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DESCRIPCION
Genes y procedimientos para aumentar la resistencia a enfermedades en plantas

Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular y de la regulacién del sistema de defensa natural
de las plantas mediante la introduccién de genes extrafios/naturales en las células vegetales, preferiblemente en sus
genomas. De forma mas especifica, el procedimiento se refiere a aumentar la resistencia a enfermedades de los
citricos mediante la sobreexpresion de los genes implicados en el sistema de defensa innato de las plantas.

Introduccion

En la naturaleza, plantas y animales estan en permanente contacto con un conjunto muy diverso de
microorganismos, aunque raras veces esta asociacion da como resultado enfermedades. Esto es debido
principalmente a la existencia de sistemas de defensa que, en el caso de las plantas, carecen de la respuesta
inmune adaptativa comun en el reino animal.

La capacidad de una planta de reconocer un patégeno y de activar una defensa eficaz esta controlada a menudo por
la interaccién (directa o indirecta) entre los productos de un gen de resistencia de la planta y un gen de avirulencia
del patégeno. Dangl y Jones, 2001, Nature 411, 826-33. Como consecuencia de esta interaccion gen a gen, el tejido
recientemente infectado puede presentar flujos de iones, la produccién de especies reactivas de oxigeno, acido
salicilico (SA), éxido nitrico, y un aumento en la expresion de los genes asociados a la defensa, incluyendo aquellos
que codifican las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Durrant y Dong, 2004, Annu. Rev. Phytopathol.
2004. 42: 185-209. Ademas, las células que rodean el(los) sitio(s) de entrada del patdgeno experimentan
normalmente la muerte celular de tipo apoptético, formando por tanto las caracteristicas lesiones necréticas de la
respuesta hipersensible (HR). Heath, 2000, Plant Molecular Biology 44: 321-34.

Hasta la flecha, se han clonado algunos genes de resistencia de plantas (genes R) y, basandose en la estructura de
las proteinas que codifican, los genes se han dividido en diversos grupos (Hammond-Kosack y Jones, 1997, Annu.
Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 48, 575-607). La mayoria de los genes R codifican proteinas NB-LRR
citoplasmicas, que contienen un sitio de union a nucleétido (NB) y repeticiones ricas en leucina (LRR). Este grupo
consiste en genes que codifican proteinas CC-NB-LRR, que contiene un dominio de superhélice y genes que
codifican proteinas que tienen un dominio similar a los receptores Toll y de la interleucina (IL) de mamiferos, las
denominadas proteinas TIR-NB-LRR (Hammond-Kosack y Jones, 1997, mas arriba).

El uso de dichos genes de resistencia especifica en programas de reproduccién para una resistencia duradera es
problematico debido a que los patégenos evitan facilmente el reconocimiento mediante mutaciones en sus factores
de avirulencia, evitando de este modo la induccién de la defensa activa (Westerink y col., 2004, Mol. Microbiol. 54,
533-545). La similitud entre las proteinas de resistencia (proteinas R) sugiere la existencia de rutas de resistencia
comunes (Shirasu y Schulze-Lefert, 2000, Plant Mol. Biol. 44, 371-385). Por tanto, la identificacion de los genes
adicionales requeridos para la resistencia no proporciona solo informacion sobre como funcionan dichas rutas de
sefalizacion sino que puede permitir también utilizarla para identificar los genes que juegan un papel mas general en
la resistencia.

A pesar de la creciente informacién acerca de las rutas de resistencia a enfermedades, sigue existiendo necesidad
de identificar los genes y las proteinas que se pueden utilizar para crear plantas con un amplio rango duradero de
resistencia a enfermedades. Es un objetivo de la invencion proporcionar dichos acidos nucleicos, proteinas y
procedimientos para crear plantas, especialmente plantas que pertenecen a la familia Rutaceae, con resistencia a
enfermedades aumentada.

Resumen de la invencion

En un aspecto, la invencion proporciona una construccion que comprende (i) la secuencia de nuclettidos que se
muestra en la SEC ID N2 1 y (ii) un promotor que funciona en plantas, en la que la secuencia de nucleétidos esta
unida de forma operable al promotor de tal manera que el Gltimo expresa la secuencia polipeptidica que se muestra
en la SEC ID N2 14. En una realizacion, el promotor se selecciona entre un promotor CA/IV de 35S, el promotor de
la poliubiquitina, un promotor especifico de tejido, y un promotor preferido de tejido. En otro aspecto, la invencién
proporciona una célula vegetal que comprende la construccion.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para aumentar la resistencia a la enfermedad del
chancro de los citricos en una planta o célula, que comprende sobreexpresar la secuencia de nucleétidos que se
muestra en la SEC ID N%: 1.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para aumentar la resistencia a la enfermedad del
chancro de los citricos en una planta o célula, que comprende (a) transformar una planta o célula con una
construccion que comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC ID N% 1, unida de manera
operable con un promotor activo en células vegetales, (b) regenerar una planta a partir de dicha planta o célula
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transformada y (c) seleccionar una planta o célula que tiene una resistencia aumentada a la enfermedad del chancro
de los citricos con respecto a una planta control. En una realizacién, el promotor se une de manera operable a un
potenciador. En otra realizacién, el promotor es un promotor constitutivo o un promotor especifico de tejido. En una
realizacién adicional, el promotor especifico de tejido es un promotor especifico de xilema, un promotor especifico de
floema, o un promotor especifico de xilema/floema. En otra realizacién, la planta es un miembro de la familia
Rutaceae. En una realizacién adicional, la planta se selecciona entre los géneros Citrus, Poncirus, Fortunella,
Murraya, Microcitrus, Limonia, y Eremocitrus.

En otro aspecto, la invencién proporciona una planta transgénica que tiene incorporado en su genoma una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de resistencia a enfermedades que se muestra en la SEC ID
N2: 14. En una realizacion, el polipéptido esta codificado por una secuencia de nucleétidos que se muestra en la
SEC ID N2 1. En una realizacion adicional, la progenie, el fruto, o la semilla de la planta comprende dicha secuencia
de nucledtidos. Materia que ya no constituye aspectos de la invencién se mantiene en los siguientes parrafos de la
memoria descriptiva como técnica antecedente de utilidad para la comprension de la invencién.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Perfiles de expresion en silicio de una muestra seleccionada de genes identificados en bibliotecas de ADNc
construidas a partir de tejido de hoja de citrico previamente estimulada con Xanthomonas axonopodis pv citri (A-12h,
A-24h e A-48h) y Xanthomonas axonopodis pv aurantifolii (C-12h, C-24h y C-48h).

Figura 2. Expresion diferencial de genes deg seleccionados en citricos estimulados con Xanthomonas axonopodis pv
citri (A-12, A-24 e A-48) y Xanthomonas axonopodis pv aurantifolii (C-12h, C-24h y C-48h).

Figura 3. Representacion esquematica de los vectores pr35S(2x)-CaMV:ahas::35SpolyA  pr35S-
CaMV::deg::NOSpolyA.

Figura 4. Diagrama a escala que ilustra el desarrollo de lesiones de chancro de los citricos en hojas de naranja dulce
artificialmente inoculadas con una suspensién bacteriana de Xanthomonas axonopodis pv citri.

Figura 5. Gravedad de la enfermedad en eventos seleccionados pr35S-CaMV::deg::NOSpolyA y variedad de control
en Pineapple (C).

Figura 6. Tasa de crecimiento diferencial de la bacteria del chancro de los citricos en citricos que contienen las
construcciones pr35S-CaMV::deg:: NOSpolyA y la variedad de control Pineapple (C).

Figura 7. Niveles de expresion del transgén en eventos seleccionados que contienen las construcciones pr35S-
CaMV::deg::NOSpolyA y la variedad de control Pineapple (C).

Breve descripcion del listado de secuencias

SEC ID N®: 1 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una proteina rica
en glicina que pertenece a la familia de la seferina de péptidos antimicrobianos.

SEC ID N®: 2 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima de la
familia de las peroxidasas.

SEC ID N2 3 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con un péptido
antimicrobiano de la familia de la esnaquina.

SEC ID N2 4 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima con
actividad fosfatasa.

SEC ID N2 5 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima con
actividad ligasa E3.

SEC ID N2 6 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima con
actividad ligasa E3.

SEC ID N2 7 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima con
actividad asparagina sintasa.

SEC ID N®: 8 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido que puede estar implicado en el
sistema natural de defensa de las plantas.

SEC ID N2 9 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con un factor de
transcripcion de la familia de proteinas de unién a elementos sensibles a etileno.

SEC ID N2 10 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido que puede estar implicado en el
sistema natural de defensa de las plantas.
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SEC ID N2 11 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una proteina
tedrica de funcion todavia desconocida; sin embargo, tiene dominios similares a los descubiertos en el factor de
transcripcion de la familia FRIGIDA.

SEC ID N2 12 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido que puede estar implicado en el
sistema natural de defensa de las plantas.

SEC ID N®: 13 Secuencia de ADN de Citrus senensis que codifica un polipéptido con similitud con una enzima con
actividad transferasa.

SEC ID N2: 14 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢: 1.
SEC ID N2: 15 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N®:
SEC ID N2: 16 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N®:
SEC ID N2: 17 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N*:
SEC ID N2: 18 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢:
SEC ID N2: 19 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢:
SEC ID N2: 20 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢:

SEC ID N2: 21 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢:

© © N o 0o & 0 D

SEC ID N2: 22 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N®:
SEC ID N2: 28 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢: 10.
SEC ID N2: 24 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢: 11.
SEC ID N2: 25 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢: 12.
SEC ID N2 26 secuencia prevista de la proteina segun la SEC ID N¢: 13.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a procedimientos para regular el sistema de defensa natural de las plantas mediante
la introduccion de genes extrafos/naturales en las células vegetales, preferiblemente es sus genomas. De forma
mas especifica, los procedimientos se refieres a un aumento en la resistencia a enfermedades de la planta mediante
la sobreexpresion de los genes implicados en el sistema de defensa innato de las plantas.

Los presentes inventores han utilizado bibliotecas de etiquetas de secuencias expresadas (EST) en combinacion con
la estimulacion de citricos con patdégenos bacterianos avirulentos y virulentos, para identificar los genes implicados
en la reaccion hipersensible dependiente de efector (HR) y la resistencia a enfermedades. Se han encontrado un
total de 2868 posibles genes que se expresan de forma diferencial en citricos estimulados con un patdégeno
avirulento, en comparacion con aquellos inoculados con una cepa bacteriana virulenta. Entre aquellos, se
seleccionaron 29 genes para ensayar su potencial individual para conferir resistencia a citricos frente a los
patégenos bacterianos mas comunes de los citricos.

Los inventores han encontrado que la sobreexpresién de 13 de estos genes confirid un aumento de la resistencia a
los citricos frente a Xanthomonas axonopodis pv. citri, el agente causal de la enfermedad del chancro de los citricos.
Estos 13 genes, tal como se ha sefialado en las SEC ID N¢°: 1-13, estan relacionados en que cada uno codifica una
proteina implicada en la defensa de la planta.

Todos los términos técnicos utilizados en el presente documento son términos utilizados cominmente en bioquimica,
biologia molécula y agricultura y pueden ser entendidos por la persona normalmente experta en la técnica a la cual
esta invencion pertenece. Aquellos términos técnicos se pueden encontrar en: MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 32 ed., vol. 1-3, ed. Sambrook y Russel, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 2001; CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, ed. Ausubel y col., Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience, Nueva York, 1988 (con actualizaciones periédicas); SHORT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY: A COMPENDIUM OF METHODS FROM CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY, 5?2 ed., vol. 1-2, ed. Ausubel y col., John Wiley & Sons, Inc., 2002; GENOME ANALYSIS: A
LABORATORY MANUAL, vol. 1-2, ed. Green y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1997. La metodologia que implica técnicas de biologia vegetal se describe en el presente documento y se describe
en detalle en tratados tales como METHODS IN PLANT MOLECULAR BIOLOGY: A LABORATORY COURSE
MANUAL, ed. Maliga y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1995. Diversas técnicas
que utilizan la PCR se describen, por ejemplo, en Innis y col., PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND
APPLICATIONS, Academic Press, San Diego, 1990 y en Dieffenbach y Dveksler, PCR PRIMER: A LABORATORY
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MANUAL, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2003. Las parejas de cebadores
de la PCR se pueden derivar de secuencias conocidas mediante técnicas conocidas tales como las que utilizan
programas informaticos previstos para este objetivo, por ejemplo., Primer, Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, MA. Los procedimientos para la sintesis quimica de acidos nucleicos se discuten,
por ejemplo, en Beaucage y Caruthers, Tetra. Letts. 22: 1859-1862 (1981), y Matteucci y Caruthers, J. Am. Chem.
Soc. 103: 3185 (1981).

Se realizaron digestiones con encimas de restriccion, fosforilaciones, ligamientos y transformaciones como describen
Sambrook y col., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2% ed. (1989), Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Todos los reactivos y materiales utilizados para el cultivo y mantenimiento de las células
bacterianas se obtuvieron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), DIFCO Laboratories (Detroit, MI), Invitrogen
(Gaithersburg, MD), o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), salvo que se especifique de otra manera.

Los términos “que codifica” y “codificar” se refieren al proceso por el cual un gen, a través de los mecanismos de
transcripcion y traduccion, proporciona informacion a una célula a partir de una serie de aminoacidos que se pueden
ensamblar en una secuencia de aminoacidos especifica para producir una enzima activa. Debido a la degeneracién
del cédigo genético, determinados cambios de bases en la secuencia de ADN no cambian la secuencia de
aminoacidos de una proteina. Se entiende por tanto que se contempla que las modificaciones en una secuencia de
nucleétidos que codifican cualquiera de las proteinas de esta invencién, no afecta sustancialmente sus propiedades
funcionales

En esta descripcion, “expresion” denota la produccién del producto de proteina codificado por un gen.
“Sobreexpresion” se refiere a la produccién a la produccién de un producto génico en un organismo transgénico que
excede los niveles de produccién en organismos normales o no transformados.

Secuencias expresadas de forma diferencial

Los genes expresados de forma diferencial referidos en esta invencion se han identificado en diversas especies de
citricos ejemplificados por plantas de naranjas dulces. En el contexto de la presente invencion, “deg” se refiere a
genes expresados de forma diferencial cuya sobreexpresiéon confiere resistencia a las plantas frente a las
enfermedades de las mismas. Las secuencias deg a modo de ejemplo se muestran en “Breve descripcion de las
secuencias”.

Los genes expresados de forma diferencial procedentes de Citrus sinensis se denominaran de ahora en adelante
deg 1 (SEC ID N2: 1), deg 2 (SEC ID N2: 2), deg 3 (SEC ID N2: 3), deg 4 (SEC ID N 4), deg 5 (SEC ID N°: 5), deg 6
(SEC ID N¢: 6), deg 7 (SEC ID N2: 7), deg 8 (SEC ID N2 8), deg 9 (SEC ID N: 9), deg 10 (SEC ID N2: 10), deg 11
(SEC ID N2: 11), deg 12 (SEC ID N2: 12), y deg 13 (SEC ID N2: 13).

Los términos “identidad de la secuencia” y “similitud de secuencias” se pueden determinar mediante la alineacion de
dos secuencias de péptidos o dos secuencias de nucledtidos utilizando algoritmos de alineacion globales o locales.
Las secuencias se pueden denominar como “sustancialmente idénticas” o “esencialmente similares” cuando
comparten al menos un 70 % de identidad de la secuencia sobre su longitud completa, respectivamente. Las
alineaciones y puntuaciones de secuencias para el porcentaje de identidad de la secuencia se pueden determinar
utilizando programas informaticas, tales como el GCG Wisconsin Package, Version 10.3, disponible de Accelrys Inc.,
9685 Scranton Road, San Diego, Calif. 92121-3752 EE. UU., o0 EmbossWin version 2.10.0 (que utiliza el programa
“needle”). De forma alternativa, el porcentaje de similitud o identidad se puede determinar investigando en las bases
de datos, utilizando algoritmos tales como FASTA; BLAST, etc.

Tal como se ha sefalado anteriormente, se dan a conocer moléculas de &cidos nucleicos que comprenden las
secuencias de nucleétidos de la SEC ID N: 1-13, que codifica proteinas funcionales, en las que las proteinas tienen
las secuencias de aminoacidos que se muestran en la SEC ID N%: 14-26. Se entiende que las proteinas que abarcan
sustituciones, adiciones, y deleciones de aminoacidos no alteran la funcién de ninguna de las proteinas.

Debido a que muchas proteinas estan codificadas por familias de genes, se espera que otros géneros de citricos
podrian tener funciones similares a las de las proteinas codificadas por la SEC ID N°: 1-13. Estos genes se pueden
identificar y acotar funcionalmente para la comparacién de la secuencia. Un operario experto en la técnica puede
identificar una secuencia de proteinas relacionadas funcionalmente con la ayuda de procedimientos convencionales
tales como el cribado de bibliotecas de ADNc o librerias gendmicas con sondas de hibridacién adecuadas. El técnico
experto sabe que las secuencias homodlogas se pueden aislar con la ayuda de oligonucleétidos (degenerados) y
procedimientos basados en la PCR.

De acuerdo con esto, se pueden identificar las secuencias mediante los procedimientos descritos mas arriba, y por
tanto acotarse funcionalmente como perteneciendo a cualquiera de las familias DEG incluidas en esta invencién (de
acuerdo con la utilizacion comdn, la letra cursiva denota un gen y la letra mayuscula denota un producto codificado)
Por tanto, la frase “secuencia de ADN de deg” se refiere aqui a cualquier molécula de &cido nucleico con una
secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse en condiciones restrictivas con cualquiera de las secuencias que se
muestran en la SEC ID N2 1-13, y codificar un polipéptido equivalente con las proteinas que tienen las secuencias
de aminodacidos que se muestran como la SEC ID N2 14-26. El término incluye también las secuencias que se
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hibridan en cruzado con la SEC ID N: 1-13, que tienen preferiblemente al menos aproximadamente un 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad con los genes que se muestran en la SEC ID N2 1-13.
Las secuencias de nucleétidos de la invencion pueden codificar proteinas que son homoélogas con los productos
génicos previstos dados a conocer en el presente documento como SEC ID N2: 14-26. La invencion incluye también
una secuencia de proteina que es preferiblemente al menos aproximadamente un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntica a cualquiera de la SEC ID N°: 14-26.

“Condiciones restrictivas” tal como se usa en el presente documento, se refiere a parametros con los cuales la
técnica es familiar, tales como la hibridacion en 3,5 x SSC, 1 x disoluciéon de Denhardt, tampon fosfato de sodio 25
mM (pH 7,0), SDS al 0,5 %, y EDTA 2 mM durante 18 horas a 65° C, seguido por 4 lavados del filtro a 65° C durante
20 minutos, en 2 2 x SSC, SDS al 0,1 %, y un lavado final durante hasta 20 minutos en 0,5 x SSC, SDS al 0,1 %, 0 3
x SSC y SDS al 0,1 % para una restriccion mayor, y 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % para una restriccion incluso mayor. Se
pueden sustituir otras condiciones, siempre que el grado de restriccién sea igual al proporcionado en el presente
documento, utilizando un lavado final de 0,5 x SSC.

De acuerdo con esto la presente invencién comprende cualquier acido nucleico, gen, polinucleétido, molécula de
ADN, ARN, ARNm procedente de especies de citricos, o producidas de manera sintética, que aumenta la resistencia
a enfermedades. El ADN o el ARN puede ser bicatenario o monocatenario. EIl ADN monocatenario puede ser una
hebra de codificacion, conocida también como la hebra de sentido directo, o puede ser la hebra no codificante,
denominada también la hebra de sentido contrario.

Tal como se usa en el presente documento, “los genes deg que se muestran en la SEC ID N%: 1-13” se entiende que
significa que los genes deg incluyen las secuencias que se muestran en la SEC ID N: 1-13, asi como las moléculas
de acido nucleico comprendidas por variantes de la SEC ID N2 1-13, con una o mas bases eliminadas, sustituidas,
insertadas, o afadidas, cuya variante codifica un polipéptido con la misma actividad. De acuerdo con esto, las
secuencias que tienen “secuencias de bases con una o mas bases eliminadas, sustituidas, insertadas, o afiadidas”
retienen la actividad fisiologica incluso cuando la secuencia de aminodacidos codificada tiene uno 0 mas aminoacidos
sustituidos, eliminados, insertados, o anadidos. Debido a la degeneracién del cédigo genético, se pueden utilizar
diferentes codones de nucledtidos para codificar un amino&cido concreto. Una célula hospedadora presenta a
menudo un modelo de utilizacion de codén preferido (Campbell y col., 1990). Las secuencias de acido nucleicos se
construyen preferiblemente para utilizar el modelo de utilizacion del codén de una célula hospedadora concreta. Esta
expresion de la secuencia del acido nucleico mejora generalmente en una célula hospedadora transformada. Las
secuencias de acidos nucleicos dadas a conocer en el presente documento utilizan preferiblemente la utilizacion
optima del coddn para las células hospedadoras bacterianas, fingicas y vegetales. Adicionalmente, pueden existir
multiples formas de las proteinas de esta invencion, que pueden deberse a la modificacion posterior a la traduccion
de un producto génico o a multiples formas de los genes deg. Las secuencias de nucleétidos que tienen dichas
modificaciones estan incluidas en el alcance de la presente invencién

Por ejemplo, se pueden eliminar la cola de poli A o el extremo 5 o0 3 de las regiones no traducidas, y se pueden
eliminar las bases en la extension en la que se eliminan los aminoacidos. Se pueden sustituir también las bases,
siempre que no den como resultado cambios de marco. Se pueden “afiadir’ también bases en la extensién en la que
se afiaden aminoacidos. Es esencial, sin embargo, que cualquiera de dichas modificaciones no dé como resultado la
pérdida de actividad de la proteina. Se puede obtener en este contexto un ADN modificado modificando las
secuencias de bases del ADN de la invencién de tal manera que los aminoacidos en los sitios especificos se
sustituyan, eliminen, inserten, o afiadan mediante mutagénesis especifica del emplazamiento, por ejemplo. Zoller &
Smith, Nucleic Acid Res. 10: 6487-500 (1982).

Una secuencia del gen deg se puede sintetizar desde el principio a partir de las bases adecuadas, por ejemplo,
utilizando cualquier secuencia de proteina adecuada dada a conocer en el presente documento como una guia para
crear una molécula de ADN que, aunque diferente de la secuencia de ADN natural, de como resultado la produccién
de proteinas con las mismas o similares secuencias de aminoacidos.

Por molécula(s) de acido nucleico “aislada” se entiende una molécula de acido nucleico, ADN, ARN, que se ha
eliminado de su entorno natural. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenidas en la construccién de
ADN se consideran aisladas para los fines de la presente invencién. Los ejemplos adicionales de moléculas de ADN
aisladas incluyen moléculas de ARN recombinante mantenidas en las células hospedadoras heterélogas o
moléculas de ADN que se purifican, parcial o sustancialmente, en solucion. Las moléculas de ARN aisladas incluyen
transcritos de ARN in vitro de las moléculas de ADN de la presente invencion. Las moléculas de &cido nucleico
aisladas, de acuerdo con la presente invencion incluyen, ademas dichas moléculas producidas de forma sintética.

“Acido nucleico exégeno” se refiere a un &cido nucleico, ADN o ARN, que se ha introducido en una célula (o en el
antecesor de la célula) a través del esfuerzo de los seres humanos. Dicho &cido nucleico exégeno puede ser una
copia de una secuencia que se encuentra de forma natural en la célula en la que se introdujo, o sus fragmentos.

Por el contrario, “acido nucleico endégeno” se refiere a un acido nucleico, gen, polinucleétido, molécula de ADN,
ARN, ARNm, o ADNc que esta presente en el genoma de una planta u organismo que se ha disefiado mediante
ingenieria genética. Una secuencia enddgena es “natural” para, es decir, indigena para, la planta u organismo que
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se va a disefnar mediante ingenieria genética.

“Acido nucleico heterdlogo” se refiere a un cido nucleico, ADN o ARN, que se ha introducido en una célula (o en el
antecesor de la célula). Dicho &cido nucleico heterélogo puede comprender segmentos que son una copia de una
secuencia que se encuentra de forma natural en la célula en la que se ha introducido, o sus fragmentos.

A no ser que se indique otra cosa, todas las secuencias de nucleétidos determinadas mediante secuenciacion de
una molécula de ADN en el presente documento se han determinado utilizando un secuenciador de ADN
automatizado, tal como el Modelo 3730 de Applied Biosystems, Inc. Por tanto, tal como se conoce en la técnica para
cualquier secuencia de ADN determinada mediante esta solucion automatizada, cualquier secuencia de nucleétidos
determinada en el presente documento puede contener algunos errores. Las secuencias de nuclettidos
determinadas de forma automatica son normalmente al menos aproximadamente un 95 % idénticas, mas
normalmente al menos aproximadamente un 96 % a al menos aproximadamente un 99,9 % idénticas a la secuencia
de nucleotidos real de la molécula de ADN secuenciada. La secuencia real puede determinarse de forma mas
precisa mediante otras soluciones que incluyen procedimientos de secuenciacién manuales bien conocidos en la
técnica. Como se conoce también en la técnica una Unica insercién o delecién en una secuencia de nucleétidos
determinada en comparacion con la secuencia real producira un cambio de marco en la traduccion de la secuencia
de nucleétidos de tal manera que la secuencia de aminoacidos prevista codificada por una secuencia de nucleétidos
determinada puede ser completamente diferente de la secuencia de aminoacidos codificada realmente por la
molécula de ADN secuenciada, comenzando en el punto de dicha insercién o delecion.

Una “variante” es una secuencia de nucledtidos o aminoacidos que se desvia del patrén, o de la secuencia de
nucleétidos o de aminoacidos de un gen o proteina concreta proporcionado. Los términos “isoforma”, “isotipo”, y
“analogo” se refieren también a formas “variantes” de una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos. Una
secuencia de aminodcidos que esta alterada por la adicién, eliminacién, o sustitucion de uno o mas aminoéacidos, o
un cambio en la secuencia de nucleétidos, se puede considerar como una secuencia “variante”. La variante puede
tener cambios “conservativos”, en los que un aminoacido sustituido tiene similar estructura o propiedades quimicas,
por ejemplo, sustitucién de leucina con isoleucina. Una variante puede tener cambios “no conservativos”, por
ejemplo, sustitucion de una glicina con un ftriptéfano. Variaciones andlogas menores pueden incluir también
deleciones o inserciones de aminoacidos, o ambas: Se pueden encontrar directrices para determinar qué restos de
aminoacidos se pueden sustituir, insertar, o eliminar utilizando programas informaticos bien conocidos en la técnica
tales como el software Vector NTI Suite (InforMax, MD) “variante” puede referirse también a una “transposicion
genética” tal como la descrita en las patentes asignadas a Maxygen. Por ejemplo, una variante de la presente
invencion puede incluir variantes de las secuencias y polinuclettidos deseados que estan modificados de acuerdo
con los procedimientos y la l6gica dada a conocer en, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N° 6.132.970.

Procedimientos para sobreexpresar genes degq

En un aspecto de la invencién, la resistencia a las enfermedades de las plantas se aumenta mediante la
sobreexpresion de un gen deg. Son bien conocidos en la técnica varios procedimientos para sobreexpresar un gen
concreto y se pueden utilizar en la presente invencion.

La presente invencidon contempla la sobreexpresién de una secuencia que codifica DEG. Los polinucleétidos de
sentido directo utilizados para llevar a cabo la presente invencién tienen longitud suficiente para expresar una
proteina funcional en una célula vegetal. Dichos polinucleétidos pueden ser esencialmente un acido nucleico
gendmico completo o complementario que codifica cualquiera de las proteinas DEG incluidas en la presente
invencion.

La idoneidad de las dianas candidato también se puede evaluar analizando su accesibilidad a la hibridaciéon con
oligonucledtidos complementarios, usando ensayos de proteccién de la ribonucleasa tal como es conocido en la
técnica. Se puede producir ADN que codifica moléculas de ARN enzimaticas de acuerdo con técnicas conocidas.
Por ejemplo, véase Cech y col., Patente de los Estados Unidos con n® 4.987.071; Keene y col., Patente de los
Estados Unidos con n® 5.559.021; Donson y col., Patente de los Estados Unidos con n® 5.589.367; Torrence y col.,
Patente de los Estados Unidos con n® 5.583.032; Joyce, Patente de los Estados Unidos con n® 5.580.967; Gold y
col., Patente de los Estados Unidos con n° 5.595.877; Wagner y col., Patente de los Estados Unidos con n°
5.591.601; y la Patente de los Estados Unidos con n® 5.622.854.

Por ejemplo, la expresion de un gen deg se puede aumentar mediante procedimientos de ingenieria genética que
son bien conocidos en la técnica. La expresion se puede aumentar uniendo de forma operable la secuencia de un
promotor fuerte a cualquier secuencia que codifica DEG incluida en la presente invencion. La expresién se puede
incrementar adicionalmente afadiendo una secuencia de un potenciador a un promotor fuerte unido de forma
operable a cualquier secuencia que codifica DEG incluida en la presente invencion.

"Potenciador” o “elemento potenciador” se refiere a un elemento regulador de la transcripcién con accién en cis, es
decir, un elemento cis, que confiere un aspecto del modelo de expresién global, pero que habitualmente es
insuficiente para impulsar la transcripcion en solitario de una secuencia de polinucleétido unida de forma operable. A
diferencia de los promotores, los elementos potenciadores no suelen incluir un sitio de inicio de la transcripcion
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(TSS) o secuencia TATA. Un promotor puede comprender de forma natural uno o mas elementos potenciadores que
afectan la transcripcion de una secuencia de polinucleétido unida de forma operable. Un elemento potenciador
aislado también se puede fusionar con un promotor para producir un promotor quimérico elemento cis que confiere
un aspecto de la modulacion global de la expresion génica. Un promotor o fragmento de promotor puede
comprender uno o mas elementos potenciadores que efectlan la transcripcion de genes unidos de forma operable.
Se cree que muchos elementos potenciadores del promotor se unen a proteinas que se unen al ADN y/o afectan la
topologia del ADN, produciendo conformaciones locales que selectivamente permiten o restringen el acceso de la
ARN polimerasa al molde de ADN o que facilitan la apertura selectiva de la doble hélice en el sitio de inicio de la
transcripciéon. Un elemento potenciador puede funcionar para unir factores de transcripcion que regulan la
transcripcion. Algunos elementos potenciadores se unen a mas de un factor de transcripcion, y los factores pueden
interactuar con diferentes afinidades con mas de una region del potenciador. Los elementos potenciadores se
pueden identificar mediante varias técnicas, incluyendo el analisis de delecion, es decir, la eliminaciéon de uno o mas
nucleétidos desde el extremo 5’ o bien de forma interna con respecto a un promotor; el analisis de la proteinas que
se unen al ADN mediante el uso de la huella dactilar de la ADNasa |, interferencia de metilacién, ensayos de
desplazamiento de motilidad durante la electroforesis, huella dactilar gendmica in vivo mediante PCR mediada por
ligadura, y otros ensayos convencionales; o mediante analisis de similitudes de secuencias de ADN usando moldes
de elementos cis conocidos, o elementos potenciadores como secuencia diana o molde diana con procedimientos
convencionales de comparacion entre secuencias de ADN, tales como BLAST. La estructura fina de una region
potenciadora puede estudiarse adicionalmente mediante mutagénesis (o sustitucién) de uno o mas nucledtidos o
mediante otros procedimientos convencionales. Los elementos potenciadores se pueden obtener por sintesis
quimica o por aislamiento de los elementos reguladores que incluyen tales elementos, y se pueden sintetizar con
nucleétidos flanqueantes adicionales que contienen sitios Utiles para enzimas de restriccion que facilitan la posterior
manipulacion. Asi, el disefio, construccion y uso de elementos potenciadores de acuerdo con los procedimientos
divulgados en el presente documento para modular la expresion de moléculas de polinucleétidos unidas de manera
operativa que se pueden transcribir quedan abarcados por la presente invencion. Se conocen en la técnica varios
potenciadores, entre los que se incluyen los potenciadores CaMV de 35S.

Construcciones de acido nucleico

De acuerdo con un aspecto de la invencion, una o mas secuencias que aumentan la resistencia a las enfermedades
se incorporan a una construccion de acido nucleico que es adecuada para la transformacién de células o plantas. La
invencion proporciona moléculas de &cido nucleico que aumentan la resistencia a las enfermedades en una planta
transformada.

Las construcciones de acido nucleico recombinante se pueden fabricar con técnicas normalizadas. Por ejemplo, se
puede obtener una secuencia de nucleétidos para su transcripcion mediante el tratamiento de un vector que contiene
dicha secuencia con enzima de restriccién para recortar el segmento adecuado. La secuencia de nucleétidos para su
transcripcion también se puede generar hibridando y uniendo oligonucleétidos sintéticos o mediante el uso de
oligonucleotidos sintéticos en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para proporcionar sitios de restriccion
adecuados en cada extremo. A continuacion, la secuencia de nucleétidos se clona dentro de un vector que contiene
elementos de regulacion adecuados, tal como una secuencia de promotor en direccién 5’ y una secuencia de
terminacion en direccion 3'.

Un aspecto importante de la presente invencién es el uso de construcciones de acido nucleico en las que una
secuencia que codifica DEG esta unida de forma operable a una o mas secuencias de regulacién, que impulsan la
expresion de la secuencia en determinados tipos de células, 6rganos o tejidos sin afectar negativamente al
desarrollo o fisiologia normales.

“Promotor" denota una region de ADN en direccién 5’ desde el inicio de la transcripcion que esta implicada en el
reconocimiento y la union a la ARN polimerasa y a otras proteinas para iniciar la transcripcién. Un “promotor
constitutivo” es uno que es activo durante la totalidad de la vida de la planta y en la mayor parte de condiciones
ambientales. Los promotores especificos de tejidos, preferidos por los tejidos, especificos del tipo de célula e
inducibles constituyen la clase “promotores no constitutivos”. “Unido de forma operable” se refiere a un vinculo
funcional entre un promotor y una segunda secuencia, donde la secuencia del promotor inicia y media la
transcripcion de la secuencia de ADN correspondiente a la segunda secuencia. Por lo general, “unido de forma
operable” significa que las secuencias de acido nucleico que se estan vinculando son contiguas.

Se ilustran promotores adecuados, aunque no limitados a promotores constitutivos tales como el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMv) o el promotor de la poliubiquitina, asi como promotores especificos de tejido,
preferidos por el tejido, especificos de tipo celular e inducibles. Por ejemplo, en citricos, varios patdégenos
importantes se localizan en el sistema vascular, que hace referencia a los vasos del xilema o del floema; puede ser
ventajoso usar un promotor especifico del xilema/floema para dirigir la expresién de un gen de defensa. En la técnica
se conocen promotores especificos del xilema o del floema, por ejemplo los divulgados en la patente de EE.UU. N
6.613.960 y las publicaciones de solicitud n® 2004/0253717 y 2007/0266457.

Los vectores de la invencién también pueden contener secuencias de terminacién, que se localizan cadena debajo
de las moléculas de acido nucleico de la invencién, de modo que se termina la transcripcion del ARNm y se anaden

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2434742 T3

secuencias de poliA. Ejemplos de dichos terminadores son el terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) y el terminador del gen de la nopalina sintasa (Tnos). El vector de expresion también puede contener
potenciadores, intrones, codones de iniciacion, secuencias sefial de corte y empalme y secuencias de direccion a
organulos celulares tales como las mitocondrias y los cloroplastos.

Los vectores de expresion de la invencién también pueden contener un marcador de seleccion por el cual se pueden
identificar las células transformadas en cultivo. El marcador se puede asociar con la molécula de acido nucleico
heterdloga, es decir el hen unido operativamente a un promotor. Como se usa en el presente documento, el término
“marcador” hace referencia a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccién, o la deteccidon
selectiva, de una planta o célula que contiene el marcador. En plantas, por ejemplo, el gen marcador codificara
resistencia a antibiéticos o a herbicidas. Esto permite la seleccién de células transformadas de entre las células que
no estan transformadas o transfectadas.

Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados incluyen resistencia a adenosina desaminasa, dihidrofolato
reductasa, higromicina B fosfotransferasa, timidina cinasa, xantina-guanina fosforibosiltransferasa, glifosato y
glufosinato y resistencia a amino-glucésido-3’-O-fosfotransferasa (resistencia a kanamicina, neomicina y G418).
Estos marcadores pueden incluir resistencia a G418, higromicina, bleomicina, kanamicina, espectinomicina y
gentamicina. La construccion también puede contener el gen del marcador seleccionable ahas que confiere
resistencia a herbicidas tales como imazetapir, imazapic, imazapir, imazamox, sulfometuron metilo, imazaquin,
clorimuron etilo, metsulfuron metilo, rimsulfuron, tifensulfuron metilo, piritiobac sédico, tribenuron metilo y
nicosulfuron [sic: "clase de las imidazolinonas”]. Sun-Mi y col., 2004, Biochemical Journal 383: 53-61. También se
conocen otros marcadores de seleccion adecuados.

Se pueden usar marcadores visibles tales como la proteina verde fluorescente (GFP). También se han descrito
procedimientos para identificar o seleccionar plantas transformadas basadas en el control de la division celular.
Véanse los documentos WO 2000/052168 y WO 2001/059086.

También se pueden incluir secuencias de replicacion de origen bacteriano o viral, para poder clonar el vector en un
huésped bacteriano o fago. Preferentemente se usa un origen de replicacion procariota del amplio abanico de
huéspedes. Se puede incluir un marcador seleccionable para bacterias con el fin de permitir la selecciéon de células
bacterianas portadoras de la construccién deseada. Marcadores seleccionables procariotas adecuados también
incluyen resistencia a antibiéticos tales como kanamicina o tetraciclina.

En el vector también puede haber otras secuencias de &acido nucleico que codifican funciones adicionales, como se
conoce en la técnica. Por ejemplo, cuando el huésped es Agrobacterium, se pueden incluir secuencias de T-ADN
para facilitar la posterior transferencia e incorporacién en cromosomas de plantas.

Plantas para ingenieria genética

La presente invencién comprende la manipulacion genética de plantas, especialmente citricos, para potenciar la
resistencia a enfermedades.

En esta descripcion, “planta” indica cualquier material vegetal que contiene celulosa que se pueda manipular
genéticamente, incluidas, entre otras, células vegetales diferenciadas o indiferenciadas, protoplastos, plantas
enteras, tejidos vegetales u 6rganos vegetales, o cualquier componente de una planta tales como hojas, tallos,
raices, yemas, tubérculos, frutos, rizomas o similares. Como se usa en el presente documento, “propagalo” incluye
una estructura con la capacidad para dar lugar a una planta nueva, por ejemplo una semilla, una espora o una parte
del cuerpo vegetativo capaz de crecer de forma independiente si se desprende de la parental.

Las plantas que se pueden someter a ingenieria de acuerdo con la invencion incluyen, Erne otras, arboles, tales
como naranjas dulces, limones, mandarinas etc. Se entiende que “planta citrica” significa una planta de los géneros
Citrus, Poncirus, Fortunella, Murraya, Microcitrus, Limonia,y Eremocitrus, preferentemente la especie Citrus sinensis

En la presente descripcion, “planta transgénica” hace referencia a una planta que tiene incorporada una secuencia
de ADN, que incluye, entre otros, genes que normalmente no estan presentes en el genoma de una planta huésped,
secuencias de ADN que normalmente no se transcriben en ARN o se traducen en una proteina ("se expresan”) o
cualquier otro gen o secuencia de ADN que se desee introducir en la planta no transformada, tales como los genes
que normalmente pueden estar presentes en la planta no transformada pero que se desea someter a ingenieria
genética o tener la expresion alterada. La categoria “planta transgénica” incluye tanto un transformante primario
como una planta que incluye un transformante en su linaje, por ejemplo mediante introgresion estandar u otro
procedimiento de cultivo.

"Modificado genéticamente” (MG) abarca cualquier metodologia para introducir un &cido nucleico o una mutacién
especifica en un organismo huésped. Por ejemplo, una planta citrica estd modificada genéticamente cuando se ha
transformado con una secuencia polinucleotidica que aumenta la expresién de un gen, tal como cualquier gen deg,
y, de este modo, aumenta la resistencia a la enfermedad.

Por el contrario, una planta citrica que no esta transformada con una secuencia polinucleotidica es una planta control
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y se denomina planta “no transformada”.

Procedimientos de ingenieria genética

Una secuencia polinucleotidica, como una secuencia deg, se puede integrar de forma estable en un genoma de
planta de varias formas conocidas en la técnica. Se pueden transformar células de plantas angiospermas o
gimnospermas monocotiledéneas, dicotileddneas. Véase, por ejemplo, Klein y col., Biotechnology 4: 583-590 (1993);
Bechtold y col., C. R. Acad Sci. Paris 316:1194-1199 (1993); Bent y col., Mol. Gen. Genet. 204:383-396 (1986);
Paszowski y col., EMBO J. 3: 2717-2722 (1984); Sagi y col., Plant Cell Rep. 13: 26 15-286 (1994). Se pueden usar
especies de Agrobacterium tales como A. tumefaciens y A. rhizogenes, por ejemplo de acuerdo con Nagel y col.,
Microbiol Lett 67: 325 (1990). Adicionalmente, las plantas se pueden transformar mediante transformaciéon de
Rhizobium, Sinorhizobium o Mesorhizobium. Broothaerts y col., Nature 433:629-633 (2005). Véase la publicacién de
la solicitud de EE.UU. 200702711627

Procedimientos adicionales para modificar genéticamente una planta o célula incluyen, entre otros, electroporacion,
bombardeo con pistola de particulas (Klein y col., (1987) Nature. 327:70-73), precipitacién en fosfato calcico y fusion
con polietilenglicol, transferencia a granos de polen en germinacién, transformacion directa (Lorz y col., Mol. Genet.
199: 179-182 (1985)), y otros procedimientos conocidos en la técnica. Si se usa un marcador de seleccion, tal como
de resistencia a kanamicina, facilita determinar qué células se han transformado con éxito. Se pueden incluir genes
marcadores dentro de pares de sitios de recombinacion reconocidos por recombinasas especificas, tales como cre o
flp, para facilitar la eliminacion del marcador después de la seleccion. Véase la solicitud de EE.UU. publicada N°
2004/0143874.

En el contexto de la presente invencidn, las plantas transgénicas producidas mediante el procedimiento descrito en
lo que antecede se pueden usar como fuente de un transgén en un programa de cultivo convencional. En general se
usa polen de una planta transgénica para polinizar una planta no transgénica. Las semillas de la planta madre se
pueden usar para producir una nueva planta transgénica diferente de la planta transgénica original producida
mediante el procedimiento descrito en lo que antecede.

Se seleccionan plantas modificadas genéticamente que tienen una expresion mayor de los genes deg. Por ejemplo,
una planta citrica transgénica/células de la planta empleada en el procedimiento de acuerdo con la invencion se
distingue de las plantas citricas silvestres/células de las plantas por el hecho de que comprenden al menos una
copia de la molécula de acido nucleico expuesta en la SEC ID N%: 1-13 integrada de forma estable en su genoma,
ademas de copias de dicha molécula de origen natural en las plantas citricas silvestres/células de las plantas. En
este caso, las plantas citricas/células de las plantas del procedimiento de acuerdo con la invencion se pueden
distinguir de las plantas citricas silvestres/células de las plantas en concreto por el hecho de que esta copia
adicional, o estas copias adicionales, se localiza/n en ubicaciones en el genoma en las que no esta, o donde no
estan, en plantas citricas silvestres/células de las plantas.

“Plantas citricas silvestres” hace referencia a plantas control cuyo genoma no se ha modificado mediante la
introduccion de una construccion que comprende cualquier secuencia del gen deg, o fragmento de la misma.

Procedimientos para cuantificar un incremento de la resistencia a la enfermedad

Las plantas modificadas genéticamente y las células de la invencién se caracterizan por una mayor resistencia a la
enfermedad. Esto se consigue mediante la sobreexpresién de los genes deg.

“Resistencia a la enfermedad” o “resistencia a la enfermedad incrementada/potenciada” hace referencia a una
capacidad aumentada de los transformantes (frente a los transformantes silvestres o control) para aguantar el
ataque de uno o0 mas patégenos vegetales o, en otras palabras, hace referencia a una reduccién significativa de los
sintomas de la enfermedad en controles transformantes en comparaciéon con los no transformantes (o vector vacio
transformado). La resistencia a la enfermedad o la resistencia potenciada a la enfermedad se pueden determinar
usando varios procedimientos. A menudo los sintomas de la enfermedad se punttan visualmente (en bioensayos o
en campo) evaluando los sintomas de la enfermedad en uno 0 mas puntos de tiempo tras inoculacién o contacto con
un patégeno. Procedimientos alternativos incluyen procedimientos mediante los cuales se detecta el patégeno y se
cuantifica opcionalmente. Una planta transgénica puede mostrar una resistencia potenciada a la enfermedad si la
cantidad de patégeno detectada en/sobre el tejido es significativamente menor que la de los controles o si la
diseminacion del patdgeno es significativamente menor que la de los controles. En Gltima instancia, un incremento
significativo del rendimiento promedio de transformantes (p. ej., al menos el 1 %, 2 %, 5 %, 10 % 0 mas) en
comparacién con los controles, cuando se cultivan a una presion de la enfermedad equivalente (preferentemente en
el campo) proporciona una medicion indirecta de la resistencia potenciada a la enfermedad.

Por tanto, una pluralidad de plantas transformadas que expresan proteinas DEG (o una proteina DEG
constitutivamente activa) muestran una resistencia potenciada a la enfermedad su muestran una reduccién
significativa de los sintomas de la enfermedad en comparacién con los controles transformados con el vector vacio o
con los no transformados. El andlisis estadistico es necesario para determinar si existen diferencias significativas.
Preferentemente, uno o mas sintomas de enfermedad estan, de media, al menos un 2 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30
%, 40 %, 50 %, o incluso 100 % menor en los transformantes DEG que en las plantas control. Dado que el ensayo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2434742 T3

de la enfermedad es diferente para cada combinaciéon huésped-patégeno, no se puede proporcionar un protocolo
especifico, pero el experto en la técnica sabe como determinar si los transformantes muestran una enfermedad
significativamente potenciada a uno o mas patégenos. Los bioensayos como se conocen en la técnica para cada
combinacion planta - patégeno se pueden usar para comparar la resistencia de las plantas transgénicas a controles
adecuados.

Descripciones detalladas de patégenos de plantas, los sintomas de la enfermedad causada por elos y sus ciclos de
vida se pueden encontrar para cada especie de planta. Por ejemplo, los patdgenos de los citricos se describen en
COMPENDIUM OF CITRUS DISEASES, Editors L. W. Timmer, Stephen Michael Garnsey, and J. H. Graham (ISBN
0-89054-248-1, APS Press).

Patégenos de citricos incluyen, por ejemplo, las siguientes especias de hongos y bacterias y virus (no limitantes).
Xanthomonas campestris pv. citrumelo (bacteria), Pseudomonas syringae (bacteria), Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Bacterium), Xylella fastidiosa (bacteria), Candidatus Liberibacter africanus (bacteria), Candidatus Liberibacter
americanus (bacteria), Candidatus Liberibacter asiaticus (bacteria), Alternaria alternata (hongo), Aspergillusflavus,
Alternaria alternata (hongo), Alternaria citri (hongo), Glomerella cingulata (hongo), Colletotrichum gloeosporioides
(hongo), Thanatephorus cucumeris (hongo), Rhizoctonia solani (hongo), As-pergillus niger (hongo), Thielaviopsis
basicola (hongo), Chalara elegans (hongo), Guigrrardia citricarpa (hongo), Phyllosticta citricarpa (hongo), Penicillium
italicum (hongo), Botrytis cinerea (hongo), Botryotinia fuckeliana (hongo), Sphaeropsis tumefaciens (hongo),
Phytophthora citricola, P. citrophthora, P. hibernalis, P. nicotianae, P. parasitica, P. palmivora, P. syringae,
Macrophomina phaseolina (hongo), Pythium sp., P. aphanidermatum, P. debaryanum, P. rostratum, P. ultimum, P.
vexans, Rhizoctonia solani (hongo), Lasiodiplodia theobromae (hongo), Botryodiplodia theobromae (hongo), Diplodia
natalensis (fungous), Botryosphaeria rhodina (hongo), Botryosphaeria ribis (hongo), Nectria haematococca (hongo),
Schizothyrium pomi (hongo), Fusarium oxysporum (hongo), Botrytis cinerea (hongo), Mycosphaerella citri (hongo),
Penicillium digitatum (hongo), Ganoderma applanatum (hongo), G. brownii (hongo), G. lucidum (hongo),
Mycosphaerella horii (hongo), M lageniformis (hongo), Phoma tracheiphila (hongo), Alternaria limicola (hongo),
Diaporthe citri (hongo), Phomopsis citrihongo), Mucor paronychia (hongo), M racemo-sus (hongo), Armillaria mellea
(hongo), Phaeoramularia angolensis (hongo), Phymatotrichopsis omnivora (hongo), Phomopsis citri (hongo),
Erythricium salmonicolor (hongo), Gliocladium roseum (hongo), Pleospora herbarum (hongo), Oxyporus
latemarginatus (hongo), Poria latemarginata (hongo), Colletotrichum acutatum (hongo), Oidium tingitaninurn (hongo),
Acrosporium tingitaninum (hongo), Rhizopus stolonifer (hongo), Lasiodiplodia theobromae (hongo), Hendersonula
toruloidea (hongo), Elsinoe fawcettii (hongo), Sclerotinia sclerotiorum (hongo), Septoria citri (hongo), Gloeodes
pomigena (hongo), Geotrichum citri-aurantii (hongo), Galactomyces citri-auraniiihongo), G. candidum (hongo),
Galactomyces geotrichum (hongo), Elsinoe australis (hongo), Corticium stevensii (hongo), Pellicularia koleroga
(hongo), Trichoderma viride (hongo), Rhytidhysteron rufulum (hongo), Ustulina deusta (hongo), Penicillium ulaiense
(hongo), Rosellinia necatrix (hongo), R. subiculata (hongo), virus del mosaico de los citricos, voris relacionado con el
enanismo del mandarino Satsuma, virus de la hoja rugosa de los citricos, virus del mosaico amarillo de los citricos,
virus de la hoja crujiente, virus de la variegacion de citricos (CVV), virus del enanismo del mandarino Satsuma
(SDV), virus de la hoja andrajosa de los citricos, virus de la tristeza de los citricos (CTV), virus de la muerte subita de
los citricos (CSDV), viroide de la caquexia de los citricos, viroide de la mancha amarilla de los citricos, virus de la
mancha anular amarilla de los citricos, viroide de la exocorteza de los citricos (CEVA), virus de la lepra de los citricos
(CiLV). Debido a la defensa inespecifica de la planta, cabria esperar que los genes fueran eficaces contra otros
patégenos bacterianos.

También es una realizacion generar plantas transgénicas que expresen varias proteinas DEG, preferentemente bajo
el control de diferentes promotores, tales como diferentes promotores especificos de tejido.

El fenotipo de la resistencia a la enfermedad se puede ajustar de forma fina expresando una cantidad adecuada de
proteinas DEG en un tiempo y localizaciéon adecuados. Dicho ajuste fino se puede realizar determinando el promotor
mas adecuado para una combinacién huésped-patégeno concreta y también seleccionando “eventos” transgénicos
que muestren el nivel de expresion deseado. Un nivel demasiado bajo de proteinas DEG o una induccion demasiado
lenta de la produccion de proteinas DEG tras el ataque de un patdégeno puede ser insuficiente para potenciar los
niveles de resistencia a la enfermedad. Por otro lado, un nivel o expresion de proteinas demasiado alto en
momentos o ubicaciones desprovistos del ataque de patégenos puede tener como resultado fenotipos
agronémicamente indeseados, tales como lesiones en las hojas o los frutos en ausencia de patégenos, y producen
penalizaciones. No obstante, el experto puede generar faciimente plantas que tienen una resistencia potenciada a la
enfermedad pero que al mismo tiempo son aceptables agronémicamente. Alelos deg 6ptimos se pueden aislar o
identificar como se ha descrito, por ejemplo alelos que proporcionan niveles de resistencia altos y solo un débil
fenotipo HR.

Los transformantes que expresan los niveles deseados de proteinas DEG se seleccionan, por ejemplo, analizando el
numero de copias (analisis de transferencia de tipo Southern), los niveles de transcritos de ARNm (p. ej., RT-PCR
usando pares de cebadores deg especificos o cebadores flanqueantes) o analizando la presencia y el nivel de
proteinas DEG en varios tejidos (p. €j., SDS-PAGE, ensayos ELISA etc.). Por motivos reguladores, preferentemente
los transformantes de una sola copia se seleccionan preferentemente y las secuencias que flanquean el sitio de
insercion del gen quimérico se analiza, preferentemente se secuencia, para caracterizar el "evento". Los eventos
transgénicos que expresan DEG de forma elevada o moderada se seleccionan para analizar adicionalmente hasta
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que se obtiene un evento de élite de alto rendimiento con un transgén deg estable.

Los transformantes que expresan uno o mas genes deg de acuerdo con la invenciéon también pueden comprender
otros transgenes tales como otros genes que confieren resistencia a la enfermedad o que confieren tolerancia a
otras agresiones bioticas y/o abidticas. Para obtener estas plantas con transgenes “apilados”, otros transgenes
también se pueden introducir en los transformantes DEG o los transformantes DEG se pueden transformar después
con uno o mas de otros genes o, como alternativa, se pueden usar varios genes quiméricos para transformar una
linea o variedad vegetal. Por ejemplo, varios genes quiméricos pueden estar presentes en un Unico vector o pueden
estar presentes en diferentes vectores que se han co-transformado. Eventos Unicos que contienen uno o mas genes
deg se pueden cultivar con otros eventos que contienen uno o mas de otros genes deg para obtener un evento
apilado con varios genes deg.

En una realizacion, los siguientes genes se combinan con uno 0 mas genes deg de acuerdo con la invencién: genes
conocidos de resistencia a la enfermedad, especialmente genes que confieren una resistencia potenciada a
patégenos necrotéficos, genes de resistencia a virus, genes de resistencia a insectos, genes de resistencia a estrés
abidtico (p. €j., tolerancia a la sequedad, tolerancia a la sal, tolerancia al calor o al frio etc.), genes de resistencia a
herbicidas y similares. Por tanto, los transformantes apilados pueden tener una tolerancia al estrés bioético y/o
abiético todavia mas amplia, resistencia a patdgenos, resistencia a insectos, resistencia a nematodos, salinidad,
estrés por frio, estrés por calor, estrés por agua, etc., Asimismo, los enfoques de silenciacion de deg se pueden
combinar con enfoques de expresion de deg en una Unica planta, Por ejemplo, la sobreexpresion de deg en rizomas
o0 vastagos puede conferir o potenciar la resistencia del rizoma o el vastago a los patégenos del suelo, los patégenos
vasculares o los patdgenos de las hojas.

También es posible la introduccion o introgresion de genes deg en una linea de cultivo de planta que ya tiene un
cierto nivel de resistencia a enfermedad. Para la durabilidad de la resistencia a una enfermedad en el campo, puede
ser deseable apilar varios mecanismos de resistencia a enfermedad en una planta, preferentemente de modo que
las fuentes de resistencia tengan diferentes mecanismos moleculares subyacentes.

El presente documento abarca plantas enteras, semillas, células, tejidos y progenie (tal como hibridos F1,
semillas/plantas F2 etc.) de cualquiera de las plantas transformadas descritas en lo que antecede y se pueden
identificar mediante la presencia del transgén en el ADN, por ejemplo mediante analisis de PCR usando el ADN
gendmico total como molde y usando los pares de cebadores para PCR especificos de deg. Asimismo se pueden
desarrollar procedimientos diagnosticos de PCR “especificos de evento”, en los que los cebadores para PCR se
basan en el ADN de la planta que flanquea al gen quimérico insertado, véase la patente de EE.UU. N° 6,563,026. De
un modo similar, se pueden desarrollar huellas de AFLP o fuellas de RFLP especificas de evento que identifiquen la
planta transgénica o cualquier planta, semilla, tejido o célula derivada de las mismas.

Se entiende que las plantas transgénicas de acuerdo con la invencion preferentemente no muestran fenotipos no
deseados, tales como reduccion del rendimiento, mayor susceptibilidad a enfermedades (especialmente a
necrrotrofos) o cambios de la arquitectura no deseados (enanismo, deformaciones) etc. y que, si dichos fenotipos se
ven en los transformantes primarios, estos se pueden eliminar mediante procedimientos de cultivo y seleccion
normales (cruzamiento/retrocruzamiento/autopolinizacién etc.). Cualquiera de las plantas transgénicas descritas en
el presente documento puede ser homocigota o hemicigota para el transgén.

A continuacion se presentan ejemplos especificos de procedimientos para obtener genes deg, asi como
procedimientos para introducir el gen Diana en un citrico para producir transformantes de la planta. Ejemplos
relacionados con genes deg que ya no estan cubiertos por las reivindicaciones se presentan con fines ilustrativos

Ejemplo 1
Identificacion de los genes deg de citricos

En plantas de naranjo dulce se inoculd mediante infiltracion una suspension bacteriana de 10° UFC/ml de
Xanthomonas axonopodis pv citri, agente causal del chancro de los citricos. En un experimento paralelo, se inoculé
en hojas de la misma variedad una suspensién bacteriana de 102 UFC/ml de Xanthomonas axonopodis pv
aurantifolii conocida por provocar un HR en plantas de naranjo dulce. Se construy6 un total de cuatro bibliotecas de
ADNC de tejido de la hoja a las 0, 12, 24 y 48 horas de la exposicion a dichas cepas bacterianas. Se produjo un total
de 3.000 secuencias para cada biblioteca y los grupos se montaron usando el software CAP3 (Huang, X. and
Madan, A. (1999) CAP3: A DNA sequence assembly program. Genome Res., 9, 868-877). La supuesta identidad de
cada secuencia grupo se determind mediante comparacion con bases de datos publicas usando el algoritmo BLAST
(Altschul y col., 1997, Nucleic Acid Res. 25:3389-3402).

La expresion diferencial se determiné calculando la abundancia relativa de EST de un grupo concreto en cada una
de las bibliotecas construidas (Steckel y Falciani, 2000, Genome Research 10:2055-2061). La probabilidad de que
esta expresion diferencial no se deba a un evento aleatorio se confirmé mediante pruebas estadisticas (Steckel y
Falciani, 2000, Genome Research 10:2055-2061).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2434742 T3

La comparacién de los perfiles de expresién de un gran niumero de genes identificados en este estudio indic6é que,
en condiciones de resistencia a enfermedad (HR) varios genes exhibian niveles de expresion significativamente mas
altos en comparacién con el tejido enfermo (Figura 1). Entre ellos se escogié un total de 13 genes (SEC ID N© 1-13)
como posibles candidatos para conferir resistencia a la enfermedad en plantas citricas (Figura 2).

Ejemplo 2
Construccion del vector

El ORF (marco de lectura abierto) de cada gen candidato (SEC ID N? 1-13) se amplific6 mediante PCR usando
cebadores especificos para el extremo 5’ y el extremo 3’ de cada gen. La secuencia de cada cebador se modificé de
modo que incluyera las secuencias especificas requeridas por el sistema de clonacion GATEWAY" (Invitrogen). Los
productos de la amplificacion se clonaron primero en el vector pENTR/TEV/D-TOPO® (Invitrogen) mediante
recombinacion y su secuencia se confirm6 mediante repeticion de la secuenciacion de todo el inserto. Después de
confirmar la secuencia, los genes candidatos se transfirieron al plasmido pAH35GW mediante recombinacién, lo que
tuvo como resultado la construccion genérica pr35S(2x)-CaMV::ahas::35SpolyA | pr35S-CaMV::deg::NOSpolyA
(Figura 3). La secuencia de las construcciones resultantes se confirmé mediante repeticién de la secuenciaciéon de
toda la region de TADN. Los vectores completamente validados se usaron para transformar los citricos.

Ejemplo 3
Transformacion de citricos

Semillas de plantas de naranjo dulce cv. Pineapple se germinaron en ausencia de luz durante 30 dias. Los
epicotiledones de la plantula etiolada se cortaron e infectaron con Agrobacterium tumefasciens portador de cada uno
de los genes candidatos (SEC ID N¢ 1-13) en una construccién. Aproximadamente 40 dias después de la
transformacion, las plantas regeneradas se individualizaron y se injertaron por arriba en plantulas de rizoma. Las
plantas injertadas permanecieron en condiciones de laboratorio durante aproximadamente 2 meses, tras lo cual se
transfirieron a condiciones de invernadero. Antes de iniciar el periodo de aclimatacién, se volvi6 a injertar las plantas
sobre plantas de rizomas bien desarrolladas cultivadas en condiciones de invernadero. Se dejé que la aclimatacién y
el desarrollo del vastago durara 70 dias, periodo tras el cual se transfirieron a bloques de plantas madre.

Ejemplo 4

Resistencia potenciada a la enfermedad en plantas citricas portadoras de las construcciones pr35S-
CaMV::deg::NOSpolyA

Para evaluar el efecto del incremento de la expresion de genes deg en plantas de citricos transgénicas se
desprendié un total de 5 hojas de cada uno de los 25 eventos transgénicos independientes para cada una de las
construcciones transformadas en plantas de citricos y 3 plantas silvestres no transgénicas de la variedad de naranjo
dulce "Pineapple". En resumen, cada hoja se perfor6 6 veces usando una aguja y cada agujero se puso
inmediatamente en contacto con 5 ml de una suspensién bacteriana de 10® UFC/ml. Las hojas inoculadas se
incubaron en camaras de humedad individuales y se evaluaron a diario durante 15 dias. Las lesiones de chancro se
puntuaron usando una escala de diagrama de propiedad exclusiva (Figura 4). El andlisis de la varianza (ANOVA) y la
prueba de Dunnet para la comparacién media de todas las determinaciones se realizaron con el paquete de software
R versién 2.6.2.

Durante el curso de los experimentos, varios eventos pr35S-CaMV::deg::NOSpoylA exhibieron un menor desarrollo
de chancro en comparacion con las hojas control. Tras 15 dias de incubacion, los resultados indicaron que algunos
de los eventos transgénicos exhibian una reduccién significativa de la gravedad de los sintomas de chancro en
comparacién con las plantas control (Figura 5). En conjunto, la sobreexpresion de los genes deg parece causar
varios grados de cambios en el sistema de defensa de la planta que conducen a un incremento de la resistencia a la
enfermedad.

Ejemplo 5

Tasa de crecimiento diferencial de la bacteria del chancro de los citricos en plantas citricas portadoras de
las construcciones pr35S-CaMV::deg::NospolyA

Con el fin de determinar el efecto directo de la expresion de genes deg en plantas de citricos transgénicas sobre el
crecimiento de poblaciones bacterianas se desprendié un total de 3 hojas de los mejores eventos transgénicos
identificados mediante el ensayo in Vitro descrito en lo que antecede y de 3 plantas silvestres no transgénicas de la
variedad de naranjo dulce "Pineapple". En resumen, cada hoja se perforé 6 veces usando una aguja y cada agujero
se puso inmediatamente en contacto con 5 ml de una suspensién bacteriana de 105 UFC/ml. Las hojas inoculadas
se incubaron en camaras de humedad individuales y se evaluaron a 0 y 5 dias tras la inoculacién. Para cada
evaluacion se cortaron 3 discos de hojas de aproxmadamente 1 cm? directamente de 3 sitios de inoculacion. Cada
disco individual se moli6 en nitrégeno liquido y se us6 para la extraccion de ADN total usando el kit Wizard®

Genomic DNA Purification Kit (Promega). El ADN de cada extraccion individual se usé para enumerar las bacterias
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usando PCRc (Cubero & Graham, 2005, Phytopathology 95: 1333-1340). La tasa de crecimiento bacteriano se
calculé comparando las poblaciones bacterianas a los 0 y 5 fias de la inoculacién. El analisis de la varianza
(ANOVA) vy la prueba de Dunnet para la comparacién media de todas las determinaciones se realizaron con el
paquete de software R versién 2.6.2.

Los resultados indicaron una reduccion significativa de la tasa de crecimiento de la bacteria del chancro de los
citricos cuando los genes deg se sobreexpresaron en tejido citrico (Figura 6). Estos resultados también confirmaron
las observaciones realizadas para los mismos eventos sobre la reduccién significativa de la gravedad de la
enfermedad (Figuras 5y 6).

Ejemplo 6

Niveles de expresion de transgenes en determinados eventos portadores de las construcciones pr35S-
CaMV::deg::NOSpolyA

Con el fin de examinar la correlacién entre el nivel de expresion de los transgenes y la respuesta de diferentes
eventos al patdgeno del chancro de los citricos se selecciond un grupo de eventos transgénicos para cuantificar los
niveles de transcritos usando RT-PCRc. En resumen, se extrajo el ARN total de hojas de citrico joven usando el SV
Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc de la
primera hebra se gener6 mediante transcripcién inversa de 1 pug de ARN total por muestra con el cebador Oligo-dT
usando el sistema ImProm-II™ Reverse Transcriptase System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en un volumen de reaccion final de 20 pl. Para la RT-PCR se afadieron 5 pul del ADNc a 12,5 pul de
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
para alcanzar un volumen de reaccion final de 25 pul. La RT-PCR se realizd usando un sistema ABI PRISM® 7000
System (Applied Biosystems). El protocolo de la PCR consistié en: Inicio en 1 ciclo a 50 °C durante 2 minutos y 1
ciclo a 95 °C durante 10 minutos, seguido de amplificacién durante 45 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y a 60 °C
durante 1 minuto. Los datos de CT se recogieron mediante ABlI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). En cada muestra de hoja se analiz6 cada gen un minimo de dos veces distintas.

Los resultados indicaron una variacién significativa del nivel de expresion de los transgenes entre los eventos
seleccionados. No obstante, se observd una correlacion significativa entre el nivel de expresiéon de un transgén dado
(Figura 7) y la capacidad del correspondiente evento para limitar la tasa de crecimiento de la bacteria (Figura 6) que,
en consecuencia, reducia a gravedad de las lesiones de chancro (Figura 5).
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Cys

Gln

Met
Ala
Thr
45

Gly

Gly

Tyr

Thr Tyr

Asn
125

Ala
Glu
30

His
Tyr

His

Gly

110

Ile Ala
15

Thr Ser
Glu Ile
Gly Gly
Gly Gly
80

Cys Cys
95

Ala Gly



atgggtacga
aggtctgctt
acatgeccete
aagaacactg
gatgcttcac
agctttggta
tgccctggtg
gcgettggag
gcagagatac
aggtttgcag
gttggcagaa
ctgaaccctg
aaggectgttc
tataggaaca
aagaggacaa
ttttcaagag

atcagaaagg

<210> 15
<211> 335
<212> PRT

aagctgtett
tggcagaaaa
aggccgagga
cattttcetyg
tgottetgga
tgaggaactt
ttgtttectg
gceccttacat
ttgagcagta
ccattggecat
ctcattgtgt
accacgttcc
agtatgtgag
tattggacag
gaccttatgt
ccattactat

tttgcaatct

<213> Citrus sinensis

<400> 15

Met Gly Thr Lys Ala val Phe Leu Leu Leu Ala Leu Leu Ser Phe Ser

Ala Val Ser Leu Arg Ser Ala Leu Ala Glu Asn Glu Glu Asp Pro Gly

Leu Val Met Asn Phe Tyr Lys Asp Thr Cys Pro Gln Ala Glu Asp Ile

is

5

20

ES 2434742 T3

cttgetteta
tgaagaggac
cattatcaag
gcttagaaac
ctcgacaaga
caggtacatt
tgctgatatt
tcctctcaag
tctecccagat
tgacgcecect
gaagctggtg
gcatatgcte
gaatgaccgt
caagggcttg
taagaagatg
cctrtctgag

tgccaacaag

40

gctttgettt
ccaggtcteg
gaacaagtta
attttccatg
aagaccttgt
gagaacatca
cttgtcetgt
acaggaagaa
cacaatgaca
ggacttgttg
caccgtctgt
cataagtgte
ggcacaccca
atgatggttg
gccaagagtce
aacaacccte

ctccacgaca

10

25

16

ccttetcage
ttatgaattt
agcttctgta
actgtgctgt
ctgagaagga
aagaagctgt
ccggtagaga
gagatggtag
gcatgtctgt
ctctgctagg
acccagaagt
ctgatgcaat
tggtgctgga
atcatcagct
aagactactt
tcaccggtac

agtcctag

45

tgtgtctctg
ttacaaggat
caagcgccac
ccagtcttgt
aatggacagyg
tgaaagagag
tggcgttgtt
aaaaagcaga
tgttcetgag
atctcacagt
tgaccctgca
cccagacecee
caacaactac
agccaccgac
cttcaaggaa

aaagggtgag

1s

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1008



Ile

Phe

65

Asp

Glu

Ile

Asp

Pro

145

Ala

val

val

His
225

Lys

val

Lya

Ile
305

Ile
321

Lys

S0

Ser

Ala

Met

Lys

Ile

130

Glu

Val

Ala

Val

210

val

Ala

Asn

Asp

Met

290

Arg

<210> 3
<211> 267
<212> ADN
<213> Citrus sinensis

Glu Gln Val

Trp

Ser

Asp

Glu

115

Ile

Ile

Leu

195

His

Pro

val

Asn

His

275

Ile

Lys

Leu

Leu

Arg

100

Ala

val

Pro

Leu

Glu

180

Arg

His

Gln

Tyr

260

Gln

Lys

Leu

val

Arg
Leu
8s

Ser

val

Leu
Glu
165

Arg

Gly

Met

245

Ser

Ser

Cys

Lys

Asn

70

Phe

Glu

Ser

Lys

150

Gln

Phe

Ser

Leu
230

val

Arg

Ala

Gln

Glu

310

Asn
32¢

55

Ile

Asp

Gly

Arg

Gly
135

Ala

His

Pro

215

His

Arg

Asn

Asp
295

Asn

ES 2434742 T3

Leu

Phe

Ser

Met

Glu

120

Arg

Gly

Ala

Ser

200

Glu

Lys

Asn

Ile

Asp

280

Aan

Ala

Tyr

His

Arg
105

Cys

Asp

Arg

Pro

Ile

185

val

val

Cys

Asp

Leu

265

Lys

Phe

Pro

Lys

Asp

Arg

90

Asn

Pro

Gly

Arg

Asp

170

Gly

Gly

Asp

Arg
250
Asp

Arg

Phe

Lya

17

Arg

75

Lys

Phe

Gly

val

Asp

155

His

Ile

Arg

Pro

Asp

23S

Gly

Ser

Lys

315

Leu
EED

His
60

3 Ala

Arg

val

val

140

Gly

Asn

Asp

Thr

Ala

220

Ala

Lys
Arg
Glu
300

Gly

His

Lys

val

Tyr

val

125

Ala

Arg

Asp

Ala

His

205

Ile

Pro

Gly

Pro

285

Phe

Asp

Asn

Gin

Ser

Ile

110

Ser

Lys

Ser

Pro
190

Cys

Asn

Pro

Met

Leu

270

Ser

Lys

Lys

Ser
Glu
95

Glu

Cys

Gly

Ser

Met

17s

Gly

val

Pro

Asp

val

255

Met

val

Arg

Gly

Ser
335

Ala

Cys

80

Lys

Asn

Ala

Gly

Arg

l60

Ser

Leu

Lys

Asp

Pro

240

Leu

Met

Lys

Ala

Glu
320



10

15

<400> 3

atgaagctgg ccttagttac

gaggtctcaa tggctggttc

gcaggaaggg aagacaggtg

gttccatctg ggacttacgg

tccaagggca aacctaagtg

<210> 16

<211> 88

<212> PRT

<213> Citrus sinensis

<400> 16
Met Lys Leu Ala

Ser Thr Phe Phe
20

Lys Cys Ala val
35

Lys Tyr Cys Gly
50

Thr Tyr Gly His
65

Ser Lys Gly Lys
81

<210> 4

<211> 1080

<212> ADN

<213> Citrus sinensis

<400> 4

Glu

Arg

Ile

Lys

Pro
85

ES 2434742 T3

gttccttectec gtttcgecttg tcctcaccte cactttcttt 60

agatttctgc gactcaaagt gtgcggtgag gtgctcaaaa 120

cctgaagtac tgtggaattt gctgtgacaa gtgccattgt 180

gcacaaggac gagtgccctt gctacaggga cctcaagaac 240

tccttaa

val Thr

val Ser

Cys Ser

Cys Cys
S5

Asp Glu
70

Lys Cys

Phe Leu Leu

Met Ala Gly

Lys Ala Gly

40

Asp Lys Cys

Cys Pro Cys

Pro
88

25

-

10

18

val Ser

Ser Asp

Axrg Glu

His Cys

60

Tyr Arg
75

Leu Val
Phe Cys
30

Asp Arg
45

val Pro

Asp Leu

267

Leu Thr
1s

ASp Ser
Cys Leu

Ser Gly

Lys Asn
80



atggactcag
gtggatccat
atggaacttg
cattttccta
gtaactatgg
acagcagaaa
gaaagtgata
gttaatggag
aaggaggagt
gaggatacgc

agggaaattg

gctggtttgt
tatgatcgga
ccacctttta
caattcagtc
gttatgagcc
caatggccaa
ttccaggttce
<210>5

<211>1014
<212> ADN

catcgtcage
ttttggttga
atattcagag
cttcttatct
ttcaggaaaa
gcaaatatcce
agcttgaaaa
caaatgaaac
atgatcgagc
ttactcaggt

tcaggaacte

ctcgagttgc
gttatgaaag
atatgcagaa
agatcccaag
cttattgtgc
gtgctgcaat

cattctgeca

<213> Citrus sinensis

<400>5

ES 2434742 T3

aacagctgcet
ggctetecag
gtttttgcaa
ccgactggcet
tggcatagaa
tgctgteegt
gattaaaatt
tgggacgaaa
acgtgcccecge
ctctacagat

cattactgat

cattttcaga
gtatgtcagg
agttcaactt
gactcaagct
agtgggaccyg
gatgtatgct

gcaacctctg

gctgcaattt
aatcctegte
aatcctgatce
gcacaccgtyg
gggctgggta
ttatctgaga
gccatcagge
cgaagtcctyg
atctttagtg
atgaaaaata

gcagaaaaga

gacagggaga
agccttccaa
ccatttatgce
tcecetcagtet
aatcagacat
cattcgtatg

agctttgatt

19

ttaatgagag
atcgtctcac
agcagcattt
tttctcaaca
acaggatttt
ttcctgetaa
gtaggcccaa
ttagaagtgt
gtcctagcag
ttggctttaa

ttattagtat

aggatcgtac
ctaatcaagg
agtacgatac
tcaggectcee
ctgtggaagc
agcagtttag

actctcaaaa

agagtcaatyg
cattctgegt
cgagttccaa
ttatgggcta
ggtgaggaaa
gcagtcggaa
tgctggatgt
ggaagagagg
tcctaactca
ccgagatgag

cagagacggt

tgatccagat
ctttagcttg
tggttttecece
gtcaagccca
tgcatatatg
acaagctgct

ccactcatag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ES 2434742 T3

atgggcaatt cggagaaaga ttcgacgtecg aagtcaatta acgagacqggt gaacgggtec 60
caccagttca cggtaaaagg ttactccctg gcgaagggaa tgggccctgg caagtgctta 120
tcgagcgacg tttttaccgt gggcggttac gattgggcga tttactttta ccccgacgge 180
aagaacccgg aagatggggc tttgtatgtt tcggtgttta ttgecgttgge gagtgaagga 240
acggacgtga gggcgetgtt tgagttaact ttggttgace aa#gtgggaa aggaaagcat 300
aaagttcata gtcattttga tcgagcgtta gagagtggcc cgtacacctt gaagtatcgt 360
ggaagcatgt ggggctataa gcegettcttt aaaagaacat ctctggagac ttctgattat 420
attaaggatg attgtcttet catcaactge actgttggag ttgttagaaa ccgecttgag 480
ggaccaaaac agtattccat accagtgcca ccgtcagaca tgggccaggg tcttaaggat 540
ttgctagagt ctgaaattgg atgtgacata gtttttgagg ttggtgatga aacatttaaa 600
gctcataaac tgatacttgc tgctcecgetct cctgttttca gageccaatt ctatgggett 660
gttggagatc gtaacttgga taaagtagtt gtgaaggatg ttgaaccctc aatcttcaag 720
gcaatgctce tgtttatata caccgataaa tttcecctgatg tatatgaaat tactggcaca 780
acatcaatgt gcacaacaac caacatggta cagcatctac tggctgcagc tgatctttat 840
aatgtagatc gattgaaatt gttgtgtgaa tcaaaattat gtgaagaact aaatgctgag 900
acagtggcca caacactcgc actggcagaa caacatcagt gtccccaget taaggctatc 960
tgcttgaagt ttgctgcaac tccggcgaat ttgggaggtg cgtgttgttc gtag 1014

<210> 17

<211> 337

<212> PRT

<213> Citrus sinensis

<400> 17

20



Met

val

Gly

Gly

Asp

65

Thr

Lys

Gly

Phe

Cys

145

Gly

Gly

Glu

Asn
225
Ala

Ile

Cys

Thr
308

Ser

Gly

Asn

Met

Tyx
50

Gly
Asp
Gly
Pro
Phe
130
Pro
Leu
val
Ser
210
Leu
Met
Thr
Leu
Glu
290

Leu

Leu

Asn
Gly
Gly
35

Asp
Ala
val
Lys
Tyr
115
Lys
Leu
Lys
Lys
Gly
195

Pro

Asp

Gly
Ala
275

Ser

Lys

ser
Ser
20

Pro

Tzp

Leu

Arg

His

100

Axg

Ile

Gln

Asp

180

Asp

Val

Lys

Leu

260

Ala

Lys

Leu

Phe

Glu

His

Gly

Ala
85
Lys

Leu

Asn

Tyr

165

Glu

Phe

val

Phe

245

Ala

Ala

Ala
325

Lys

Gln

Lys

Ile

val

70

Leu

val

Lys

Ser

Cys

150

Ser

Thr

Arg

val

230

Ile

Ser

Asp

Cys

Glu

310

Ala

Asp

Phe

cys

Tyr

S5

Ser

Phe

His

TYT

Leu

13§

Thr

Ile

Glu

Phe

Ala

21s

val

Met
Leu
Glu
295

Gln

Thr

ES 2434742 T3

Ser

Thr

Leu

40

Phe

val

Glu

Ser

Arg

120

Glu

val

Pro

Ser

Lys

200

Gln

Lys

Thr

Cys

Tyr

280

Glu

His

Pro

Thr
val
25

Ser

Tyr

Phe

Leu

His

105

Gly

Gly

val

Glu

185

Ala

Phe

Asp

Asp

Thy

265

Asn

Leu

Gln

Ala

‘Ser

10

Lys

Ser

Pro

Ile

90

Phe

Ser

Ser

val

Pro

170

Ile

His

Tyr

val

Lys

250

Val

Asn

Cys

Asn
330

21

Lys

Gly

Asp

Asp

Ala

75

Asp

Met

Asp

vVal

155

Pro

Gly

Lys

Gly

Glu

235

Phe

Asp
Ala
Pro

31s

Leu

Ser

val

Gly

Leu

val

Arg

Trp

140

Arg

Ser

Cys

Leu
220

Pro

Arg
Glu
300

Gln

Gly

Ile

Ser

Phe

45

Lys

Ala

Asp

Ala

Gly

125

Ile

Asn

Asp

Asp

Ile

20s

val

Ser

Asp

Met

Leu
28S

Gly

Asn
Leu
3o

Thr

Ser

Gln

Leu
110

TYr

Lys

Arg

Met

Ile

1%0

Leu

Gly

Ile

val

val

270

Lys

val

Lys

Ala

Glu

15

val

Pro

Glu

Ser

85

Glu

Lys

Asp

Gly

175

val

Ala

Asp

Phe

255

Gln

Leu

Ala

Ala

Cys
335

Thr

Lys

Gly

Glu

Gly

80

Cly

Ser

Arg

Asp

Glu

160

Gln

Phe

Ala

Arg

Lys

240

Glu

His

Thr

Ile
320

Cys



10

<210>6
<211> 1029
<212> ADN

<213> Citrus sinensis

<400> 6
atgaaaatgg

ttaacccgcc
caactcctte
gttgcgtget
ccgagttate
gtacccgggt
cttgtggtga
tacgatttegq
ttegggtgtg
aacgcgctga
cagttgagtc
attagcgggt
ttcggatccyg
tccaacgttg
gtacgggccyg
taccaaggag
ttggagaaaa

gagatctaa

<210> 18
<211> 342
<212> PRT

aatcttccga
tcecttacee
aaagccaaga
tagttcaage
gactcagcgt
atccaaatgg
tgggcgggty
ggatgcggag
gatctgcgga
ggacggggtyg
aagagcgaga
ataacaccga
gtcaatggaa
gggtgggcaa
ggttatgcgg
ctccaagtgg

tcaatgtgcc

<213> Citrus sinensis

<400> 18

ES 2434742 T3

gttaataccg
cacccatege
cttttactae
tgaaaaagaa
gttcgaccgg
gttgccgete
ggacecggat
gtggcggaaa
gggtcgggte
ggtctatgat
cgaatgtgag
gaatcaaggg
gcgggtggaa
agatgggagg
ggtagcgttg
gttttatctg

cgatgaattt

Met Lys Met Glu Ser Ser Glu Leu

S

Ser Leu Glu Cys Leu Thr Arg Leu

20

Ser Ala val Cys Arg Arg Trp Arg

35

40

Tyr Tyr Gln Arg Lys Asn Ser Gly

S0

55

agtctccctg
ctcgecctecg
caaagaaaaa
tcagacggtg
gtcggtgcgg
ttttgtcagt
agttacaacc
gggaaggatt
tatgttgcgyg
ttgaggcggy
ggggtggtga
gcttecgatg
gggatttggg
atatttagtt
ggcgatcggg
gcggaaattg

tctgggtetg

aagagctcag
ctgtctgecg
attctgggca
gcaaaaaacc
tatgggacag
tggcgggttg
cggtcaccga
tgccggcgaa
gcgggcacga
acgagtggag
taggggatga
gaagcgccga
aggctggtcg
ggtccgaget
ttctggtcac

gggaagggca

ttcaatctgg

cctcgagtge
gcgttggege
cacccacaaa
aggcgagtea
gattgacccg
caagggcaag
cgttttcgtg
gatgtcgttt
tcagaataag
tgagttgact
gttttgggta
cgcttacggg
gtgcccgaga
agactcegtt
cgggtcggag
aaaggtgaaa

ttgetgegte

Ile Pro Ser Leu Pro Glu Glu Leu

10

15

Pro Tyr Ser Thr His Arg Leu Ala
30

25

Gln Leu Leu Gln Ser Gln Asp Phe

45

His Thr His Lys val Ala Cys Leu

22

60

60
12¢
180
240
300
360
420
480
540
600
666
720
780
840
900
960
1020

1029



val Gln
65

Pro Ser
Arg Ile
Gln Leu
Pro Asp

130

Met Arg
145

Phe Gly

Asp Gln

Cys Glu
210

Asn Thr
228

Phe Gly

Arg Cys

Ser Trp

Ala Leu
290

Pro Ser
305

Leu Glu

Gly Cys

<210>7
<211> 690
<212> AND

Ala

Asp

Ala

115

Ser

Arg

Cys

Agn

Glu

195

Gly

Glu

Ser

Pro

Ser

275

Gly

Gly

Lys

Cys

Glu

Pro
100

Gly

Tyr

Gly
Lys
180

Trp

val

Gly

Arg

260

Glu

Asp

Phe

Ile

val
340

<213> Citrus sinensis

<400> 7

Lys
Leu
85

val

Cys

Asn

Arg

Ser

165

Asn

Ser

val

Gln

Gln

245

Ser

Argq

Asn
325

Glu

Glu

70

Ser

Pro

Lys

Pro

Lys

150

Ala

Ala

Glu

Ile

Gly
230

Asp

val

Jlo

val

Ile

Ser

val

Gly

Gly

Vval

135

Gly

Glu

Leu
Gly
215
Ala
Lys
val
Ser
Leu
295

Ala

Pro

ES 2434742 T3

Asp

Phe

Tyr

Lys

120

Thr

Lys

Gly

Arg

Thr

200

Asp

Fhe

Arg

Gly

val

280

val

Glu

Asp

Gly

Asp

Pro

105

Asp

Asp

Arg

185

Gln

Glu

Asp

val

val

265

val

Ile

Glu

Gly
Arg
90

Asn
val
val
Leu
val
170
Gly
Leu
Phe
Gly
Glu
250
Gly
Arg
Gly

Gly

Phe
330

23

Lys
75

val

Gly’

val

Phe

Pro
155

Tyr

Trp

Ser

Trp

Ser

235

Gly

Lys

Ala

Ser

Glu

31s

Ser

Lys

Gly

Leu

Met

val

140

Ala

val

val

Gln

val

220

Ala

Ile

Asp

Gly

Glu

300

Gly

Gly

Pro

Ala

Pro

Gly
125

Tyr

Lys

Ala

Glu
205
Ile

Asp

Gly

Leu
285

Tyr

Gln

Phe

Gly

val

110

Gly

Asp

Met

Gly

Asp

190

Arg

Ser

Glu

Arg

270

Gln

Lys

val

Glu

Trp
95

Phe

Trp

Phe

Ser

Gly

175

Leu

Asp

Gly

Ala
255
Ile
Gly
Gly

val

Gln
33s

Ser
80
Asp
Cys
Asp
Gly
Phe
160
His
Arg
Glu
Tyr
Gly’
240
Gly
Phe
Val
Ala
Lys

320

Ser



ES 2434742 T3

atgttgggag tgttcagcag cgcgatcgtt tcacctccag aggagctggt ggcggccgga 60
agccggactce cgtcgccgaa gaccacatcg acggcactgg tcgacegttt cctccaggee 120
aactcgtcetg ctgtgtecegt acaggtcggg gacaacgtca ccctcgcgta cactcatcag 180
aacgagtctc ctttacggca aagatcattt gctgtgaaag atgagatctt ctgettgttt 240
gagggagcac ttgataactt gggaagcctg aggcagcaat atggactagc taagtcggeca 300
aatgaagtga tcttggtgat tgaggcatac aaggctctge gtgatcggge cccttaccca 360
ccgaaccatg tcgttggeca ccttagtggqgg tactttgect tcattgtcta cgacaagtcce 420
acctccaccet tgtttgtggce ttctgaccaa tttggtaagg ttectcttta ttggggaatc 480
actgctgatg gacatgttge ctttgctgat gatgctgact tgectcaaagg tgcttgcgge 540
aagtcacttg cttctttcce tcaaggttgt ttcttctcaa cagcagttgg aggactgaga 600
agctttgaga atccaaagaa caagatcact gcagttcctg ctgcggaaga agagatctgg 660
ggtgctacat ttaaggtaat gtcatcttga 690
<210> 19

<211> 230

<212> PRT

<213> Citrus sinensis

<400> 19

24



Met Leu Gly

val Ala Ala

Leu Val Asp

Ala Lys Ser
Leu Axrg Asp
115

Ser Gly Tyr
130

Phe Val Ala
145

Thr Ala Asp
Gly Ala Cys
Ser Thr Ala

195

Ile Thr Ala

210

Lys Val Met
22s

<210>8
<211> 486
<212> ADN

val
Gly
20

Axg
Asn
Arg
Leu
Ala
100
Arg
Phe
Ser
Gly
Gly
180

val

Val

Ser

<213> Citrus sinensis

<400> 8

Phe Ser

Ser Arg

Phe Leu

val Thr

Ser Phe

70
Asp Asn
8s
Asn Glu
Ala Pro
Ala Phe
Asp Gln
150
His val
165
Lys Ser

Gly Gly

Pro Ala

229

Ser

Thr

Gln

Leu

SS

Ala

Leu

Val

Tyr

Ile

135

Phe

Ala

Leu

Leu

Ala

215

ES 2434742 T3

Ala

Pro

Ala

40

Ala

Val

Gly

Ile

Pro

120

val

Gly

Phe

Arg
200

Glu

Ile
Ser
25

Asn

Lys

Ser

Leu

105

Pro

Lys
Ala
Ser
185

Ser

Glu

val
10
Pro

Ser

Asp

Leu

90

val

Asn

Asp

val

Asp

170

Phe

Phe

Glu

Ser

Lys

Ser

His

Glu

75

Arg

Ile

His

Lys

Pro

155

Asp

Pro

Glu

Ile

25

Pro

Thr

Ala

Gln

60

Ile

Gln

Glu

val

Ser

140

Leu

Ala

Gln

Asn

Trp

220

Pro

val
45

Asn
Phe
Gln
Ala
val

125

Thr

Asp
Gly
Pro

205

Gly

Glu

Ser

Ser

Glu

Cys

Tyr

Tyr

110

Gly

Ser

Trp

Leu

Cys
130

Lys

Ala

Glu

Thr

val

Ser

Leu

Gly

95

Lys

His

Gly
Leu
178
Phe

Asn

Thr

Leu

Ala

Gln

Pro

Phe

80

Leu

Ala

Leu

Ile

160

Lys

Phe

Lys

Fhe



10

atgaaccgct
tcaatgattt
attagacatt
ctggatttaa
tegtcgeecac
gatgcccaat
tcgeggatgg
agaattgaag
gcttaa

<210> 20
<211> 161
<212> PRT

gecgccgttat
gcecctaagece
tgaaaaggcc
ttctcaccaa
cttatttctce
tecggcaatga
gaggcggcegyg

ggtttgattg

<213> Citrus sinensis

<400> 20

Met Asn Arg Cys

Arg Arg

Ile Asn

Glu
50

Ser

Leu Thr

65

Ser Ser

Pro Leu

Thr Ala

Met

Pro

s

Phe

Lys

Pro

Ile

Ala

Ala
s
Gly Ser
20

Pro Ile

Gly Asp

Gly Gly

Pro

Tyr
85

Gln
100

Asp

Pro Pro

115

val Arg

130

Phe
145

Asp

Ala =

<210> 21
<211> 304
<212> PRT

val

Cys

Lys Phe

Leu Ser

<213> Citrus sinensis

<400> 21

ES 2434742 T3

gggattggga
aaggagatta
agctagtgag
gggaggctac
cggatctcca
gaagtcagcee
atgcgtgagy

tctcagccga

val

Met Ile

Asn Asp

40
Ser Lys
55

Tyr
70

Gly
Phe Ser
Ala Gln
Ser Pro

His
135

Gly

Arg Asp

150

Met Gly Leu

Cys

Ser

Ala

Thr

Gly

Phe

Ser

120

Lys

Arg

ggaggetgtyg
ggcctcataa
tttggagatt
ggtacagaaa
ccatcgaggg
ccgetcactg
gtgaaattcyg

gatcgccgceca

Gly
10

Pro
25

Lys
Ile Arg
Gly Thr

Glu Lys

Gly

Pro

His

Glu

Thr

atgaagagag
atcctccgat
caaaagctgg
agactggcaa
cttcaaatcce
cagcaccgce
ggcacaagce

attgcagcat

Gly Cys

Arg Arg

Lys
45

Leu
60

Gly Asn

75

Ser Pro

90
Gly Asn
108

Pro

Glu

Ser Arg

Lys Ser

Ser Arg Met Gly Gly

125

Pro Ala Ala val Arg

140

Arg Asn Cys Ser Ile
155

26

gaggatgggt
taacgattec
gactgaactt
ccaagtggcyg
tctaatacag
atctccgtee
tgctgcggtyg

ctctgectgtg

Glu
15

Asp

Leu
30

Gly

Arg Pro

Asp Leu

Gln val

80

Ser
s

Ala

Ala
110

Pro

Gly Gly Cys

Ile Glu Gly

Ser Ala val

160

Glu

Leu

Ala

Ile

Ala

Asn

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

486



Met

Lys

His
65

Gly

val
145
Gly

His

Met
Lys
225

Phe

Glu

Tyr

Thr
Lys
val
Glu
SO

Ile
Lys
Asn
Glu
Glu

130

Leu

Lys
Glu
Ser
210
Thr

His

Asp

Tyr

290

<210>9

<211> 762

Ile
val
Pro
3s

Gly
Asn
Leu
Asp
His
115
Asp

Asn

Thr

195

Trp

Thr

Ala

val

Ser
275

Leu

<212> ADN
<213> Citrus sinensis

<400>9

Leu
Pro
20

Gln

Glu

Gln

Vval
100
Leu
Trp
Leu
Phe
Phe
180
Gly

Gly

Leu

Glu
260

Lys

Ser

Ile

Ile

Arg

Thr

Arg

a8s

val

Leu

Leu

Pro

Pro

16S

Lys

val

His

Pro

His

245

Asn

Ser

Leu

Asp

Asp

Gln

70

val

Asp

Gln

His

Ser

150

val

Glu

Tyr

Asp

Ser

230

Lys

Leu

Lys

Ile

Gln

Glu

Ser

Glu

Ss

Asp

Glu

Glu

Leu
135
Phe
Gly
Asn
Ser
Agp
215
Ala

Ser

Lys

val

Glu
29§

Pro

Lys

Phe

40

Gly

Phe

Met

Ser

Ala

120

Thr

Gly

Cys

Pro

Glu

200

Ala

Glu

Trp

Arg
280

Lys

ES 2434742 T3

His Phe
10

Glu Leu
28

Gly His

val Glu

Val Lys

Ser 1Ile
90

Asp Pro
105

Glu Ala

Gly Leu

Gly Leu

Ala Phe
170

Asp Tyr
188

Gly Cys

Met Tyr

Ala Tyr
250

Leu Gln
265

Gly
Ser
Thr
Asn
Lys
75

Trp
Asp
Ile
Ile
Pro
155
Asp
Sex
Gly
Leu
Ile
235

Lys

Ile

val

Leu

Phe

Phe

60

Met

Glu

Leu

Arg

His

140

Gln

Glu

Asn

Leu

val

220

Ile

Asn

Phe

Ile Asp Val Glu

Tyr Phe Leu Ala

27

3oo

Glu

Asp

Arg

45

Tyr

Arg

Cys

Asp

Lys

125

Asp

Trp

Ser

Pro

Asp

205

Ala

Arg

Leu

Ser

val

Gly

Asp

Arg

Glu

Cys

Glu

110

Asp

Leu

Ala

Ile

Ala

190

Asn

Asn

Met

Lys
270

Gln
15

Gly
Tyr
Ile
Glu
Glu

95

Pro

Gly

val

val

175

Phe

Val

Glu

His

Asn
255

Glu

Phe

Asp

Asn

Tyr

80

Leu

Gln

Pro

Lys

val

160

His

Asn

Met

Asn

Ser

240

Glu

Asp

Lys Val Lys Pro

285

Lys Leu Lys Trp

304



atgtgtggcyg
aaattgacct
gactacaatg
gattcaagca
aagaacgtgt
gacccttaca
agagcttatg
cagccgeege
ttgactcage
gtggggtteg
ctgagccagce
ccgagtggaa
gcggegacte
<210> 22

<211> 253
<212> PRT

gtgcacttat
ccgaggatct
gcaaatccca
ataaagctgce
acagaggaat
agggegtcecyg
atgaagccgce
cgccaatage
cgagatttga
ggtatcagaa
aaatttcgag
acggtgctgg

agcagctgaa

<213> Citrus sinensis

<400> 22

ES 2434742 T3

tgctgattat
ctggtccgag
ccctaagceaa
tegtgttgag
acggcagagg
cgtttggctc
caagcgtate
tcecacccceeca
aaccatcgga
tgagttttat
cttggaatcg
tgggtatgac

cagcaatcag

gatgaagtce
tttggttcca
cctctcaaag
gggaaggaga
ccgtggggaa
ggcactttca
cgcggcgaca
gctaagaaac
acecccaccgg
caacccaggg
tttttgggat
tcggtggact

ttcttgtgtt

ggccggtcag
tttcegacet
tgaaaaatga
agaagactca
aatgggcagc
acacagccga
aggccaagct
gctgcatgcece
cteecggegece
cagtagacga
tggagccatt
tttggatgct

ag

gcgcgagege
cttgggcttg
gaaggctgaa
gcgagttcge
tgaaattaga
agaagccgca
caacttcgct
atcccctgag
gtccceqtgqg
cgagtttgag
aatgagtcag

tgatgacgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

762

Met Cys Gly Gly Ala
S

Arg Arg Glu Arg Lys
20

Ser Ile Ser Asp Leu
35

Lys Gln Pro Leu Lys
S0

Leu Ile Ala Asp Tyr
10

teu Thr Ser Glu Asp
25

Leu Gly Leu Asp Tyr
40

Val Lys Asn Glu Lys
55

Asp Glu Val Arg Pro Val
15

Leu Trp Ser Glu Phe Gly
30

Asn Gly Lys Ser His Pro
15

Ala Glu Asp Ser Ser Asn
60

28



Lys
65
Lys

Ala

Phe

Pro
14S
Leu
Pro
Arg
Glu
Gly

225

Ala

Ala

Asn

Glu

Asn

Ile

130

Ile

Thr

Ser

Ala

Ser

210

Ala

Ala

<210> 12
<211> 253

<212> ADN

Ala

val

Ile

Thr

115

Arg

Ala

Gln

Pro

val

195

Phe

Gly

Arg

Tyr

Arg

100

Ala

Gly

Pro

Pro

180

Asp

Leu

Gly

Gln

<213> Citrus sinensis

<400> 12

val

Axg

85

Asp

Glu

Asp

Pro

Arg

165

Vval

Asp

Gly

Gln
245

Glu
70

Gly
Pro
Glu
Lys
Pro
150
Phe
Gly
Glu
Leu
Asp

230

Leu

Gly

Ile

Ala
Ala
135
Ala
Glu
Phe
Phe
Glu
215

Ser

Asn

ES 2434742 T3

Lys Glu

Arg Gln

Lys Gly
10S

Ala Arg
120

Lys Leu

Lys Lys

Thr Ile

Gly Tyr
185

Glu Leu
200
Pro Leu

val Asp

Ser Asn

Lys

Arg

g0

val

Ala

Asn

Arg

Gly

170

Gln

Serx

Met

Phe

Gln
250

Lys Thr
75

Pro Trp

Arg Val

Phe Ala
140

Cys Met
155

Thx Pro
Asn Glu
Gln Gln
Ser Gln

220

Trp Met
235

Phe Leu

29

Gln

Gly

Trp

Glu

125

Gln

Pro

Pro

Phe

Ile

205

Pro

Leu

Cys

Lys

Leu

110

Ala

Pro

Ser

Ala

190

Ser

Ser

Asp

val

Trp
95

Gly
Ala
Pro
Pro
Pro
175
Gln
Ser

Gly

Asp

Arg

ao

Ala

Thr

Lys

Pro

Glu

160

Ala

Pro

Leu

Asn

val
240



atgcaactct
aatctcagte
ctccaaaate
acaacﬁaatg
tatgccctct
gaaagtggtg
aacataaaag
catcetacaa
cgcagactte
acttcccaca

aataacgtta

caacaaactt
ccacttcttt
tgetetttte
cctectttget
tgaaagctgg
gtgtcactgg
ggaagccaga
caaagggaac
ttaaagccat
agggttgtca

gggctctctt

ES 2434742 T3

cacagcttca
tctccacaaa
aaaccccaaa
tgaagctcca
cttagctgga
tagtgaaggt
caaggaagcqg
actgagacgg
tgcgtegttyg
aattaggagqg

tgatgagctt

ccatttcgat
tcactgttcc
tcatcacaaa
crtettgtggg
tctcaagceta
gctgatttgg
gctgacaaaa
aattacaggg
ctgtctgatyg
gagaatgttc

ccaactcctce

cccaaaacca
tttcaagacc
aaaagttact
ctggtagact
atcctetcogt
ggttctctaa
ggaaattggt
tgccctccaa
atgatcactt
acggtgaatc

acttggttgt

tctcttcaac
caccaaaacc
tagaacttca
ttgcgtetac
ctctgatttg
atggttagaa
gagcaaatgg
atctgaaggg
cacggatgcece
tgtctgctgce

ggaaatcaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

ccttttccag ccggacctet aaccgaaaag gattacgtca aggctgagaa actagagagg 720

gtactgaggt cgggcccttc tatttga

<210> 23
<211> 248
<212> PRT

<213> Citrus sinensis

<400> 23

30

747



Met

His

Phe

Pro

Ser

65

val

Glu
Lys
145
Arg
Phe
val
Glu
Gly

225

Val

Gla Leu Ser

Leu

Leu

Lys

50

Leu

Ala

Ser

Gly

Ala

130

Gly

Arg

Thr

His

Leu

210

Pro

Leu

<210> 11

<211> 1650
<212> ADN
<213> Citrus sinensis

<400> 11

Phe
Ser
3s

Ser

Leu
Asp
Phe

1158

Ala

Leu

Asp

Gly

195

Pro

Leu

Arg

Asn

Phe

Asn Asn Leu Ser

20

Arg
Ser
Glu
Leu
Leu
100
Ser

Asp

Leu

Ala
180

Glu.

Thr

Ser

Pro Thr Lys

Gln

Ala

Lys

8s

Glu

Lys

Lys

Arg

Lys

165

Thr

Ser

Pro

Glu

Gly
245

Lys

Lys
55

Pro Leu

70

Ala

Ser

Trp

Arg

Arg

150

Ser

val

His

Lys

230

Pro

Gly

Gly

Lys
135
Asn

Ile

His

Leu
215

Asp

Ser

ES 2434742 T3

Pro
Thr
40

Leu

Gly

Glu
120

Tyr

Ala

Lys

Cys

200

val

Ile

Thr

25

Leu

Leu

Trp

Ala

Val

105

val

Arg

Ser

Gly

185

Val

Val

Ser

10

Ser

Gln

Arg

Ala

Gly

90

Thr

Ile

Ser

val

Leu
170

Cys

Asn

Glu

Lys

31

Pro

Phe

Asn

Thr

Gly

75

Ser

Gly

Lys

Lys

Pro

1558

Gln

val

Ile

Ala
235

Phe

Leu

Ser

60

Arg

Gln

Ser

Gly

Trp

140

Ser

Ser

Ile

Arg

220

Glu

Arg

His

Leu

45

Leu

Glu

Lys

125

His

Lys

Asp

Arg

Ala

205

Pro

Lys

Ser
Lys
30

Phe
Ile
Cys
Asn
Gly
110
Pro
Pro
Ser
Agp
Arg

190

Phe

Gln

15

Ser

Ser

Asn

vVal

Pro

95

Asp

Thr

Glu

Rsp

175

Glu

Phe

Pro

Glu

Asn

Leu

Ala

Tyr
80
Leu

Asp

Lys

Gly

160

Hisa

Asn

Asp

Ala

Arg
240



atggaagaaa
cttcagaaag
aaggaacttg
ctggaagacc
aagcgggagg
agagatgctg
gcagagcectg
ctgectgatt
gaaaacatgg
gaaggcettgc
attcctcttg
ggtttttacc
ctcecgcagaa
ctgaatactce
gaagagtgga
gaggctcatg
gaagaattat
cgectcccttg
aggcaaattg
gtgcetttac
ggaaacatgt
gctgtgatca
caaaagcgaa
gccaagccge
aatqttgcgg
tatgacagac
tctgctactet

caagctgtcc

<210> 24
<211> 549
<212> PRT

accaatcagt
catttgctga
aagaacactt
aagaaaagga
ctgctgteet
ctgtctttge
ccattgttag
caatgtctct
agctgaaggc
acaaatttat
cgctgaaggce
acatggaagqt
cctgtattat
ttactgetgt
aaccaaagtt
cttecctaca
caaggctaat
ggttgtcaga
atgcagttaa
tgaagtccta
ctccctetge
aatgcattga
ttctccaget
aaccaaagag
ctgacaaggc
cctatgttta
acagcttcte

aagcccctta

<213> Citrus sinensis ¢

ES 2434742 T3

tgctacacte
acttgaaagt
ccatgggctt
gtttgaaact
ggccaaggaa
catttcaact
caatgttgat
tgaaaataac
ttatcceccaa
atcagacaat
tgctgcagac
gtcaaatgtg
gttgatggaa
tatctcacaa
ggataccctt
acttctggca
accaatggtc
aaaaatgcca
cctagetttt
cttgaaggag
cgagaatgag
agagcataac
agagaaggcc
acceccgtgece
attctatcct
caccggacet
tcccaatcat

tcttcactaa

atggactcta
cacagggcca
gagaagtcct
aaaacaagga
caaactacte
gctctagaga
gaaagcaggg
ttagaaagca
ttatttaaac
cgtaagaacc
ccagecctgtt
gatggaaaga
tgccttagca
ggtgtaaagyg
gatgtggatg
acgttttcta
tctegtegte
ggtgtcattg
gcatttgagce
gcgaaaaagg
gtcaatgatc
cttgaggage
aaggccgaaa
aatggtgctg
agagttgccg
gctgacaace

ggcaactact

32

caacatccaa
taacccttaa
taaagcgaag
aagcccgtga
tggagaagct
aacagaggaa
caccacctgt
gcaaaaaatc
tatgtgaaga
ttgctgteet
tggtattgga
aagattcaag
ttttgttage
agcaggcaaa
atagcaatgg
ttgcttctga
gccaaacace
aagttctggt
ttactgagca
cttcttecac
gagagctgag
agtatcccat
agaaaagggc
gatacgggce
ataggtatce
acggececete

ttggaaatgg

gattcaacaa
tttgagatgg
gtttcatgaa
aatcttgcag
ccagaagaag
ggtatcatct
tgaggacaaa
gtctgagagt
gatgaactea
aaaggaagaa
ttctctagaa
cttattgggt
aaatctcaat
ggcaattgcce
gaactccttg
ctttaatgag
tgatttatgt
gaatagtgga
gttctctcet
tgtcaaggct
tgccctgaaa
agatcctcte
aactgaagtt
tcgagtcact
ccaatatgtg
tcttctgggt

ctaccagtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650



<400> 24

Met Glu Glu Asn Gln Ser

Lys

Ala

Gly

Glu

65

Lys

Leu

Glu

val

Met

145

Glu

Glu

Ala

Met
22s

Ala
Lys
Thr
Phe
305

Glu

Pro

Ile

Ile

Leu

S0

Lys

Arg

Gln

Lys

Asp

130

Ser

Asn

Met

Leu

Asp

210

Glu

Arg

Asn

Glu

Leu

290

Leu

Glu

Asp

Gln

Thr

35

Glu

Glu

Glu

Lys

Gln

115

Glu

Leu

Met

Asn

Ala

19S5

Pro

val

Arg

Leu

Gln

275

Asp

Gln

Leu

Leu

Gln

20

Leu

Lys

Phe

Ala

Lys

100

Arg

Ser

Glu

Glu

Ser

180

val

Ala

Ser

Asn
260
Ala
val

Leu

Ser

cys
340

S

Leu

Asn

Ser

Glu

Ala

8s

Axrg

Lys

Arg

Asn

Leu

165

Glu

Leu

Cys

Asn

Cys

245

Leu

Lys

Asp

Leu

Arg

325

Arg

Gln

val

Lys

Ala

Ala

Leu Arg Trp

Leu
Thr
70

val
Asp
val
Ala
Asn
150
Lys
Gly
Lys
Leu
val
230
Ile
Asn
Ala
Asp
Ala
310

Leu

Ser

Lys

5S

Lys

Leu

Ala

Ser

Pro

135

Leu

Ala

Leu

Glu

val

21S

Asp

Met

Thr

Ile

Ser

29S

Ile

Leu

40

Arg

Thr

Ala

Ala

Ser

120

Pro

Glu

His

Glu

200

Leu

Gly

Leu

Leu

Ala

280

Asn

Phe

Pro

Gly

ES 2434742 T3

Thr

Phe

Lys

Arg

Arg

Lys

val

105

Ala

val

Ser

Lys

18s

Ile

Asp

Lys

Met

Thr

265

Glu

Gly

Ser

Met

Leu
345

Leu

10

Ala

Glu

Phe

Lys

Glu

Phe

Glu

Glu

Ser

Gln

170

Phe

Pro

Ser

Lys

Glu

250

Ala

Glu

Asn

Ile

Val

330

Ser

Met

Glu

Leu

His

Ala

75

Gln

Ala

Pro

Asp

Lys

155

Leu

Ile

Leu

Leu

Asp

235

Cys

val

Trp

Ser

Ala

315

Ser

Glu

33

Asp

Leu

Glu

Glu

60

Arg

Thr

Ile

Ala

Lys

140

Lys

Phe

Ser

Ala

Glu

220

Ser

Leu

Ile

Lys

Leu

300

ser

Arg

Lys

Ser
Glu
Glu
45

Leu
Glu
Thr
Ser
Ile
128
Leu
ser
Lys
Asp
Leu
205
Gly
Ser
Ser
Ser
Pro
285
Glu
Asp
Arg

Met

Thr

Ser

3o

His

Glu

Ile

Leu

Thr

110

val

Pro

Ser

Leu

Asn

190

Lys

Phe

Ile

Gln

270

Lys

Ala

Phe

Arg

Pro
350

His

Phe

Asp

Leu

Glu

95

Ala

Serx

Asp

Glu

cys

175

Arg

Ala

Tyr

Leu

Leu

255

Gly

Leu

His

Asn

G1ln

33s

Gly

Ser

Arg

His

Gln

Gln

Lys

Leu

Asn

Ser

Ser

160

Glu

Lys

Ala

His

Gly

240

Leu

val

Asp

Ala

Glu

320

Thr

val



10

Ile Glu

Ala pPhe

370
Lys Ser
385

Gly Asn

Ser Ala
Glu Gln

Ala
450

Lys

Pro
465

Lys
val
Pro Gla
His
His

S30

Ala
545

Pro

<210> 12
<211> 375
<212> ADN

val
355

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr
415

Lys

Arg

Ala

Gly
515

Gly

Gly
360

Leu Val Asn Ser

Phe Glu Leu Glu

375

Glu
390

Leu Lys Ala Lys

Pro Ser Ala Glu

405

Ser

Lys Ala Val Ile Lys

420

Leu
440

Pro Ile Asp Pro

Ala Glu Lys Lys

455

Arg

Ala
470

Pro Arg Asn Gly

Ala Asp Ala Phe

485

Lys

val Pro

500

Arg

Leu Leu Gly

520

Pro Ser

Asn Phe Gly Asn

535

Tyr

Hias ¢
549

<213> Citrus sinensis

<400> 12

atgacttgta
agcactgtce
gaaaccctac
gtgcaatttg
tacaacaaga
atgcccgeta
gaatactcat

<210> 25
<211> 124
<212> PRT

tcattaactc cactcaatct
tctttcttge tttctecaag
gttcttgctt gtattcagag
cggagaatgt gaaggacaca
aatttgcaaa acaatttgat
atagggttgc tttgtaccat

attga

<213> Citrus sinensis

<400> 25

ES 2434742 T3

Arg Gln

Gln Phe

Lys Ala

Ile

Ser

Ser

Asp Ala

365
Pro val
380

Ser Thr

395

Glu
410

Asn

Cys Ile

425
Gln Lys
Ala

Ala Gly

val

Glu

Arg

Glu

Asn Asp

Glu His

Leu
44s

Ile

val
460

ala

Gly Pro

475

Pro
490

Tyr Val

505

Ser Ala

Gly

ttagtcttgg
caaaaaaatg
gagaagaaga
gctgggaacg
agaacttgca

ggaattctta

Arg

Thr

val Ala
Gly

Ser
525

Tyr

Gln Tyr Gln

540

caactgccat
attctaaaga
aggggaggaa
gagaggagta
gaaatgatca

gagacagagt

34

Val Asn
Pro Leu
val Lys

Glu
415

Arg

Asn
430

Leu
Gln Leu
Pro

Lys

Arg val

480

Arg
495

Asp

Pro Ala

510

Phe Ser

Ala val

ggtcgtctee
accccaagag
gaagaagagg
caggaaagag
aattcaaggqg

ccacagaatg

Leu

Leu

Ala

400

Leu

Glu

Glu

Gln

Tyr

Asp

Pro

Gln

60

120

180

240

300

360

375



Met

Met

Asn Asp

3s

Glu
50

Ser

Glu
65

Asn
Tyr Asn
Gln Ile

Leu Arg

Thr Cys

val val

Ser

Glu

Val

Lys

Gln

Asp

Ile Ile

Ser Ser

20

Lys Glu

Lys Lys

Lys

Pro Gln

Lys

Thr

Asn Ser Thr

val
Glu
40

Gly Arg

Ala Gly

70

Lys

Gly Met

100

Arg Val

11s

<210> 13
<211>
<212> AND

<213> Citrus sinensis

<400> 13

atggaaacaa
cattgcctac
tatttctacc
gctttgagta
aatggcagaa
agttgtgtceg
ccacaggttg
cattttaagt
actacggcat
gttccaccaa
caccacatcg
atttccaatg
aagggagatce
tggcgetgeg

CCC@CBCCEQ

ttcacgtaaa
ggttgagtga
ggcggccaaa
aagttcttgt
ttgaaataaa
ctgatgattt
atcgcacgaa
atggaggagt
atcacttcat
tctttgatcg
aatacgatcc
caatcctgaa
acggateccac
catgtaaagc

ggcgatttaa

Ala

His Arg

Lys Gln

Ala Asn

Met
120

agagtcaaca
tttagacctg
ttatccttge
cccgttttac
atgtaacgga
tggtgacttt
agatgcatat
ttctcttgga
caactcatgg
aactatacta
ccetecettee
gttatcacct
tgtcaagtat
acgagggttg

attgaatcct

ES 2434

Gln Ser

10

Phe
25

Leu
Glu

Lys Lys

Asn Gly

Phe Asp

90

Arg val

105

Glu

ataatacgge
ctgattccgg
aatttcttag
cccttggecg
gagggagttt
gaatcaagct
tttcatccac
cttatgatgce
gctgagatgg
gatgttggag
atgaatactc
gatca;atga
actagatttg
tctgtecgate

aaaattccac

Leu

Ala

Lys
Glu
75

Axg

Ala

Tyr Ser

742 T3

val
Phe Ser

Ser
45

Arg

Arqg Val

60

Glu Tyr

Thr

Tyr

124

ctgctcaaga
aaattcacat
aaggtggttt
gaagattggg
tatttattga
tcaagctegt
ttattatgge
atcatatgcc
cgcgtggcat
tcccaactee
ctactcaaaa
acatccttaa
agattgtagc
aagctaccaa

ttgggtattg

35

Ala

Lys

30

Cys

Gln

Arg

Arg

His
110

Ala
Gln Lys
Leu
Phe

Ala

Glu
80

Lys

Asn
95

Asp

Gly Ile

aacccccaga
cccetgtgtyg
actgaaggag
taaagatgaa
agctgaaacg
gcaacttgtt
acaggtaact
aatggacgga
tcctattage
tccatecatctet
tcctcaagee
agaaaaatct
agcacatata
gttagagatt

tggcaatgta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



aacttcageg
acaacagaga
cttgecttacc
aattgtccaa
ggatggggtc
ttaccecggte

ttgcagcact

<210> 26
<211> 433
<212> PRT

ccacaccaat
gaattcatga
taaagcaaca
acctgctgat
ggccggtgtt
caaccaatga

tcaagaagta

<213> Citrus sinensis

<400> 26

Met Glu Thr Ile

Glu Thr

Pro Glu

Pro Cys

S0

val
6S

Leu
Asn Gly
Glu Ala

Ser Phe

Pro Arg His

Ile

35

Asn

val

Arg

Glu

Lys

His
s
20

His Ile

Phe Leu

Pro Phe

val

Cys

Pro

Glu

ggccttgtca
agcaattaaa
acctgattca
aaccaaattg
tacgacgect
tgggagctgg

tttttatgat

Lys Glu
Arg

val
40

Cys

Gly
SS

Gly

Pro Leu

70

Ile Glu

8s

Thr
100

Ser

Leu val

115

Ala
130

Gly
145

Gly
Thr
Ile

Pro

Gly val

Phe

val

Ala

Ile

Pro

His Pro

Ser

Ile

Cys

Gln

Leu

Gly

Lys Cys

val Ala

val
120

Leu

Ile
135

Met

Leu Met

150

His
165

TyTr

Ser val

180

Thxr Ser

195

Ser
210

Pro

Ile
225

Leu

Lya Gly

Met

Lys

Asp

Asn Thr

Leu Ser

Phe

Pro

Pro

Pro

Pro

Ile Asn

Pro Ile

Phe
200

Ser

™r
215§

Gln

Asp Gln

230

His Gly

Ser

Thr Val

ES 2434742 T3

ggtgatattc
ttgagggatg
acagatgtca
gcagacatgc
ttgttcggeca
tttgtggttg

atcttteegt

Thr
10

ser

Leu
25

Ser

Phe

Leu Leu

Ala Gly

Asn Gly

S0

Asp
105

Asp
Pro Gln
Ala Gin

Met His

Ile

Asp

Lys

Arg

75

Glu

Phe

val

val

His

aatcggaate
acaagtatat
ggcgagacgg
ctatgtacga
tggacgaaga
tagacatgga

aa

Ile

Arg Pro

Asp Leu

gttaaattgt
gaagtcaggg
taaaattagt
ggtagatctt
ggttttcatt

aactaaccac

Ala Gln

15

Leu Ile

i0

Arg

Glu Ala

60

Leu Gly

Gly val

Gly Asp

Arg Pro

Leu

Lys

Phe

Asn Tyr

Ser

Lys

Glu
80

Asp

Phe
95

Ile

Glu Ser

110

Arg
125

Asp
His
140

Met Pro

155

Ser Trp

170

Phe
185

Asp
His Hisa
Aan

Pro

Met Asn

Ala

Arg

Ile

Gln

Ile

Glu Met

Thr Ile

Thr

Phe

Met

Ala

Leu

Lys Asp

Lys Tyr

Gly
160

Asp

Arg Gly

175

Asp Vval

150

Glu Tyr

205
Ala Ile
220

Leu Lys

235

Lys Tyr

Thr

Arg Phe

36

Asp

Ser

Glu

Glu

Pro Pro

Asn Ala

Ser
240

Lys

Ile val

960

1020

1080

1140

1200

1260

1302



Asn

305

Thr

Met

val

Lys

Pro
385

Glu

Pro

Ala

Gln

Pro

230

Pro

Thr

Lys

Arg

Leu

370

val

Pro

His

Ala

27s

Lys

Met

Glu

Ser

Arg

35S

Ala

Phe

Cly

Ile

260

Ile

Ala

Arg

Gly

340

Asp

Asp

Pro

His
420

245

Trp

Lys

Pro

Ile
328
Leu
Gly
Met
Thr
Thr

405

Leu

Arg

Leu
Ser
310
Ris
Ala
Lys
Pro
Pro
390

Asn

Gln

Cys
Glu
Cly
295

Gly

Glu

Ile
Met
378
Leu

Asp

His

Ala

Ile

280

Asp

Ala

Leu

Ser

360

Tyr

Phe

Gly

Phe

ES 2434742 T3

Cys
265

Pro

Cys

Ile

Ile

Lys

345

Asn

Glu

Gly

Ser

Lys
a2s

250

Lys

Thr

Gly

Gln

Lys

330

Gln

Cys

val

Met

Trp

410

Lys

Ala

Ser

Asan

Ser

318

Leu

Gln

Pro

Asp

Asp

39S

Phe

YT

Gly
val
300
Glu

Arg

Pro

Leu
380
Glu

val

Phe

37

Gly
Arg
28S
Asn
Ser
Asp
Asp
Leu
365
Gly

Glu

Val

Leu
270
Phe

Phe

Asp
Leu
350

Leu

Trp

val

val

Asp
430

255

Ser

Lys

Ser

Asn

Lys

33s

Ile

Gly

Phe

Asp

41s

Ile

val

Leu

Ala

Cys
320
Tyr

Asp

Arg
Ile
400

Met

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion que comprende (i) la secuencia de nucle6tidos expuesta en la SEC ID N2 1 y (ii) un promotor
que funciona en plantas, en las que la secuencia de nucleotidos esta unida operativamente al promotor de modo que
este Ultimo expresa una secuencia polipeptidica expuesta en la SEC ID N2: 14.

2. La construccién de la reivindicacién 1, en la que el promotor se selecciona de un promotor 35S del CaMv, un
promotor de la poliubiquitina, un promotor especifico de tejido y un promotor preferido de tejido.

3. Una célula vegetal que comprende la construccion de la reivindicacion 1.

4. Un procedimiento para aumentar la resistencia a la enfermedad del chancro de los citricos en una planta o célula,
que comprende sobreexpresar la secuencia de nucle6tidos expuesta en la SEC ID N° 1.

5. Un procedimiento para aumentar la resistencia a la enfermedad del chancro de los citricos en una planta o célula,
que comprende

(a) transformar una planta o célula con una construccion que comprende la secuencia de nucleotidos expuesta
en la SEC ID N¢: 1, unida operativamente a un promotor activo en células vegetales.

(b) regenerar una planta a partir de dicha célula o planta transformada;

(c) seleccionar una planta o célula que tiene una resistencia incrementada a la enfermedad del chancro de los
citricos respecto a una planta control.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el promotor es un promotor constitutivo o un promotor especifico
de tejido.

7. El procedimiento de la reivindicaciéon 6, en el que el promotor especifico de tejido es un promotor especifico del
xilema, un promotor especifico del floema o un promotor especifico del xilema/floema.

8. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el promotor esta unido operativamente a un potenciador.
9. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la planta es un miembro de la familia Rutaceae.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que dicha planta se selecciona de los géneros Citrus, Poncirus,
Fortunella, Murraya, Microcitrus, Limonia 'y Eremocitrus.

11. Una planta transgénica o una progenie, fruto o semilla de la misma, teniendo dicha planta, progenie, fruto o
semilla incorporada en su genoma

(i) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de resistencia a la enfermedad expuesto en la SEC
IDN2: 14,y

(i) un promotor que funciona en plantas y que esta operativamente unido a la secuencia de nucleétidos, en el
que dicha planta sobreexpresa el polipéptido de resistencia a la enfermedad.

12. La planta transgénica de la reivindicacion 11, en la que la secuencia de nucleétidos es la expuesta en la SEC ID
Ne 1.

13. La planta transgénica de la reivindicacién 11, que tiene ademas incorporada en su genoma (iii) una secuencia
potenciadora que se condensa con el promotor.

14. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en la que el promotor se selecciona de un
promotor 35S del CaMv, un promotor de la poliubiquitina, un promotor especifico de tejido y un promotor preferido de
tejido.
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Figura 1.
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Figura 2
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.

PepaLLIaJua ] 3p Pepaneib ap a1pu|

pepawiajus | ap pepaneib ap aoipu|

43



Tasa de crecimiento (log 10 UFC/ml/dia)
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Figura 6.
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