggtc
tgttaﬁtaga
aaaaaccecto
gaagctcotag
goetttaatgg
ggtotagett
tttaaaacag
aaactogtta

tocgatgagag

<210> 15
<211> 4577

<212> ADN

aatgtegatt
tttaaacctec
ggtaggeata
tcattgtcte
cacataagca
ttaggctgec
attgttgaaa
tttgaactaa
ccttattget
tggbtttctaa
tecatcagcaa
ttggctecagg
aagttgtttt
attatgtagg
gaagaatttc
tggocacgag
tatctggtta
cttgaggatt
cactacaacg
tocagagcate
tatttaggga
tacaagaaaa
gaagtgagga
ttecaatgta
aagttottga
gcaggatcta
tagatatgaa
agtcgtccaa
ttattgtctg

cocogtga

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 15

ggtggeatag
cttaggacac
ttattgttet
cttctgetic
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactattt
tagaaggaat
acatgcaatc
gatatgatat
aactaatatec
tetgattaac
tgtgctatgg
ctacgagetyg
taagagagce
ttggtctaat
ttgagaacgg
catggtacag
acttcagaat
catctttgca
acaatctttg
agcactagag
ccagaaaget
ggagctcaasa
taagcggcga
acocgectgea
togatggtttc

aaacaggcktg
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caatgagttc
tcggagaagy
cgtgaattat
tgggtegtee
ggakgggttc
atagcocctgaa
cacatactat
agagoctgaa
ggatatatac
teggatgagh
ttatttgeag
aaccgatege
gbtttecattt
gaaattgcta
ttcaactgaa
tetateccatt
tgacactttc
aatgazaagt
gettggaatg
ggctttocta
tgeccttgaag
aagaatgact
ataatggagc
aacatacttg
gagtatgege
aacatgcacg
actgacgttyg
taaaktctgaa

caatggagaa

tcaaacaatc
gtgtagackt
gcaagtgagy
aggaggcact
tttcccaggt
tcagttttac
ggctattaaa
aaggcattoe
tctacggtec
goggaaagaa
catttgaagg
ttagcteocecke
attgttggta
tagecttgcaa
tccaagattt
tgactttgte
tatctttact
taccaaaacy
atatatctac
ataaacccga
gttatcttat
aaatgcttct
aagccatagt
tetgettaga
cttcagagag
ataaagccat
ctgcaataaa
aattcaagga

attgoatgtt

87

acaattggtg
tcatacatgt
tgaacctata
ggatacgrat
aactagtgac
tctagtggee
tgtaggtcgg
gtecttocceg
tetatgtaaa
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa
aaggaccabtg
gcatatgecac
ttgcacaatg
gtetctgtag
cacttegtgt
gccaagagaa
gtteetetgt
tactttcatc
tctbgtbtttg
agcagataga
aagattagat
cagcgtttac
gectkbcatttc
ggttegagte
ttcatagctt

ccagakbgaga

2880
29240
3000
3060
31240
3180
32440
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4577



atggaagcta
getattttea
ttteacteke
gaatggtaaa
aagtgegtct
ttggtttckt
ttegtgttet
attactcgatt
tgtgatctca
ggaatgtete
tagttgagaa
ggttgtccay
gtttgatcac
ctacctgeag
tttettgact
cgttttgatt
cagtcccgat
tetgoactct
gecoctttatte
tttattgatt
tggtgeagea
tgeatttett
cttttaggta
tagaccctet
tttetgeata
caggbgcetge
agcagtatat
attcaacttc

CaCaaagoca

tgettgtgga
tgtgegageg
tctobotgat
Ectgatattt
ctttttggat
accttttage
tttctctcte
tggtettbtgg
agtttaagta
tgggattate
agtattcatt
tttctagett
ttbetgaatt
aataatcaag
tgttgettgt
atctttgtat
acttgttege
gocctgttaa
gottactgaa
tagtteagtg
ggccattace
cttgattctg
tactgataga
actttggget
cttocacagat
tgaggaagca
goaacaactg
tactaaaaac

tggccttaaa

ctgtgtaaac
tctetgeget
tttacctete
ttgagtttgt
ttggaatteg
cctttgttet
ttgttgaatt
aaaatttgca
tttattatce
tcaagetttg
cattcageck
cagttagtag
ttecctettat
cttacagtgec
tagcoctttta
atatattttt
attatcatge
tgaacctggt
tgtcatttta
aagataacaa
ttotbggact
aatggcttag
aggaagaatg
gcatatgagg
atgttatggt
actgecagttt
tcaactteoco
acgagttckg

gatatcteeg
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aacagteotte
gagtttoctt
taattcaaak
aattcctetg
atagctteac
caﬁgatccgf
tgtetkctect
ttttgagggt
ttggaactta
ttaaaatcttyg
ttggtctgga
aaatcatgtce
ataggttaat
atatcatctg
gtcagaattt
ttcttgttat

ttoccagatgg

geggaggtat

caaaaacaglt
catgocttetg
tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
aattatgtat
tctettacac
ttggtgaaac
toggettaaa
aagattatag

gaaatttcca

gtecattttgt
ctgaggtaat
tctgtaaakte
ggtatctatg
tgtgttette
gbgktcaatt
agtagectatg
taatgacttt
gctatgagte
ggttaataca
atattttcaa
aataaatgat
ttgcagectat
ctaaagggtg
tgeaccttet
gtaaaggaac
accttcteaa
ttaatgttet
gtgtcagttt
attattgtge
tacgteteet
toctecatata
atttanacag
attaggtgaa
ttttetgtet
agctgeotcke
cacttacaac
tccaaggcag

ttctecatgga

88

ctacaaaaat
caccetckte
gaagctcttg
aattegbega
gagattgatt
aggagatgaa
ckcaatgeote
tgtccatata
aactgttaga
gcttcaatag
cattcgbtagt
tggcottttt
Lagccaccag
cgtggcattyg
tttgttaggt
acaaatggch
tgaagcetgaa
ctoggtatttt
ctggacctta
agatcecaaa
gttetgtota
taacagtgac
tccttgacaa
cataatcogt
gotcaactLe
tocattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca

gttaatggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



gtgtttogaa
acaattgtcg
tetgtagtac
tttttctata
gggtotteoat
ttatctgaat
coggtatage
cecttattac
gaaagttbgt
cttgacatca
tactcgggat
gcagatttot
tgattcagog
tteccaagtat
gaagggacac
accactatat
ggtgtctgca
ttgatgattc
aagacgaaac
ttbtcggaaat
acaggtgtea
taggcttate
atgaaacttc
tctttoctett
tgbgatagtt
gaaagcatac
tcbtggetbtct
tgtattatece
tgtaaatttet
gctgagkttac
tctttkcgteg

taagcaatca

catgtcatte
tactgeottte
ttaggagatt
tctgttatge
tatgttttag
aataacagct
tccaccacca
tgacagttct
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttet
ggcagactat
gcaaacatta
ttgggaggtt
tecctgggcaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggcctaat
aatgtogatt
tttaaacctec
ggtaggcata
tcattgtete
cacataagca
ttaggctace
attgttgaaa
tttgaactaa
ccttattgect
tggtttctaa
tcatcagcaa
ttggctecagg
aagttgtttt

attatgtagg

tataatacge
ttatgtaata
tgtgeatcat
caaaagaatyg
tgtekbttggt
gtaagtaaat
cttttcocgga
ccaaagtcca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
tttotgatte
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
ckgceoctigt
accgtecatto
actgcctcaa
ggtggeatag
cttaggacac
ttatbtgttct
cttetgette
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactatect
tagaaggaat
acatgcaatc
gatatgatat
aactaatatc
tctgattaac

tgtgectatgg
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cttogoeagt
caactatatec
gggtgtitgat
ggttgtctat
ttggcttgtt
gottttttgt
attttcagec
ctgttaactc
aggtaggatt
attggteottt
tcttaccgtg
tggtecacga
tgcaacagta
ttekttggea
ggatgaaggt
gtgactattg
tgatgggttt
cgactggttc
caatgagttc
tcggagaagy
cgtgaattat
tgagtcgtte
ggatgggttc
atagoctgasa
cacatactat
agaggcotgaa
ggatatatac
toeggatgagkt
ttatttgeag
aaccgaktcge
gtibteattt

gaaattgecta

ggctgcacag
tccatctgtt
ttcacagcgt
tottrkgact
aattttatca
atttttgaaa
agoctgttgea
tactcttcaa
cacataatca
ctectgtaata
agtgcatgtec
cggagttcaa
agcggaaakg
ctbcgttetg
tgtgacattc
ttatcatgee
aggggteogt
tatggettee
tcaaacaate
gtgtagactt
gcaagtgagg
aggaggcact
tttocecaggt
tcagttttac
ggctattaaa
aaggcattce
tctacggtee
goggaaagaa
catttgaagg
ttagctectt
attgttggta

tagettgoaa
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gtaatgtcac
gatcacacat
ttgtatctgt
attaasaatg
acctttttag
ttgtagctat
aacccaaact
gcacctagaa
catatctcta
gtctatttecg
tettatgtte
gactgtcotge
tgaacaacgc
taacacttcg
catgcactat
ttctatttee
ggggaaccrt
aatgatcaag
acaakttggtg
tcatacatgt
tgaacctata
ggatacgtat
aactagtgac
tctagtggce
tgtaggtcgg
gtekttgeeeg
tctatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatcttggta
ataagagaaa

aaggaccatyg

1800
1860
1320
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



agaccgcact
ataccttatg
tgcttaaaat
atacacaact
agatacaaga
gttagagtte
tataatgtet
ttatcaaggte,
tgttaataga
aaaaacccte
gaagctctag
gctttaatgg
ggtctagett
tttaaaacag
aaactggtta

tcgatgagag

<210> 16

<211> 4577

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 16

atggaagcta
gectattttea
tttcactcte
gaatggtaaa
aagtgegtet
ttggtttett
ttegtgtbtek
attactg;tt
tgtgatctea
ggaatgtcte
tagttgagaa

ggttgtccag

gaagaattte ctacgagetg ttcaactgaa tcoccaagattt goatatgeac 3720
tggocacgag taagagagcc tctatccatt tgactttgte ttgcacaatg 1780
tatctggtta ttggtcraat tgacactttc tatetttact gtctctgtag 3840
cttgaggatt ttgagaacgg aatgaaaagt taccaaaacg cacttcgtgt 3200
cactacaacg catggtacgg gcttggaatg atatatctac gcoccaagagaa 3960
tcagagecate acttcagaat ggctttccta ataaacccga gttectcotgt 4020
tatttaggga catctttgca tgocttgaag gttatcttat tactttcate 4080
tacaagaaaa acaatctttg aagaatgact amatgcttct tcottgttttg 4140
gaagtgagga agcactagag ataatggagc aagccatagt agcagataga 4200
ttccaatgta ccagaaagct aacatactto tctgettaga aagakttagat 4260
aagttcttga ggagctcaaa gagtatgege cttcagagag cagcgtttac 4320
graggatcta taagcocggega aacatgcacg ataaagoccat gobtcattte 4380
tagatatgaa accgocctgea actgacgttg ctgeaataaa ggttegagte 4440
agtegtccaa tgatggtttt taaatctgaa aattcaagga ttcatagett 4500
ttattgtcty aaacaggoty caatggagaa attgcatgtt ccagatgaga 4560
cecegtga 4577
tgcttgtgga ctgtgtaaac aacagtotbc gtcattttgt ctacaaaaat
tgtgogageg tototgoget gaghbttectt ctgaggtaat cacectctte
tetetetgat tttacctete taattcaaat tctgtaaatc gaagcetcttyg
tttgatabtt ttgggtttgt aatbecectetg ggtatctatg aattegtega
ctttttggat ttggaatteg atagetteac tgtgttette gagattgatt
accttttage cctttgbtttt caagatcogt gtgttecaatt aggagatgaa
ttbetetcte ttgbttgaatt tgtttbtctet agtagetgtg ctcaatgete
tggtcttbtgy aaaatttgea ttttgagggt taatgacttt tgtcocatata
agtttaagta tttattatecc ttggaactta getatgagte aactgttaga
tgggattate teaageotttg ttaaaatttg ggttaataca gettcaatag
agtattcatt cattcagect ttggtotgga atatttktcaa cattegtagt
tttctagctt cagttagtag aaatcatgic aataaatgat tggocttbtt
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90

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



gtttgatcac
ctacctgcag
tttettgact
cgttttgatt
cagtcccgat
tctgeactct
gecetttatte
tttattgatt
tggtgoageca
tgcatttttk
cttttaggta
tagaccctet
tttctgcata
caggtgetge
agcagtatat
attcaacttc
cacaaagoca
gtgtttcgaa
acaattgteg
toctgtagtac
ttttctoctata
gggtctteat
ttatctgaat
cocggtatage
cocttattac
gaaagtttgt
cttgacatca
tactcgggat
gcagatttct
tgattcaggg

tteccaagtat

tttctgaatkt
aataatcaag
tgttgekttgt
atctttgtat
acttgttocac
gecctgttaa
gcttactgaa
tagttcagtg
ggccattace
cttgattcty
tactgataga
actttggget
cttcacagat
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
tagccttaaa
catgteatte
tackgetttt
ttaggagatt
toetgttatge
tatgtbttag
aataacagct
tccacecacca
tgacagkttect
agatgaagga
tcaaatcata
gaaattttet
ggcagactat
gcaaacatta

ttgggaggtt

ttocctettat
cttacagtge
tagcctitta
atatattttt
attaktcatge
tgaacctggt
tgtcatttta
aagataacaa
ttottggact
aatggcttag
aggaagaatyg
gcatatgagg
atgttatggt
actgocagttt
tcaacttcoce
acgagttctg
gatatctoeg
tataatacgc
ttcatgtaata
tgtgcaktcat
caaaagaatg
tgtotthggt
gtaagtaaat
cttttececgga
ccaaagteca
aagttacgta
attttgaatt
ataccaactt
tttctgatte
attcaagtgt

ctaaatbtgag
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ataggttaat
atatcatctyg
gtcagaaktttc
tttttgtrat
ttcecagatgg
gcggaggtat
caaaaacagt
catgcttetg
tatttacaag
atgagatgat
ctgctcaaca
aattatgtat
toctottacac
ttggtgaaac
teggettaaa
aagattatag
gaaatttcca
cttcgocagt
caactatate
gggtgttgat
ggttgtetat
ctggecttgte
gettttttgt
attttecagco
ctgttaacte
aggtaggatt
attggtettt
tcttacegtg
tggtccacga
tgcaacagta

ttetttggea

ttgeagetat
ctaaagggtg
tgcaccttct
gtaaaggaac
accttctcaa
ttaatgttct
gtgtcagttt
attattgtge
tacgtttitt
tcctcatata
atttaaacag
attaggtgaa
ttttetatet
agctgetete
cacttacaac
tocaaggoag
ttctcatgga
ggctgocacag
tecatchbgtt
ttcacagegt
tcttttgact
aattttatca
atttttgaaa
agctgtigea
tactcttcaa
cacataatca
ctctgtaata
agtgcatgte
cggagtbcaa
agcggaaatg

cttegttetg

91

tagccaccag
cgtogeattg
ttbgttaggt
acaaatggect
togaagcbgaa
ctggtatttt
ctggacctta
agakbcccaaa
gttectgtcta
taacagtgac
tocttgacaa
cataatcecgt
getcaacttt
toccattcaaa
gaggaacgta
totaaacaca
gttaatggag
gtaatgtcac
gatcacacat
ttgtatetgt
attaasaatg
acctttttag
ttgtagectat
aacccaaact
gcacctagaa
catatctcta
gtectattteg
tcttatgbtt
gactgtetge
tgaacaacgc

taacactteg

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



gaagggacac
accactatat
ggtgtctgeca
ttgatgatte
aagacgaaac
ttteggaaat
acaggtgtca
taggcttatc
atgaaacttc
tetttetett
tgtgatagtt
gaaagcatac
totggetet
tgtattatcc
tgtaaatttt
gotgagttac
ttttttgtcg
taagcaatca
agaccgtact
ataccttatg
tgcttaaaat
atacacaact
agatacaaga
gttagagttec
tataatgtct
ttatcaggtc
tottaataga
aaaaacccte
gaagctctag
gectttaatgg
ggtctagektt

tttaaaacag

aaactggtta

tcgatgagag

<210> 17

<211> 2235

<212> ADN

teocctgggecaa
tgtttgaaat
tatttgtaat
aaggoctaat
aatgtcgatt
tttaaacctc
ggtaggcata
teocattgtecte
cacataageca
ttaggctgoe
attgttgaaa
tttgaactaa
cottatkbget
tggtttctaa
tcatcagcaa
ttggctocagy
aagkttgtttt
attatgtagg
gaagaattte
tggccacgag
tatctggtta
cttgaggatt
cactacaacyg
tcagagcateo
tatttaggga
tacaagaaaa
gaagtgagga
ttccaatgka
aagttcttga
gcaggatcta
tagatatgaa

agtcgtoccaa

ttattgtctg

cococgtga

<213> Arabidopsis thaliana

atgaaaacat
ctgoecttgt
accgtecattc
actgoctcaa
ggtggcatag
cttaggacac
ttakttgtect
ctbotgette
ttataataca
atatatggat
ggtttatata
ttgactattt
tagaaggaat
acatgcaate
gatatgatat
aactaatatc
tckgattaac
tgtgctatgg
ctacgagetg
taagagagce
ttggtctaat
trgagaacgg
catggtacgg
acttcagaat
catcttbgeoa
acaatctttyg

agocactagag

.ccagaaaget

ggagctcaaa
taagcggoga
accgectgoa

tgatggtttt

aaacaggcotyg
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ggatgaaggt
gtgactattg
tgatggatit
cgactggttc
caatgagtitc
teggagaagg
cgtgaattat
tgggtogtte
ggatgggttc
atagcctgaa
cacatactat
agaggctgaa
ggatatatac
teggatgagt
ttatttgcag
aaccgatoge
gttttocattt
gaaattgcta
Etcaactgaa
tctatccatt
tgacactttc
aatgaaaagt
gottggaatyg
ggctttecta
tgecttgaag
aagaatgact
ataatggage
aacatacttg
gagtatgcge
aacatgcacg
actgacgttg

taaatctgaa

caatggagaa

tgtgacattec
ttateatgee
aggggtccgt
tatggcttce
tcaaacaatc
gtgtagactt
gcaagtgagyg
aggaggcact
tttceccaggt
tcagttttac
ggetattasa
aaggcattce
tetacggteoc
geggaaagaa
catttgaagg
ttagectecte
attgttggta
tagcttgcaa
tccaagattt
tgactttgtc
tatctttact
taccaaaacg
atatatctac
ataaacccga
gttatcttat
aaatgctict
aagccatagt
toctgettaga
cttcagagag
ataaagccat
ctgcaataaa

aattcaagga

catgcactat
ttetatitee
ggggaacctt
aatgatcaag
acaattggtg
teatacatgt
tgaacctata
ggatacgtat
aactagtgac
tctagtggoe
tgtaggtcgg
gtcttgecececg
tctatgtaag
atcacattta
aagacatgaa
aatetbggta
ataagagaaa
aaggaccaty
gocatatgcac
ttgcacaatg
gtctetgtag
cacttcgtgt
gocaagagaa
gttecectetgt
tactttcatc
totbgtitig
agcagataga
aagattagat
cagcgtttac
gottecattte
ggttegagte

ttcatagett

attgocatgtt ccagatgaga

92

2640
2700
2760
2B20
2880
2940
3000
3060
3120
ileo
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3580
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4580
4577



5

<400> 17

atggaagcta
gttattttca
ttagccacca
acacaaatgg
aatgaagctg
gcagcaggcc
gekcaacaak
ttatgtatat
tocattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
ctatccggta
aactececctta
agaagaaagt
tectggtecac
gttgcaacag
agttctttag
atggatgaag
actggtteta
atgagttecte
ggagaagggt
saacttocac
tttgaactaa
ccttattget

atgaagctga

tggtgtgcta
ttcctacgag
gaatacacaa
gtagatacaa
aagttagagt
gktataatgt
gagataatgg
getaacatac
aaagagtatg
cgaaacatge
geaactgacg

gatgagagcc

<210> 18

<211> 2313

tgecttgtaga
tgtgcgageg
getacctgca
ctcagteoceg
aatctgcact
attaccttct
ttaaacagte
taggtgctge
agcaghtatat
attcaacttc
cacaaagcca
gtgtttogaa
tagcteocace
ttactgacag
ttgtagatga
gacggagktte
taagoggaaa
cacttegtte
gggtccgtog
tggcttcecaa
aaacaatcac
gtagactttec
ataagcatta
ttgactattt
tagaaggaat

grtacttgge

tgggasattg
ctgttcaact
ctckttgagga
gacactacaa
tetcagagea
cttatttagg
agcaagccat
ttgtoctgett
cgecttoaga
acgataaage
ttgotgcaat

cgtoa

ctgtgtaaac
tetectgeget
gaataatcaa
atacttgtte
ctgocctgbt
tggacttatt
ctbtgacaata
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
toggeccttaaa
catgtcattc
accactttte
ttctocaaag
aggaaagtta
aagactgtet
tgtgaacaac
tgtaacactk
ggaacctttt
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
taatacagga
agaggctgaa
ggatatatac

traggaacta

ctatagcttg
gaatccaaga
ttttgagaac
cgcatggtac
tcacttecaga
gacatctttg
agtagcagat
agaaagatta
gagcageght
catgetteat

aaaggctgca
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aacagtctte
gagtttbcett
gcttacagtg
gocattatecat
aatgaacctg
tacaagtata
gaccckctac
actgocagttt
tcaacttcec
acgagttetg
gatatctceg
tataatacgc
cggaatttte
tccactgtta
cgtaagatte
getgatteag
gocttocaaget
cggaagggac
gatgattecaa
gacgaaacaa
tcggaaattt
aggtgteagg
tgggtroetct
aaggcattce
tectacggtee

atatcaaccg

caaaaggacc
ttbgecatatyg
ggaatgaaaa
gggcttggaa
atggctitee
catgocttga
agaaaaaacc
gaktgaagcte
tacgectttaa
tteggteotag

atggagaaat

gtoactttgt
ctgaggtitaa
catatcatct
gettecagat
gtgcggagat
ctgatagaag
tttgggckge
ttggtgaaac
tecggeitaaa
aagattatag
gaaatttcca
cttogeocagt
agccagetgt
actctactet
ctggcagact
gggcaaacat
atttgggagg
actcoctggge
ggectaatac
tgtcgattgg
taaaccteoct
aggcactgga
cccaggtegg
gtcttgecog
tctatcattt

ategettage

atgagaccgc
cacatacctt
gttaccaaaa
tgatatatct
taataaacce
agagaagtga
ctcttocaat
tagaagttct
tgggcaggat
ctttagatat

tgcatgttce

93

ctacaaaaat
tttgcageta
gctaaaggga
ggaccttcte
cccaaatggt
gaagaatget
atatgaggaa
agctgctete
cacttacaac
tocaaggoag
ttctcatgga
ggctgcacag
tgcaaaccca
tcaagcacct
attttetgat
taattcaagt
ttotaaattg
aaatgaaaac
tgocctcaacg
tggcatagea
taggacacte
tacgtatatg
gaaagcatac
tocbtggettet
gaaggaagac

tcctecaatet

actgaagaat
atgtggeocac
cgeacttegt
acgccaﬁgag
gagttectet
ggaagecacta
gtaccagaaa
tgaggagcte
ctataagegg
gaaaccgoct

agatgagatc

60
120
1B0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800
1880
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2235



<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 18

atggaagcta
goctattttica
ttagceocacca
acacaaatog
aatgaagctyg
goagcaggee
gctcaacaat
ttatgtatat
tcttacactt
ggtgaaacag
ggcttaaaca
gattatagte
aatttccatt
tegecagtgg
cocagctgttyg

tctactetee

ggcagactat
goaaacatta
ttgggaggtt
teoetgggoaa
cctaatactg
tcgattagtag
aacctecctta
gcactggata
caggtcggga
cttgceccgte
tatcatttga
cgottagete
gagaccgcac
cataccttat
taccaaaacg
atatatctac
ataaacccga
agaagtgagg
cttceoaatgt
gaagttettyg
ggcaggatet
ttagatatga

catgttecag

tagcktgtgga
tgtgegageg
gectacctgea
ctecagteceg
aatctgcact
attaccttet
ttaaacagtc
taggtgaaca
ttotgtetge
ctgectctecte
cttecaacga
caaggcagto
ctecatggagt
ctgcacagct
caaacccaaa

aagcacctag

tttctgattc
attcaagtgt
ctaaattgag
atgaaaacat
cctcaacgac
geatagcaat
ggacactcgg
cgtatatgaa
aagcatactkt
tggcttotoe
aggaagacat
ctcaatottg
tgaagaattt
gtogccacga
cacttogbgt
gocaagagaa
gttectotgt
aagcactaga
accagaaagce
aggagctcaa
ataagcggeg
aaccgoctge

atgagatcga

ctgtgtaaac
tcteckgeget
gaataatcaa
atacttgtte
ctgecctagtt
tggacttatt
cttgacaata
taateegktt
tcaactttea
cattcaaaag
ggaacgtaat
taaacacaca
taatggaggt
atccggtata
ctceoccttatt

aagaaagttt

tggtccacga
tgcaacagta
ttetttggea
ggatgaaggg
tggttctaty
gagttctcaa
agaagggtat
acttccacat
tgaactaattc
ttattgctta
gaagctgagt
gtgtgctatyg
cotacgaget
atacacaact
agatacaaga
gttagagttc
tataatgtct
gataatggag
taacatactt
agagtatgeyg
aaacatgcac
aactgacgtt

tgagagecccyg
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aacagtette
gagtttoctt
gettacagtyg
gcattatcat
aatgaacctg
tacaagtata
gaccotctac
tetgeatact
agtgotgetyg
cagtatatge
tcaacttcta
caaagocaty
gtttcgaaca
getocaccac
actgacagtt

gtagatgaag

cggagttcaa
agcggaaatyg
cttocgttetg
gteocgtaggag
getteccaatg
acaatcacaa
agactttcat
aagcattata
gactatttag
gaaggaatgg
tacttggcte
ggaaattgct
gttcaactga
cttgaggatt
cactacaacg
tcagagecatc
taktttaggga
caagcecatag
gtctgettag
ccttcagaga
gataaagceca
gcktgeaataa

tga

gteattttgt
ctgaggttaa
catatcatect
gocttocagat
gtgeggagat
ctgatagaag
tttgggctge
tcacagatat
aggaagcaac
aacaactgte
ctaaaaacac
gecttaaaga
tgtcattecta
cactttteceg
ctccanaghke

gaaagttacg

gactgtctge
tgaacaacgec
taacacttcg
aaccttttga
atcaagaaga
ttggtgttte
acatgtacag
atacaggakg
aggctgaaaa
atatatacktc
aggaactaat
atagcocttgea
atccaagatt
ttgagaacgg
catggtacog
acttcagaat
catctitgea
tagcagatag
aaagattaga
gecagegttta
tgotteatktt

aggctgecaak
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ctacaaaaat
tttgecageta
gctaaaggga
ggaccttctc
cccaaatggt
gaagaatgect
atatgaggaa
gttatggtte
tgcagtettt
aactteceocte
gagttctgaa
tatctcegga
taatacgect
gaattttecag
cactgttaac

taagatttet

tgattcaggg
ttccaagtat
gaagggacac
tgattcaagg
cgaaacaatg
ggaaatttta
gtogtcaggag
ggttctttee
ggcattoogt
tacggtecte
atcaaccgat
aaaggaccat
tgcatatgea
aatgaaaagt
gottggaatyg
ggcoctttocta
tgocttgaag
aaaaaaccckt
tgaagetcta
cgctttaatg
cggtctagct

ggagaaattg
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900

960

1020
1080
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<210> 19

<211> 2235

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 19

atggaagcta tgcttgtgga
gctattttca tgtgcgageg
ttagccal:ca gc tacctgca
acacasatgg ctcagtocceg

aatgaagctg aatctgoact

ctagtgtaaac
tctckEgeget
gaataatcaa
atacttgtte

ctgecctgtt
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aacagtcttc
gagttkocete
gettacagtg
gecattatecat

aatgaacctyg

gtcattttgt
ctgaggttaa
catatecatet
gettocagat

gtgcggagat
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ctacaaaaat
tttgcagcta
gotaaaggga
ggaccttcte

coccaaatggt

60
120
180
240

300



gcagcaggee
gctcaacaat
ttatgtatat
tccattcaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
ctatccggta
aactccctta
agaagaaagt
tctggtecac
gttgcaacag
agttctbtgg
atggaktgaag
actggttcta
atgagttecte
agagaagggt
aaacttccac
tttgaactaa
cottatbget
atgaagectga
tggtgtgeta
ttoctacgag
gaatacacaa
gtagatacaa
aagttagagt
gttataatgt
gagataatgg
gctaacatac
aaagagtatg

cgaaacatge

gcaactgacg ttgctgeoaat aamaggetgoa atggagaaat tgeatgtteoc agatgagatco

attaccttet
ttaaacagtc
taggtgctge
agcagtatat
attcaacttc
cacasageca
gtgtttcgaa
tagctecacc
ttactgacag
ttgtagatga
gacggagtte
taageggaaa
cacttegtte
gggtecgtgg
tggcttocaa
aaacaatcac
gtagacttte
ataagcatka
ttgactattt
tagaaggaat
gttacttgge
tgooaaattg
ctgttcaact
ctettgagga
gacactacaa
tctcagagca
cttatttagg
agcaageocat
ttgtectgett
cgecttcaga

acgataaagc

gatgagagcc cgtga

<210> 20

<211> 2169

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 20

tggacttatt
cttgacaata
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
Eggcctiaaa
catgtecatte
accacttttc
ttctoccaaag
aggaaagtta
aagactgtet
tgtgaacaac
tgtaacactt
ggaacctttt
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
taatacagga
agaggctgaa
ggatatatac
tcaggaacta
ctatagettg
gaatccaaga
tttbgagaac
cgeatggtac
tecacttcaga
gacatetttg
agtagcagat
agaaagatta
gagcagegtt

catgcttcat
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tacaagtata
gaccctetac
actgcagttt
tcaacttcoce
acgagttetg
gatatctccyg
tataatacge
cggaatttte
tccactgtta
cghaagattt
gctgattcag
gckbteocaagt
cggaagggac
gaktgattcaa
gacgaaacaa
tocggaaattt
aggtgtcagg
tgggttetet
aaggeattee
tctacggtec
ataktcaaccg
caaaaggacec
tttgecatatg
ggaatgaaaa
gggcttggaa
;tggctttcc
catgcecttga
aganaaaacc
gatgaagctec
tacgctttaa

ttoggtotag

ctgatagaag
tttgggectge
ttggtgaaac
teggettaaa
aagakttatag
gaaattteca
cttogocagt
agccagetat
actctactet
ctogoagact
gggcaaacakt
atttgggagg
actcctgégc
ggcctaatac
togtcgattog
taaaccteoct
aggcactgga
cocaggtoagg
gtecttgeocog
tctatcattt
atcgettage
aktgagacecge
cacatacctt
gttaccaaaa
tgatatatect
taataaacce
agagaagtga
ctekttecaat
tagaagttct
tgggocaggat

ctttagatat
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gaagaatgct
atatgaggaa
agcktgctete
cacttacaac
tocaaggeag
ttcteocatgga
gogotgoacag
tgcaaaccca
tcaagecacet
attttctgat
taattcaagt
ttctaaattg
aaatgaaaac
tgcctocaacy
tggcatageca
taggacacte
tacgtatatg
gaaagcatac
tectggettet
gaaggaagac
tocotcaatet
actgaagaat
atgtggecac
cgecacttegt
acgoccaagag
gagttececktet
ggaagcacta
gtaccagaaa
tgaggagectc
ctataagcgg

gaaaccgect

360
420
480
540
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660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
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atggaagcta
gotattttca
ttagcecaceca
acacaaatgg
aatgaagctg
goagcaggec
gctcaacaat
ttatgtatat
toccattcocaaa
gagiaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
ctatceggta
aactceoctta
agaagaaagt
tectggtecac
gttgoaacag
agttetttgyg
atggatgaag
actggttcta
atgagttcte
ggagaagggt
ctaattgact
tgettagaag
ctogagttact

gectatgggaa

cgagekgtic
acaactcttg
acaagacact
gagttctcag
aktgtecttatt
atggagcaag
atactrgtet
tatgcgectt
atgeacgata
gacgttgctg

agcccgtga
<210> 21

<211> 2115

<212> ADN

tgettgtgga
tgtgcgageg
gctacctgeoa
ctcagtecog
aatctgeact
attaccttet
ttaaacagte
taggtgotge
agcagtatat
attcaactkte
cacaaagcca
gtgtttegaa
tagcteoecace
ttactgacag
ttgtagatga
gacggagtke
taagcggaaa
cacttegtte
gggtccgtogg
tggetteocaa
aaacaatcac
gtagacttte
acttagagge
gaatggatat
tggctcagga

attgctatag

aactgaatece
aggattttga
acaacgcatg
agcatcactt
tagggacatc
ccatagtage
gettagaaag
cagagagcag
aagccakbget

caataaagge

ctgtgtaaac
toctoctgoget
gaataatcaa
atacttgtte
cktgocectgtt
tggacttat:
cttgacaata
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
tggeocttaaa
catgtecatte
accactttte
ttctecaaag
aggaaagtia
aagactgtet
tgtgaacaac
tgtaacactt
ggaacetttt
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
tgaaaaggeca
atactctacg
actaatatca

cttgoaaaag

aagatttgca
gaacggaatyg
gtacgogett
cagaatggcht
tttgocatgee
agatagaaaa
attagatgaa
cgkttacgct
tcattteggt

tgcaatggag

<213> Arabidopsis thaliana

ES 2414054 13

aacagtcttc
gagtttecctt
gcttacagtg
geattatcat
aatgaaccktg
tacaagtata
gaccctotac
actgcagtte
tcaactteoce
acgagttotg
gatatctceg
tataatacge
cggaatttte
tccactgtta
cgtaagattt
getgatteag
gettocaagt
cggaagggac
gatgatteaa
gacgaaacaa
teggaaattt
aggtgreagyg
ttoegteottg
gtoctctate
accgatcget

gaccatgaga

tatgcacata
aaaagttacc
gogaatgatat
ttocctaataa
ttgaagagas
aaccctette
getetagaag
ttaatgagca
ctagetttag

aaattgeoatyg

gtcattbtgt
ctgaggttaa
catatcatct
gottocagat
gtgcggagat
ctgatagaag
tttgggetge
ctggtgaaac
tocggettaaa
aagattatag
gaaattbcca
cttecgocagt
agecagetgt
actectactet
ctggcagact
gggcaaacat
atttgogaag
actcctggge
ggectaatac
tgtogattgg
taaacctect
tegggaaage
ccegbotage
atttgaagga
tagctcctea

ccgcactgaa

ccttatgtgg
aaaacgcact
atctacgcca
acccgagtte
gtgaggaagc
caatgtacea
ttettgagga
ggatctataa
atatgaaacc

ttoccagatga
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ctacaaaaat
tttgcagcocta
gctaaaggga
ggaccttoto
cccaaatggt
gaagaatgct
atatgaggaa
agctgetote
cacttacaac
teccaaggoag
ttekbcatgga
ggctgoacag
tgcaaaccea
tcaagcacct
attttetgat
taattcaaght
ctctaaattg
aaatgaaaac
tgcctcaacy
tggcatagca
taggacactc
atactttgaa
ttctecttat
agacatgaag
atcttaggtgt

gaatttccta

ccacgaatac
tegtgtagat
agagaagtta
ctectgttata
actagagata
gaaagctaac
gecbcaaagag
goggcgaaac
gcctgoaact

gatcgatgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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720
T80
B40
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960

1020
1080
1140
1200
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1320
1380
1440
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<400> 21

atggaagcta
getatktttea
ttagccacca
acacaaatgg
aatgaagctg
gcageaggee
gctcaacaat
ttatgtatat
toccattoaaa
gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
ctatccggta
aactccctta
agaagaaagt
tctggteocac

gkttgcaacag

agttetttgg
atggatgaag
actggtteta
atgagttcte
ggagaagggt
aaactteocac
atgaagectga
tggtgtgcta
ttectacgag
gaatacacaa
gtagatacaa
aagttagagt
gttataatgt
gagataatgg
gctaacatac
aaagagtatg
cgaaacatge
goaactgacg

gatgagagcc

<210> 22

<211> 1557

<212> ADN

tgcttgtgga
tgtgcgageg
gctacctgea
ctcagtceeg
aatctgecact
attaccttet
ttaaacagtc
tagghtgetge
agcagtatat
attcaactte
cacaaagcea
gtgtttegaa
tagctecace
ttactgacag
ttgtagatga
gacggagtte

taagcggaaa

cactteogtte
gggtecgtag
tggecttecaa
aaacaatcac
gtagacttte
ataagecatta
gttacttgge
togggaaattg
ctgttcaact
ctettgagga
gacactacaa
tctcagagea
cttatttagg
agcaagecat
ttgtetgett
cgoottoaga
acgataaagc
ttgctgeaat

cgtga

ctgtgtaaac
tetctgeget
gaataatcaa
atactktgtte
ctgococctgth
tggacttatt
cttgacaata
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac
tggecttaaa
catgtcatte
accactttte
ttctccaaag
aggaaagtta
aagactgtet

tgtgaacaac

tgtaacacktk
ggaaccttit
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
taatacagga
tcaggaacta
ctatagecttyg
gaatccaaga
tbttgagaac
cgeatggtac
tcacttcaga
gacatetttyg
agtagcagat
agaaagatta
gagcagegtt
catgeottocat

aaaggctgca

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 22

ES 2414054 13

aacagtctte
gagtkbbeccktt
gcttacagtyg
gcattateat
aatgaacctyg
tacaagtata
gaccctetac
actgoaghtt
tcaactteeoce
acgagttctg
gatatctecg
tataatacgc
cggaatcete
tccackgtta
cgtaagattt
gectgattcag

gcttccaagt

cggaagggac
gatgattcaa
gacgaaacaa
tocggaaattt
aggtgtcagg
tgggttettt
atatcaaccg
caaaaggacc
tttgcatatg
ggaatgaaaa
gggcttggaa
atggetttee
catgeoettga
agaaaaaacc
gatgaagcte
tacgctctaa
tteggtotag

atggagaaat

gtecattttgt
ctgaggttaa
catatcatet
gettecagat
gtgcogagat
ctgatagaag
tttgggctge
ttggtgaaac
toggettaaa
aagattatag
gaaakttteca
ctbocgocagt
agccagetgt
actctactct
ctggcagact
gggcaaacat

atttQQQEgg

ctacaaaaat
tttgcagecta
gctaaaggga
ggaccttekbe
cccaaatggt
gaagaatgct
atatgaggaa
agctgctecte
cacttacaac
tccaaggcag
ttectcatgga
ggctgcacag
tgcaaacceca
tcaagcacct
attttctgat
taattcaagt

tbctaaattyg

actcectggge
ggcctaatac
tgtegattgg
taaacctoct
aggcactgga
ccocageatte
atcgettage
atgagaccge
cacatacctt
gttaccaaaa
tgatatatet
taataaaccc
agagaagtga
ctetoocaat
tagaagttet
tgggcaggat
ctttagatat

tgecatgttec
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aaatgaaaac
tgoctecaacoa
tggcatagca
taggacacte
tacgtatatg
gaaggaagac
tecteaatet
actgaagaat
atgtggccac
cgcactteogt
acgccaagag
gagttectet
ggaagcacta
gtaccagaaa
tgaggagcte
ctataagcgg
gasaccgeoet

agatgagatc
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360
420
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T20
780
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1080
1140
1200
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1860
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2040
2100
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atggaageta
gectatttteca
ttagccacca
acacaaatgg
aatgaagctg
gocagcagges
gcoctcaacaat
ttaktgtatat

tccattcaaa

gaggaacgta
tctaaacaca
gttaatggag
ctatccggta
aactccetta
agaagaaagt
tctggtcecac
gttgcaacag
agttetitgyg
atggatgaag
actggttcta
atgagtictc
ggagaagogt
aaacttocac
tttgaactaa
ccttattget

atgaagctga

<210> 23

<211> 2235

<212> ADN

tgcttgtgga
tgtgcgageg
goctacctgca
ctcagtecccog
aatctgeact
attaccttct
ttaaacagtec
taggtgctge

agcagtatat

attcaactee
cacaaagcca
gtgtttogaa
tagctccace
ttactgacag
ttcgtagatga
gacggagtte
caagcggaaa
cackttegtte
gggtcogtgy
tggcttocaa
aaacaatcac
gtagacttte
ataagcatta
ttgﬁetattt
tagaaggaat

gttacttgge

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 23

ctgtgtaaac
tetoctgeget
gaataatcaa
atacttgtte
ctgoectgto
tggacttatt
cttgacaata
tgaggaageca

gcaacaactg

tactaaaaac
tggccttaaa
catgteattc
accactttte
ttctccaaag
aggaaagtta
aagactgtct
tgtgaacaac
tgtaacactt
ggaacctttt
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
taatacagga
agaggctgaa
ggakatatac

tcaggaacta
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aacagtcttc
gagttteett
gettacagtg
gecattatcat
aatgaacctg
tacaagtata
gaccctetac
actgcagttt

tcaacttcce

acgagttetg
gatatctcog
tataatacge
cggaattttc
toccactgtkta
cgtaagattt
gctgattcag
geottocaagt
cggaagggac
gatgattcaa
gacgaaacaa
tocggaaattt
aggtgtcagg
tgggttetee
aaggcattoc
tctacggtcc

atatcaaceg

gtcattttgt
ctgaggttaa
catatcatect
getbccagat
gtgeggagat
ctgatagaaqg
tttgggetge
ttggtgaaac

tecggottaaa

aagattatag
gaaatttceca
cttogecagt
agccagetgt
actctactect
ctggocagackt
gggcaaaéat
atttogoagg
actcotggge
ggcckbaatac
tgtogattgg
taaacctcct
aggcactgga
cecaggtegg
gtcttgcecg
tetatcattt

ategettage

99

ctacaaaaat
tttgecageta
gctaaaggga
ggaccttete
cccaaatggt
gaagaatgcht
atatgaggaa
agctgetcote

cacttacaac

Cccaaggcay
ttctcatgga
ggctgocacag
tgcaaaccca
tcaagcacct
atcttctgat
taattcaagt
ttotaaattg
aaatgaaaac
tgoctcaacyg
tggecatagca
taggacactc
tacgtatatg
gaaagcatac
tctggotict
gaaggaagac

tccttaa

&0
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5

atggaagcta
getattttca
ttagccacca
acacaaatgyg
aatgaagekg
gocagcaggcc
gctcaacaat
ttatgtatat
teccattcaaa
gaggaacgta

Ectaaacaca

gttaatggag
ctatccggta
aactceotta
agaagaaagt
tctggtocac
gttgcaacag
agttctttog
atggatgaag
actggttcta
atgagttecte
ggagaagggt
aaacttocac
tttgaactaa
cottattget
atgaagctga
tggtgtgcta
ttocctacgag
gaatacacaa
gtagatacaa
aagttagagt
gttataatgt
gagataatog
gctaacatac
azagagtatg
cgaaacatgo
goaactgacy

gatgagagee

<210> 24
<211>743

<212> PRT

tgcttgtgga
tgtgcgageyg
gotacctgea
ctcagtcceg
aatctgeact
attaccttet
ttaaacagte
taggtgetac
agcagtatat
attcaacttc

cacaaagcca

gtgtttcgaa
tagctccacc
ttactgacag
ttgtagatga
gacggagtte
taagcggaaa
cacttegtte
gggtccgtgg
tggcttoccaa
aaacaatcac
gtagacttte
ataagcatta
ttgactattt
tagaaggaat
gttacttgge
taggaaattg
ctgtrcaact
ctottgagga
gacactacaa
tetcagagea
cttatttagg
agcaagcoccat
ttgtetgett
cgectteoaga
acgataaagc
ttgctgcaat
cgtga

ctgtgtaaac
tetctgeget
gaataatcaa
atacttgtte
ctgeectgtt
tggacttatt
cttgacaata
tgaggaagca
gcaacaactg
tactaaaaac

tggccttaaa

catgtecattc
accactttte
ttetoccaaag
aggaaagtta
aagactgtect
tgtgaacaac
tgtaacactt
ggaaccetttt
tgatcaagaa
aattggtgtt
atacatgtac
taatacagga
agaggcotgaa
ggatatatac
tcaggaacta
ctatagettyg
gaatccaaga
ttttgagaac
cgecatggtac

tocacttcaga

gacatctttg

agtagcagat
agaaagatta
gagocagogtt
catgcticat

aaaggcotgca
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aacagtctic
gagttboctt
gottacagty
gecattatecat
aatgaacctyg
tacaagtata
gacecctetac
actgeagttt
tcaacttcece
acgagttctg

gatatctgcg

tataatacgc
cggaattete
teccactgtta
cgtaagattt
gctgattcag
gcttccaagt
cggaagggac
gatgattcaa
gacgaaacaa
teggaaattt
aggtgtecagg
tgggbtottt
aaggecattce
tectacggtee
atatcaaccg
caaaaggacc
tttgecatatg
ggaatgaaaa
gggcttggaa
atggotetes
catgcctiga
agaaaaaacc
gatgaagcte
tacgeotttaa
ttcggtctag

atggagaaat

gtecattttgh
ctgaggttaa
catatcatect
gcttccagat
gtgcggagat
ctgatagaag
tttgggetge
ttggtgaaac
tcggcktaaa
aagattatag

gaaatttcca

cttogecagt
agccagctgt
actctactet
ctggcagact
gggcaaacat
atttgggagg
actcctggge
ggoctaatac
tgtcgattgg
taaaccteect
aggcactgga
coccaggtegg
gtcttgeceg
tctatecatkt
atcgottage
atgagacegt
cacatacctt
gttaccaaaa
tgatatatct
taataaacce
agagaagtga
ctcttocaat
tagaagttet
tgggcaggat
ctttagatat

tgcatgttce

100

ctacaaaaat
trtgcageta
gctaaaggga
ggaccttete
cccaaatggt
gaagaatgct
atatgaggaa
agetgetete
cacttacaac
tccaaggocag

ttctcatgga

ggctgcacag
tgcaaaccca
tecaagcacct
attttctgat
taattcaagt
ttctaaattg
aaatgaaaac
tgectcaacyg
tggcatageca
taggacacte
tacgtatatg
gaaagcatac
tetggettet
gaaggaagac
tocctoaatct
actgaagaat
atgtggccac
cgcacttegt
acgccaagag
gagtteootet
ggaagcacta
gtaccagaaa
tgaggageckte
ctataagegg
gaaaccgeck

agatgagatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220

2235
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 24

Met Glu Ala Met Leu Val Asp Cys Val Asn Asn Ser Leu Arg His Phe

Val Tyr Lys Asn Val Ile Phe Met Cys Glu Arg Leu Cys Ala Glu Phe
20 25 io

Pro Ser Glu Val Asn Leu Gln Leu Leu Ala Thr Ser Tyr Leu Gln Asn
35 40 45

Asn Gln Ala Tyr Ser Ala Tyr His Leu Leu Lys Gly Thr Gln Met Ala
50 55 60

Gln Ser Arg Tyr Leu Phe Ala Leu Ser Cys Fhe Gln Met Asp Leu Leu
65 70 75 80

Asn Glu Ala Glu Ser Ala Leu Cys Pro Val Asn Glu Pro Gly Ala Glu
85 a0 85

Ile Pro Asn Gly Ala Ala Gly His Tyr Leu Leu Gly Leu Ile Tyr Lys
100 105 110

Tyr Thr Asp Arg Arg Lys Asn Ala Ala Gln Gln Phe Lys Gln Ser Leu
115 120 125

Ala Tyr Glu Glu Leu Cys Ile Leu
140

Thr Ile Asp Pro Leu Leu
130

&g
2
1

Gly Ala Ala Glu Glu Ala Thr Ala Val Phe Gly Glu Thr Ala Ala Leu
145 150 155 160

Ser Ile Gln Lys Gln Tyr Met Gln Gln Leu Ser Thr Ser Leu Gly Leu
165 170 175

Asn Thr Tyr Asn Glu Glu Arg Asn Ser Thr Ser Thr Lys Asn Thr Ser
1B0 185 190

Ser Glu Asp Tyr Ser Pro Arg Gln Ser Lys His Thr Gln Ser His Gly
1495 200 205

Leu Lys Asp Ile Ser Gly Asn Phe His Ser His Gly Val Asn Gly Gly
210 215 220

Val Ser Asn Met Ser Phe Tyr Asn Thr Pro Ser Pro Val Ala Ala Gln
225 230 235 240

Leu Ser Gly Ile Ala Pro Pro Pro Leu Phe Arg Asn Phe Gln Pro Ala
: 245 250 255
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Val

Lys

Arg

305

Val

Gly

Gly

Pro

Ala

385

Met

Leu

Gln

Thr

Asp

465

Pro

Leu

Ala

Leu

250

Ser

Ala

Ser

His

Phe

370

Ser

Ser

Arg

Glu

Gly
450

Lys

Asn

Ser

275

Arg

Ser

Thr

Lys

Ser

i85

Asp

Asn

Ser

Ala

435

Leu

Glu

Pro

260

Thr

Lys

Arg

Val

Leu

340

Trp

Azp

Asp

Gln

Leu

420

Leu

Val

Glu

Leu

Asp
500

Asn

Lau

Ile

Leu

Ser

325

Ser

Ala

Ser

Gln

Thr

405

Gly

Asp

Leu

Ala

Glu

485

Met

Ser

Gln

Ser

Ser

310

Gly

Ser

Asn

Arg

Glu

390

Ile

Glu

Thr

Ser

Glu

470

Gly

Lys

Leu

Ala

Gly

285

Ala

Asn

Leu

Glu

Pro

375

Asp

Thr

Gly

Gln

455

Lys

Met

Leu

Ile
Pro
280
Arg
Asp
Val
Ala
Asn
360
Azn
Glu
Ile
Cys
Met
440
Val
Ala

Asp

Ser

Thr

265

Arg

Leu

Ser

Asn

Leu

345

Met

Thr

Gly

Arg

425

Lys

Gly

Fhe

Ile

un
=
(1))
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ASp

Arg

Fhe

Gly

Lsn

330

Arg

Asp

Melt

val

410

Leu

Leu

Iws

Tyr
490

Ser

Lys

Ser

Ala

315

Ala

Ser

Glu

Ser

Ser

385

Ser

Ser

Pro

Ala

Leu

475

Ser

Ala

Ser

FPhe

Asp

300

Asn

Ser

val

Gly

Thr

380

Ile

Glu

Tyr

His

Tyr

460

Ala

Thr

Gln

Pro

Val

285

Ser

Ile

Lys

Val

365

Gly

Ile

Met

Lys

445

FPhe

Arg

Val

Glu

102

Lys

270

Asp

Gly

Asn

Tyr

Leu

350

Arg

Gly

Gly

Leu

Glu

Leu

Leu

Leu
510

Ser

Glu

Pro

Ser

Leu

335

Arg

Gly

Ser

Ile

Asn

415

Arg

Leu

Ala

Ile

Thr

Gly

Arg

Ser

3Z0

Gly

Lys

Glu

Met

ala

400

Leu

Cys

Ile
Ser
480

His

Ser
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Thr Asp Arg Leu Ala Pro Gln Ser Trp Cys Ala Met Gly &sn Cys Tyr
515 520 525

Ser Leu Gln Lys Asp Hig Glu Thr Ala Leu Lys Asn Phe Leu Arg Ala
530 535 540

Val Gln Leu Asn Pro Arg Phe Ala Tyr Ala His Thr Leu Cys Gly His
545 550 555 560

Glu Tyr Thr Thr Leu Glu Asp Phe Glu Asn Gly Met Lys Ser Tyr Gln
565 570 575

Asn Ala Leu Arg WVal Asp Thr Arg His Tyr Asn Ala Trp Tyr Gly Leu
580 585 590

Gly Met Ile Tyr Leu Arg Glm Glu Lys Leu Glu Phe Ser Glu His His
585 600 1VE

Phe Arg Met Ala Fhe Leu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Val Ile Met Ser
610 615 620

Tyr Leu Gly Thr Ser Leu His Ala Leu Lys Arg Ser Glu Glu Ala Leu
625 630 635 640

Glu Ile Met Glu Gln aAla Ile Val Ala Asp Arg Lys Asn Pro Leu Pro
645 650 655

Met Tyr Gln Lys Ala Asn Ile Leu Val Cys Leu Glu Arg Leu Asp Glu
660 665 670

Rla Leu Glu Val Leu Glu Glu Leu Lys Glu Tyr Ala Pro Ser Glu Ser
675 680 685

Ser Val Tyr Ala Leu Met Gly Arg Ile Tyr Lys Arg Arg Asn Met His
690 695 700

Asp Lys Ala Met Leu His Phe Gly Leu Ala Leu Asp Met Lys Pro Pro
705 710 715 720

Ala Thr Asp Val Ala Ala Ile Lys Ala Ala Met Glu Lys Leu His Val
725 730 735

Pro Asp Glu Ile Asp Glu Ser
740

<210> 25

<211> 770

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 25
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Mat

Vval

Pro

Asn

Gln

65

Ile

Gly
145

Ser

b
[~
w

Glu

Tyr

Ser

Gln

50

Ser

Glu

Pro

Thr

Ile

130

Glu

Ala

Gln

Asn

210

Gln

Ala

Lys
Glu
35

Ala
Arg
Ala
Asn
Asp
115

Asp

His

Val
Gln
185

Ser

Ser

Met
ABn

20

val

Tyr

Glu

Gly

100

Pro

ASBn

Fhe

Phe

180

Leu

Thr

Lys

Leu

Ala

ABn

Ser

Liau

Ser

85

Ala

Arg

Leu

Pro

Leu

165

Gly

Ser

Ser

His

Val

Ile

Leu

Ala

Phe

70

Ala

Ala

Lys

Leu

Phe

150

Ser

Glu

Thr

Thr

Thr
230

Asp

Phe

Gln

Tyr

55

Ala

Leu

Gly

Asn

Trp

135

Ser

Ala

Thr

Ser

Lys

215

Gln

Cys Val

Met Cys

Leu Leu
40

His Leu

Leu Ser

Cys Pro

His Tyr
105

Rla ala
120

Ala Ala

Ala Tyr

Gln Leu

Ala Ala
185

Leu Gly
200

Asn Thr

Ser His
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Asn

10

Glu

Ala

Leu

Val
50

Leu

Gln

Pha

Ser

170

Leu

Leu

Ser

Gly

Asn

Thr

Lys

Phe

75

Asn

Leu

Gln

Glu

155

Ser

Ser

Asn

Ser

Lau
235

Ser

Ser

Gly

60

Gln

Glu

Gly

Glu

140

Asp

Ala

Ile

Thr

Glu
220

Lys

Leu

Cys

Thx

Met

Pro

Ley

Lye

125

Leu

Met

Ala

Gln

Asp

Asp

104

Arg

ala

ao

Leu

Gln

ASpD

Gly

Ile

110

Gln

Cys

Leu

Glu

Lys

180

Asn

Ile

His

15

Glu

Gln

Met

Liau

Ala

95

Tyxr

Ser

Ile

Glu

175

Gln

Glu

Ser

Ser

Fhe

Phe

Asn

Glu

Lys

Leu

Leu

FPhe

160

Ala

TyYr

Glu

Pro

Gly
240



Asn

Pro

Ala
308

Gly

Ala

Asn

Leu

Glu

El: 1

Pro

Phe His

Asn Thr

Pro Leu

275

Ile Thr

290

Pro Arg

Arg Leu

Asp Ser

Val Asn

355

Ala Leu

370

Asn Met

Asn Thr

Glu Thr

Ile Gly
435

Cvs Arg

Met Lys

val Gly

Ser

Pro

260

Fhe

Asp

Arg

Fhe

Gly

340

Asn

Arg

Asp

Ala

Met

420

Val

Leu

Leu

Lys

His
245

Ser

Ser

Lys

Ser

325

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

405

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

Gly

Pro

Asn

Ser

Phe

310

Asp

Asn

Ser

Val

Gly

350

Ile

Glu

His
470

Val
val
Phe
Pro
295
val
Ser
Ile
Lys
Thr
375
Val
Thr
Gly
Ile
Met
455

Lys

Fhe

Asn

Ala

Gln

280

Lys

ASp

Gly

Gly

Gly

Leu

440

His

Glu

Gly

Ala

265

Pro

Ser

Glu

Pro

Ser

45

Leu

Gly

Ser

Ile

425

Asn

Arg

Tyr

Leu
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Gly

250

Gln

Ala

Thr

Gly

(™)
el
(=]

Ser

Gly

Glu

Met

410

Ala

Leu

Cvys

Ile

Val

Leu

val

val

Lys

315

Val

Gly

Gly

Pro

395

Ala

Mat

Leu

Gln

Thr

475

Asp

Ser

Ser

Ala

Asn

300

Leu

Ser

Ala

Ser

His

El: 1]

Phe

Ser

Ser

Arg

Glu

460

Gly

Tyr

Asn

Gly

Asn

285

Ser

Ser

Thr

Lys

365

Ser

Asp

Asn

Ser

445

Ala

Trp

Leu

105

Met

Ile

270

Pro

Lys

Arg

Val

350

Leu

Asp

Asp

Gln

430

Leu

val

Glu

Ser

255

Ala

Asn

Leu

Ile

Leu

335

Ser

Ser

Alma

Ser

Gln

415

Gly

hsp

Leu

Rla

FPhe

Pro

Ser

Gln

Ser

320

Ser

Gly

Ser

Asn

g4
=
(=]

Glu

Ile

Glu

Ser
480

Glu
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485 4390 4935

Lys Ala Fhe

5

Leu Ala Arg Leu I%; Ser Pro Tvr Cys ‘épeu Glu Gly
5 10

L5
[=]
L=]

Met Asp Ile Tyr Ser Thr Val Leu Tyr His Leu Lys Glu Asp Met Lys
515 520 525

Leu Ser Tyr Leu Ala Gln Glu Leu Ile Ser Thr Asp Arg Leu Ala Pro
530 535 540

Gln Ser Trp Cys Ala Met Gly Asn Cys Tyr Ser Leu Gln Lys Asp His
545 550 555 560

Glu Thr Ala Leu Lys Asn Phe Leu Arg Rla Val Gln Leu Asn Pro Arg
565 570 575

Phe Ala Tyr Ala His Thr Leu Cys Gly His Glu Tyr Thr Thr Leu Glu
580 585 590

Asp Phe Glu Asn Gly Met Lys Ser Tyr Gln Asn Ala Leu Arg Val Asp
595 600 605

Thr Arg His Tyr Asn Ala Trp Tyr Gly Leu Gly Met Ile Tyr Leu Arg
610 615 620

Gln Glu Lys Leu Glu Phe Ser Glu His His Phe Arg Met Ala Phe Leu
625 630 635 640

Ile Asn Pro Ser Ser Ser Val Ile Met Ser Tyr Leu Gly Thr Ser Leu
645 650 655

His Ala Leu Lys Arg Ser Glu Glu Ala Leu Glu Ile Met Glu Gln Ala
660 665 &870

Ile Val Ala Asp Arg Lys Asn Pro Leu Pro Met Tyr Gln Lys Ala Asn
675 680 685

Ile Leu Val Cys Leu Glu Arg Leu Asp Glu Ala Leu Glu Val Leu Glu
650 £55 700

Glu Leu Lys Glu Tyr Ala Pro Ser Glu Ser Ser Val Tyr Ala Leu Met
705 710 715 720

Gly Arg Ile Tyr Lys Arg Arg Asn Mst His Asp Lys Ala Met Leu His
725 730 735

Phe Gly Leu Ala Leu Asp Met Lys Pro Pro Ala Thr Asp Val hla Ala
740 745 750

Ile Lys Ala Ala Met Glu Lye Leu His Val Pro Asp Glu Ile Asp Glu
755 760 765

Ser Pro
770

<210> 26
<211> 744
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
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<400> 26

Met Glu
1

Val Tyr

Pro Ser

Asn Gln
50

Gln Ser
65

Asn Glu

Ile Pro

Thr Ile
130

Gly Ala
145

Ser Ile

Ala

Lys

Glu

i5

Ala

Ala

Asn

Asp

115

Asp

Ala

Gln

Met
Asn

20

Val

Glu

Gly

100

Arg

Pro

Glu

Lys

ala

Asn

Sar

Leu

Ser

a5

2la

Leu

Glu

Gln
165

Val

Ile

Leu

Ala

Phe

70

Ala

Ala

Lys

Ala
is50

Asp

Phe

Gln

T¥r

55

Ala

Leu

Gly

Asn

Trp

135

Thr

Met

Cys

Val

Met Cys

Leu

40

His

Leu

Cys

His

Ala

120

Ala

Ala

Gln

Leu

Leu

Ser

Pro

Tyx

105

Ala

Ala

Val

Gln
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Glu

aAla

Leu

Cys

Val

80

Leu

Gln

Tyr

Fhe

Leu
170

Asn

Thr

Lys

Fhe

75

Asn

Gln

Glu

Gly

155

Ser

Ser

Ser

Gly

60

Gln

Glu

Gly

Phe

Glu

140

Glu

Thr

Leu

Cys

Tyr

45

Thr

Mat

Pro

Leu

Lys

125

Leu

Thr

Ser

107

Arg

Ala

30

Leu

Gln

Asp

Gly

Ile

110

Gln

Cys

Ala

Leu

His

15

Glu

Gln

Meat

Leu

Ala

95

Ser

Ile

Ala

Gly
175

Phe

Fhe

Asn

Ala

Leu

80

Glu

Lys

Leu

Leu

Leu

160

Leu



Ser

Leu

Val

225

Leu

Val

Val

Lys

Arg

305

val

Gly

Gly

Pro

Ala

385

Met

Leu

Thr

Glu

Lys

210

Ser

Ser

Ala

Asn

Leu

290

Ser

Ala

Ser

His

Fhe

370

Ser

Ser

Arg

Tyr
Asp

195

hsp

Gly

Ran

Ser

275

Arg

Ser

Lys

Ser

355

Asp

Asn

Ser

Thr

Asn
180

Tyr

Ile

Met

Ile

Pro

260

Thr

Lys

Arg

val

Leu
340

Rep

Gln

Leu
420

Glu

Ser

Ser

Ser

Ala

245

Aan

Ile

Leu

Ser

325

Ser

Rla

Ser

Gln

Thr

405

AXg

Glu

Pro

Gly

Fhe

230

Pro

Ser

Gln

Ser

Ser

310

Gly

Ser

Asn

Glu
330

Ile

Glu

Arg

Asn
215

Tvyr
Pro
Leu
Ala
Gly
295
Ala
Asn
Leu

Glu

Pro
375

Asp

Gly

Asn

Gln

200

Fhe

Asn

Pro

Ile

Pro

280

Arg

Val

Ala

Asn

360

Asn

Glu

Ile

Cys

Ser
185

Ser

His

265

Axrg

Leu

Ser

Asn

Leu

345

Met

Gly

Arg
425
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Thr

Lys

Ser

Pro

Phe

250

Asp

hrg

Phe

Gly

Asn

330

hsp

Ala

Met

Val

410

Leu

Ser

His

His

Ser

235

Ber

Lys

Ser

Ala

315

Ala

Ser

Glu

Ser

Ser

3385

Ser

Ser

Thr

Thr

Gly

220

Pro

Asn

Ser

Phe

Asp

300

hsn

Ser

Val

Gly

Thr

380

Ile

Glu

Lys

Gln

205

val

Val

Phe

Pro

val

285

Ser

Ile

Lys

val

365

Thr

Gly

Ile

Met

108

Asn

180

Ser

Asn

Ala

Gln

Lys

270

Asp

Gly

Asn

350

Arg

Gly

Gly

Leu

Tyr
430

His

Gly

Ala

Pro

255

Ser

Glu

Pro

Ser

Leu

335

Arg

Gly

Ser

Ila

Asn

415

Arg

Ser

Gly

Gly

Gln

240

Ala

Thr

Gly

Arg

Ser

320

Gly

Lys

Glu

Met

Ala

400

Leu

Cys



Gln

Thr

RSD

465

Pro

Leu

Ser

Val
545

Glu

89
[ %)
w

Glu

Met

Ser

Pro

Glu

Gly
450

Lys

Azp

Leu

530

Gln

Ala

Met

Arg

610

Leu

Ile

Leu

val

690

Lys

Thr

Asp

<210> 27

<211>722

ala
435

Trp

Leu

Cys

Glu

Arg

515

Gln

Leu

Leu

Ile

595

Het

Gly

Met

Gln

Glu
675

TYr

Ala

Glu

Leu

Val

Glu

Leau

BSp

500

Leu

Lys

Asn

Thr

Arg

SBO

Tvr

Ala

Thr

Glu

Lys

660

val

Ala

Val

Ile
T40

Asp Thr
Leu Ser
Ala Glu
470
Glu Gly
485
Met Lys
Al_a Pro

Asp His

Pro Arg
550

TYr Met Lys
440

Gin val Gly
455

Lys Ala FPhe
Met Asp Ile

Leu Ser Tyr
505

Gln Ser Trp
520

Glu Thr Ala
535

Fhe Ala Tyr

Leu Glu Asp Phe Glu

565

Val Asp

Leu Arg

Phe Leu

Thr Arg His
585

Gln Glu Lys
600

Ile hsn Pro
615

Ser Leu His Ala Leu

630

Gln Ala Ile val Rla

645

Ala Ahen

Leu Glu

Leu Met

" Leu His

710

Ala Ala
725

Asp Glu

Ile Leu val
665

Glu Leu Lys
680

Gly Arg Ile
695
Phe Gly Leu

Ile Lysg Ala

Ser Pro
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Leu

Lys

Arg

Cys

Leu

Ala

Asn

570

TyT

Leu

Ser

Lys

Asp

650

Cys

Glu

Pro

Ala

Leu

475

Ser

Rla

Ala

Lys

His

555

Gly

Asn

Glu

Ser

o
24
w

ARrg

Leu

Tyr

His Lys
445

Tyr Phe
460

Ala Arg
Thr val
Gln Glu
Met Gly

525

A=n Phe
540

Thr Leu
Met Lys
Ala Trp
Phe Ser
605
Ser Val
az0
Ser Glu
Lys Asn

Glu Arg

Ala Fro
[:1:5

His Tyr

Glu Leu

Leu Ala

Leu Tyr
495

Leu Ile
510

Asn Cys

Leu Arg

Cys Gly

Ser Tyr
575

Tyr Gly
580

Glu His

Ile Met

Glu Ala

Pro Leu
B55

Leu Asp
670

Ser Glu

Ile

Sar

480

His

Ser

Ala

His

560

Gln

Leu

His

Ser

640

Pro

Glu

Ser

Tyr Lys Arg Arg Asn Met His

Ta0

Ala Leu Asp Met Lys Pro Fro

715

720

%%E Met Glu Lys Leu His val

109

735



<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 27

Met
1
Val

Pro

Gln
65

Ile

Gly
145

Glua

Ser

Gln

50

Ser

Glu

Pro

Ile
130

Ala

Ala

Lys

Glu

35

Ala

Arg

Ala

Asn

AsSD

115

Asp

Ala

Met

Asn

20

Val

Tyr

Glu
Gly

100

hrg

Pro

Glu

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

Sar

BS

Ala

Leu

Glu

val

Ile

Leu

Ala

Fhe

70

Ala

Ala

Lys

Leu

Ala
150

Asp

Fhe

Gln

Tyr

55

Ala

Gly

Asn

Cvs

Met

His

Leu

Cys

His

Ala
120

Trp Ala

Thr

Ala

Val

cys

Leu

Ser

Fro

Ala

Ala

val

Asn

10

Glu

Ala

Leu

Cys

val

a0

Leu

Gln

Fhe
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Asn

Thr

Lys

Phe

75

Asn

Leu

Gln

Glu

Gly
155

Ser Leu

Leu Cys

Ser Tyr

Gly Thr

60

Gln Met

Glu Pro

Gly Leu

Phe Lys

135

Glu Leu
140

Glu Thr

Arg

Ala

30

Leu

Gln

Asp

Gly

Ile

110

Gln

Cys

110

His

15

Glu

Gln

Met

Leu

Ala

85

Ser

Ile

ala

Phe

Phe

Asn

Ala

Leu

80

Glu

Lys

Leu

Leu
160



Ser

Ser

Val
225

Lys
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470

Gly

Lys

Pro

His

Arg

550

Glu

hsp

Leu

Pro

375

Asp

Thr

Gly

Tvr

Gln

455

Lys

Met

Leu

Gln

Glu

535

Fhe

Asp

Gln

Ile
615

Asn

Glu

Ile

Cys

Met

440

val

Ala

AsSp

Ser

Ser

520

Thr

Ala

Fhe

Glu
600

Asn
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Thr Ala

Thr Met

Gly Val
410

Arg Leu
425

Lys Leu

Gly Lys

Phe Arg

Ile Tyr
490

Tyr Leu
505

Trp Cys

Val Leu

Tyr Ala

Glu Asn
570

His Tyr
585

Lys Leu

Pro Ser

Ser

Ser

395

Ser

Ser

Pro

380

Ile

Glu

Tvr

His

Ala Tyr

Leu

475

Ser

Ala

Ala

Lys=

His

555

Gly

Asn

Glu

Ser

Gln
Met
Asn
540
Met
Rla
?he

Ser
620

120

Thr

Gly

Ile

Met

Lys

445

Fhe

Arg

val

Glu

Gly

525

Fhe

Leu

Lys

Ser
605

Val

Gly

Leu

24
Ly
[=]

His

Glu

Leu

Leu

Leu

510

Asn

Cys

Ser

Tyr

530

Glu

Ile

Ser

Ile

ASD
415

Leu

Ala

Cys

Gly

Tyr

575

Gly

His

Met

Met

Ala

400

Cys

Asn

Ile

Ser

480

His

Ser

Ala

His

560

Gln

His

Ser
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Tyvr Leu Gly Thr Ser Leu His
625 630

Glu Ile Met Glu Gln Ala Ile
645

Met Tyr Gln Lys Ala Asn Ile
660

Ala Leu Glu Val Leu Glu Glu
675

Ser Val Tyr Ala Leu Met Gly
6390 €95

Asp Lys Ala Met Leu His Phe
705 710

Ala Thr Asp Val Ala Ala Ile
725

Pro Asp Glu Ile Asp Glu Ser
740

<210> 31

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 31

Ala

Val

Leu

Leu

68O

Arg

Gly

Lys

Fro

gaagaaaggc aacaactatg gaagctatg

<210> 32

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 32

gaactgtcag taataaggga gtttgggttt
<210> 33

<211> 25

Leu

Ala

Val

665

Lys

Ile

Ala
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Lys

Asp

650

Cys

Glu

Tyr

Ala

Ala
730

835

Arg

Leu

Tyr

Ser

Lys

Glu

Ala

Lys Arg

Leu
T15

Met

29

30

Asp

Glu

Glu Glu

Asn Pro

Arg Leu

670

Pro Ser
685
Arg Asn

Met Lys

Lys Leu

121

Ala

Leu

655

Asp

Glu

Met

Pro

His
735

Leu

640

Fro

Glu

Ser

His

Pro

720

Val
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 33

atgcaacaac tgtcaacttc cctcg
<210> 34

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 34

tatccattcc ttctaagcaa taaggagaag c
<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 35

aaattttaaa cctccttagg acactcgga
<210> 36

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2414054 T3
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<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 36

tcacgggctc tcatcgatct catct
<210> 37

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 37

gttcttgagg agctcaaaga gtatg
<210> 38

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 38

gctttaatgg gcaggatcta taag
<210> 39

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 39
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25
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tattcaaatg gtcaattata aagcccaata ag
<210> 40

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 40

acatgaaaat agcatttttg tagac

<210> 41

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 41

agagtgacct acttactaca ttggtacaaa acc
<210> 42

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 42

cccattaaag cgtaaacgct gctctctgaa g
<210>43

<211> 32
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32

25

33

31
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<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 43

tattcaaatg gtcaattata aagcccaata ag

<210> 44

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 44

tgaatgaata ctttctcaac tactattgaa gc

<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<221> misc_feature
<223> cebador
<400> 45
tatgagtcaa ctgttagagg aatgtctctg
<210> 46

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2414054 T3

32

32

30
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<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 46

gaagttgaca gttgttgcat atactgc
<210> 47

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 47

tcttacactt ttctgtctge tcaactttca
<210> 48

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 48

caaagaactc aatttagaac ctcccaaata c
<210> 49

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 49

ES 2414054 T3
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30

31

126



10

15

20

25

30

cagatttctg gcagactatt ttctgattct
<210> 50

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> mise_feature

<223> cebador

<400> 50

aagtaactca gcttcatgtc ttccttcaaa
<210> 51

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 51

gatatttatt tgcagcattt gaaggaagac
<210> 52

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 52

gaattttcag atttaaaaac catcattgga
<210> 53

<211>29

ES 2414054 T3

30

30

30

30
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 53

agtctttaaa acagagtcgt ccaatgatg
<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 54

atattgcgat taggtagtgt tacggacaac
<210> 55

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 55

gaagtcgaca caaactatgg aagct
<210> 56

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2414054 T3

29

30

25
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<221> mise_feature
<223> cebador

<400> 56

aatcataccc aaggatcctg gag
<210> 57

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 57

gcaacaactg tcaacttccc tcggctt
<210> 58

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 58

agaaccagtc gttgaggcag tattaggcc
<210> 59

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 59

ES 2414054 T3

23

27

29
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atgatggaga atctactggc gaattg
<210> 60

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 60

catcgaggaa agagaaggtg catag
<210> 61

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 61

atcctagtga atcttccceg gatcg
<210> 62

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 62

agccagttga aattgatgct gcg
<210> 63

<211> 26

ES 2414054 T3

26

25

25

23
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador
<400> 63
gatgcagaga gatgctaccg gaaggc
<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador
<400> 64
gatgcagaga gatgctaccg gaaggc
<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> misc_feature
<223> cebador
<400> 65

tcttcceggt ggagatacag
<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2414054 T3

26

26

20
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<221> misc_feature

<223> cebador

<400> 66

gcccatggta aaagagctga 20
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la produccion de semilla en una planta o para formar mas raices laterales en una
planta, comparado con una planta tipo natural, que comprende la expresion ectdpica de la proteina cdc27B de planta
en células, dominios, tejidos u 6rganos de una planta, en donde dicha proteina cdc27B de planta se selecciona del
grupo que consiste de:

(a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9,
(b) un polipéptido con una secuencia como se da en cualquiera de la SEQID NO: 809, y

(c) un polipéptido con una secuencia que es por lo menos 90 % o 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9.

2. Una proteina que regula el desarrollo de la planta aislada que comprende uno de los polipéptidos
seleccionados del grupo que consiste de:

(a) un polipéptido con una secuencia como se da en cualquiera de la SEQID NO: 809,y

(b) un polipéptido con una secuencia que es por lo menos 90 %, o 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9.

3. Un mutante funcionalmente inactivo de la proteina como se define en la reivindicacion 2 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 24 a 30 o se codifica por cualquiera de
los acidos nucleicos como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 10 a 23.

4. Un acido nucleico aislado que codifica una proteina que regula el desarrollo de la planta o un mutante
funcionalmente inactivo del mismo como se define en las reivindicaciones 2 o 3 seleccionados del grupo que
consiste de:

(a) un acido nucleico que consiste de la secuencia de ADN como se da en cualquiera de la SEQID NOs2a3010a
23, o el complemento del mismo,

(b) un &cido nucleico que consiste de las secuencias de ARN que corresponden a cualquiera de las SEQ ID NOs 2 a
3 017 a 23, o el complemento del mismo,

(c) un acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos como se da en
cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9, 0 24 a 30,

(d) un acido nucleico que se degenera como resultado del cédigo genético con relacion a una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NOs 8, 9 0 24 a 30 o con relacion a
una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (c),

(e) un &cido nucleico que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 90 % o0 95 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos como se da en la SEQ ID NO: 8,9024 a 30,y

(f) un acido nucleico que diverge debido a las diferencias en el uso de coddn entre los organismos con relacion a las
secuencias de nucleotidos que codifican una proteina como se da en cualquiera de la SEQ ID NO: 8 0 9 o con
relacion a una secuencia de acidos nucleicos como se define en (a) a (e).

5. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 5 que es un vector de expresion en donde dicha secuencia de
acidos nucleicos se vincula funcionalmente a una o mas secuencias de control que permiten la expresion en células
anfitrionas procariéticas y/o eucariéticas.

7. Una célula anfitriona que contiene una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 4, o que
contiene un vector de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6.

8. La célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicha célula anfitriona es una célula
bacteriana, de insecto, flingica, de planta o animal.
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9. Un método para producir un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 que
comprende cultivar una célula anfitriona de la reivindicacion 7 u 8 bajo condiciones que permiten la expresion de
dicho polipéptido y recuperar dicho polipéptido producido del cultivo.

10. Un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina que regula el desarrollo de la planta o un
mutante funcionalmente inactivo del mismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 o que
reconoce inmunolégicamente partes activas o epitopos especificos del mismo.

11. Un método para efectuar la expresidén de una proteina que regula el desarrollo de la planta como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 que comprende la introduccién de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 directamente dentro de una célula, un tejido o un érgano de
una planta.

12. Un método para la produccion de plantas transgénicas, células de planta o tejidos de planta que comprende
la introduccion de una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4 en un formato que se puede
expresar o un vector de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6 en dicha planta, célula de planta o tejido de planta.

13. Un método para efectuar la expresion de una proteina que regula el desarrollo de la planta como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 que comprende la introduccién de un &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 4 vinculado funcionalmente a una o mas secuencias de control o un vector de acuerdo con la
reivindicacion 5 o 6, y en donde dicho acido nucleico se integra establemente dentro del genoma de una célula de
planta.

14. El método de la reivindicacion 13 que comprende adicionalmente regenerar una planta de dicha célula de
planta.
15. Una célula de planta transgénica que comprende una secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la

reivindicacion 4, que se vincula funcionalmente a elementos reguladores que permiten la transcripcion y la expresion
de dicho acido nucleico en células de planta y en donde dicho acido nucleico se integra establemente dentro del
genoma de dicha célula de planta.

16. Una planta transgénica o tejido de planta que comprende una célula de planta transgénica de la
reivindicacion 15.

17. Una parte que se puede cosechar o un propagulo de una planta de la reivindicacién 16 en donde en dicha
parte que se puede cosechar de dicho propagulo comprende una célula de planta transgénica de la reivindicacion
15.

18. La parte que se puede cosechar de la reivindicacién 17 que se selecciona del grupo que consiste de
semillas, hojas, frutos, cultivos de tallo, rizomas, tubérculos y bulbos.

19. La progenie derivada de una planta o partes de planta o propagulos de la reivindicaciéon 16 o 17, que
comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4.
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FIGURA 13-1

SEQ D Nr. 31: HET 1F GAAGAAAGGCAACAACTATGGAAGCTATG
SEQ ID Nr. 32: HBT 1R: GAACTGTCAGTAATAAGGGAGTTTGGGTTT
SEQ D Nr. 33; HBT 2F: ATGCAACAACTGTCAACTTCCCTCG

SEQ ID Nr. 34; HBT 2R: TATCCATTCCTTCTAAGCAATAAGGAGAAGC
SEQ D Nr. 35: HBT 3F: AAATTTTAAACCTCCTTAGGACACTCGGA
SEQ D Nr. 36: HBT 3R: TCACGGGCTCTCATCGATCTCATCT
SEQ ID Nr. 37: HBT 3'2F: GTTCTTGAGGAGCTCAAAGAGTATG
SEQID Nr. 38: HBT 3'1F: GCTTTAATGGGCAGGATCTATAAG
SEQID Nr. 39; HET BF: TATTCAAATGGTCAATTATAAAGCCCAATAAG
SEQ ID Nr. 40;: HBT 5'1R: ACATGAAAATAGCATTTTTGTAGAC
SEQ ID Nr. 41: HBT AF: AGAGTGACCTACTTACTACATTGGTACAAAACC
SEQ ID Nr. 42: HBT AR: CCCATTAAAGCGTAAACGCTGCTCTCTGAAG
SEQ ID Nr. 43: HBT BF: TATTCAAATGGTCAATTATAAAGCCCAATAAG
SEQ D Nr. 44: HET BR: TGAATGAATACTTTCTCAACTACTATTGAAGC
SEQ ID Nr. 45: HBT CF: TATGAGTCAACTGTTAGAGGAATGTCTCTG
SEQ ID Nr. 46: HBT CR: GAAGTTGACAGTTGTTGCATATACTGC

SEG 1D Nr. 47: HBT DF: TCTTACACTTTICTGTCTGCTCAACTTTCA
SEQ 1D Nr. 48: HBT DR: CAAAGAACTCAATTTAGAACCTCCCAAATAC
SEQ ID Nr. 49: HBT EF: CAGATTTCTGGCAGACTATTTTCTGATTCT
SEQ ID Nr. 50: HBT ER: AAGTAACTCAGCTTCATGTCTTCCTTCAAA
SEQ ID Nr. 51: HBT FF: GATATTTATTTGCAGCATTTGAAGGAAGAC
SEQ ID Nr. 52: HET FR: GAATTTTCAGATTTAAAAACCATCATTGGA
SEQ 1D Nr. 53: HBT GF: AGTCTTTAAAACAGAGTCGTCCAATGATG

SEQ ID Nr. 54: HBT GR: ATATTGCGATTAGGTAGTGTTACGGACAAC
SEQ D Nr. 55: YC F: GAAGTCGACACAAACTATGGAAGCT
SEQ ID Nr. 56: YC R: AATCATACCCAAGGATCCTGGAG
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FIGURA 13-2

SEQ 1D Nr. 57: HBT NF: GCAACAACTGTCAACTTCCCTCGGCTT

SEQ 1D Nr. 58: HET NR: AGAACCAGTCGTTGAGGCAGTATTAGGCC
SEQ ID Nr. 58: CDC27 1F: ATGATGGAGAATCTACTGGCGAATTG
SEQ ID Nr. 60; CDC27 1R: CATCGAGGAAAGAGAAGGTGCATAG

SEQ D Nr. 81: CDC27 2F: ATCCTAGTGAATCTTCCCCGGATCG

SEQ ID Nr. 62: CDC27 2R: AGCCAGTTGAAATTGATGCTGCG

SEQ ID Nr. 63: CDC27 3F: GATGCAGAGAGATGCTACCGGAAGGC
SEQ ID Nr. 64: CDC27 3R: CTAAATGCAAAATGTGACCATGATTG

SEQ 1D Nr. 85: AXR3-F: TCT TCC CGG TGG AGA TAC AG
SEQ 1D Nr. 66: AXR3-R:GCC CAT GGT AAA AGA GCT GA
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