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DESCRIPCION

Plantas que tienen un aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento y un método para elaboracion de
las mismas.

La presente invencion se refere en general al campo de la biologia molecular y se relaciona con un método para
incrementar diferentes caracteristicas de la planta relacionadas con el rendimiento, mediante el incremento de la
expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifca un polipéptido que incrementa el
rendimiento, por lo cual el polipéptido que incrementa el rendimiento es uno 19/20 localizado en el nucleo con el
motivo AT-hook (AHL 19/20). La presente invencidon también se relaciona con plantas que tienen una mayor
expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica dicho polipéptido que incrementa el rendimiento, en
donde dichas plantas tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento con respecto a las plantas que
sirven de control. La invencion también provee construcciones utiles en los métodos de la invencion.

La poblacion mundial siempre en crecimiento y la oferta cada vez méas escasa de tierras cultivables disponibles para
la agricultura impulsan la investigacion para lograr una mayor eficiencia de la agricultura. Los medios
convencionales para la mejora horticola y de los cultivos utilizan técnicas selectivas de fitomejoramiento para
identificar las plantas que tienen rasgos deseables. Sin embargo, dichas técnicas selectivas de fitomejoramiento
tiene varias desventajas, a saber, que estas técnicas son tipicamente de trabajo intensivo y traen como resultado
plantas que contienen a menudo componentes genéticos heterogéneos que no siempre resultan en la transmision
de la caracteristica deseable a partir de las plantas progenitoras. Los avances en biologia molecular le han permitido
a la humanidad modificar el germoplasma de animales y de plantas. La modificacién por ingenieria genética de las
plantas supone el aislamiento y manipulacion de material genético (tipicamente en la forma de ADN o ARN) y la
posterior introduccién de ese material genético en una planta. Dicha tecnologia tiene la capacidad de proporcionar
cultivos o plantas que tienen diferentes caracteristicas econémicas, agronémicas u horticolas mejoradas.

Una caracteristica de particular interés econémico es un mayor rendimiento. El rendimiento normalmente se define
como la produccién medible de valor econdmico de un cultivo. Esto puede ser definido en términos de cantidad y/o
de calidad. El rendimiento depende directamente de varios factores, por ejemplo, de la cantidad y tamafio de los
organos, de la arquitectura de la planta (por ejemplo, la cantidad de ramas), de la produccion de semillas, de la
senectud de la hoja y mas. El desarrollo de la raiz, la captaciéon de nutrientes, la tolerancia al estrés y el vigor inicial
también pueden ser factores importantes para determinar el rendimiento. Por lo tanto, la optimizacién de uno o mas
de los factores mencionados anteriormente puede contribuir al incremento del rendimiento de los cultivos.

El rendimiento de semillas es una caracteristica particularmente importante, ya que las semillas de muchas plantas
son importantes para la nutricion humana y animal. Cultivos tales como maiz, arroz, trigo, canola y soja dan cuenta
de mas de la mitad de la ingesta total de calorias por parte de la humanidad, ya sea a través del consumo directo de
las semillas en si mismas o a través del consumo de productos alimenticios producidos con semillas procesadas.
Son ademas una fuente de azucares, aceites y muchas clases de metabolitos utilizados en procesos industriales.
Las semillas contienen un embriéon (la fuente de nuevos brotes y raices) y un endospermo (la fuente de nutrientes
para el desarrollo del embrion durante la germinaciéon y durante el desarrollo temprano de las plantulas). El
desarrollo de una semilla involucra muchos genes, y requiere de la transferencia de metabolitos a partir de las
raices, hojas y tallos dentro de la semilla en desarrollo. EI endospermo, en particular, asimila los precursores
metabdlicos de carbohidratos, aceites y proteinas y los sintetiza en macromoléculas de almacenamiento para llenar
el grano.

El indice de cosecha, la relacion del rendimiento de semillas con respecto al peso seco por encima del suelo, es
relativamente estable bajo muchas condiciones ambientales y de este modo se puede obtener una muy buena
correlacion entre el tamafo de la planta y el rendimiento de granos (por ejemplo, Rebetzke et al., 2002, Crop
Science 42: 739). Estos procesos estan intrinsecamente enlazados porque la mayor parte de la biomasa del grano
depende de la productividad fotosintética presente o almacenada por parte de las hojas y el tallo de la planta
(Gardener et al., 1985, Physiology of Crop Plants. lowa State University Press, paginas 68 - 73). Por lo tanto, la
seleccién del tamaio de la planta, incluso en etapas tempranas de desarrollo, ha sido utilizada como un indicador
del rendimiento potencial futuro (por ejemplo, Tittonell et al., 2005, Agric Ecosys & Environ 105: 213). Cuando se
analiza el impacto de las diferencias genéticas sobre tolerancia al estrés, la capacidad de estandarizar las
propiedades del suelo, la temperatura, la disponibilidad de agua y de nutrientes y la intensidad de la luz es una
ventaja intrinseca del invernadero o de los ambientes con camaras de crecimiento de plantas en comparacion con el
campo. Sin embargo, las limitaciones artificiales en el rendimiento debido a una pobre polinizaciéon provocada por la
ausencia de viento o de insectos, o insuficiente espacio para la maduracion de la raiz o el desarrollo del dosel,
pueden restringir el uso de estos ambientes controlados para analizar las diferencias de rendimiento. Por lo tanto,
las mediciones del tamafo de la planta en el desarrollo temprano, bajo condiciones estandar en una camara de
crecimiento o invernadero, son practicas estandar para proporcionar una indicacion de las ventajas potenciales de
rendimiento genético.
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Otra caracteristica importante es aquella de la tolerancia mejorada al estrés abiotico. El estrés abidtico esa una de
las causas principales de pérdida de cultivos en el mundo, reduciendo los rendimientos promedio para la mayoria de
las plantas de cultivo en mas del 50% (Wang et al. (2003) Planta 218: 1 - 14). Los estreses abidticos pueden ser
provocados por sequia, salinidad, extremos de temperaturas, toxicidad quimica, exceso o deficiencia de nutrientes
(macroelementos y/o microelementos), radiacion y estrés oxidativo. La capacidad de incrementar la tolerancia de
una planta al estrés abidtico seria una ventaja econémica importante para los granjeros a nivel mundial y permitiria
el cultivo de granos en condiciones adversas y en territorios donde el cultivo no puede ser posible de otro modo.

Otra caracteristica importante para muchos cultivos es el vigor inicial. La mejora del vigor inicial es un objetivo
importante de los programas modernos de fitomejoramiento de arroz tanto en zonas de cultivo templadas como
tropicales de arroz. Raices largas son importantes para el anclaje apropiado del suelo en arroz sembrado en agua.
Cuando el arroz se siembra directamente en campos inundados, y donde las plantas deben emerger rapidamente a
través del agua, los brotes mas largos estan asociados con el vigor. Donde se practica el cultivo por medio de
sembradoras, mesocotilos y coleoptilos mas largos son importantes para una buena aparicion de las plantulas. La
capacidad para modificar por ingenieria genética el vigor inicial en las plantas seria de gran importancia en la
agricultura. Por ejemplo, un pobre vigor inicial ha sido una limitaciéon para la introduccion de hibridos de maiz (Zea
mays L.) con base en el germoplasma del Cinturén de Maiz en el Atlantico Europeo.

Otra caracteristica importante adicional es aquella de las caracteristicas mejoradas relacionadas con el rendimiento
de plantas cultivadas bajo condiciones de estrés abiotico. El estrés abidtico esa una de las causas principales de
pérdida de cultivos en el mundo, reduciendo los rendimientos promedio para la mayoria de las plantas de cultivo en
mas del 50% (Wang et al. (2003) Planta 218: 1 - 14). Los estreses abidticos pueden ser provocados por sequia,
salinidad, extremos de temperaturas, toxicidad quimica, exceso o carencia de nutrientes (macroelementos y/o
microelementos), radiacion y estrés oxidativo. La capacidad para mejorar las caracteristicas relacionadas con el
rendimiento de plantas cultivadas bajo condiciones de estrés abidtico seria una ventaja econémica importante para
los granjeros a nivel mundial y permitiria la siembra de cultivos en condiciones adversas y en territorios donde el
cultivo no puede ser posible de otro modo.

Se puede incrementar por lo tanto el rendimiento de un cultivo por medio de la optimizacion de uno de los factores
anteriormente mencionados.

Dependiendo del uso final, se puede favorecer a modificacion de ciertas caracteristicas de rendimiento con respecto
a otras. Por ejemplo para aplicaciones tales como la produccion de forraje o madera, o recursos de biocombustibles,
puede ser deseable un incremento en las partes vegetativas de una planta, y para aplicaciones tales como la
produccion de harina, almidon, o de aceite, puede ser particularmente deseable un incremento en los parametros de
la semilla. Incluso entre los parametros de la semilla, algunos pueden verse favorecidos sobre otros, dependiendo
de la aplicacion. Diferentes mecanismos pueden contribuir para incrementar el rendimiento de semilla, ya sea en la
forma de mayor tamafio de la semilla o el incremento en el nimero de semillas.

Un enfoque para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento (rendimiento de semilla y/o de
biomasa) en plantas puede ser a través de la modificacion de los mecanismos inherentes al crecimiento de una
planta, tal como el ciclo celular o diferentes rutas de sefalizacién involucradas en el desarrollo de la planta o en
mecanismos de defensa.

Ahora se ha encontrado que se pueden incrementar diferentes caracteristicas relacionadas con el rendimiento en las
plantas con respecto a plantas que sirven de control, sin retraso de la floracién, por medio del aumento de la
expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido 19/20 localizado en el
nucleo con el motivo AT-hook (AHL 19/20). El aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento de
semillas comprende uno o mas de: aumento del nimero de flores por panicula, aumento del rendimiento total de
semillas por planta, aumento de la cantidad de semillas llenas, y aumento del indice de cosecha.

Antecedentes

Las proteinas que se enlazan al ADN son proteinas que contienen cualquiera entre muchos dominios de
enlazamiento al ADN y por lo tanto tienen una especificidad o afinidad general por el ADN. Las proteinas que se
enlazan al ADN incluyen por ejemplo factores de transcripcion que modulan el proceso de transcripcion, nucleasas
que rompen las moléculas de ADN, e histonas que estan involucradas en el empaquetamiento del ADN en el nucleo
de la célula.

El motivo AT-hook es un motivo corto de proteina que se enlaza al ADN que fue descrito primero en las proteinas
cromosoémicas diferentes a la histona del grupo de alta movilidad, HMG- I/Y (Reeves y Nissen (1990) J Biol Chem
265: 8573 - 8582). Se sabe que AT-hook interactia con la ranura menor de las secuencias de 4cido nucleico ricas
en AT (Huth et al. (1997) Nat Struc Biol 4: 657 - 665). Los motivos AT-hook han sido identificados en una gran
variedad de proteinas que se enlazan al ADN de animales, plantas y microorganismos. A diferencia de varios
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motivos de enlazamiento al ADN bien caracterizados, el motivo AT-hook es corto, hasta de 13 residuos de
aminoacidos, y tiene una secuencia tripeptidica tipica con una glicina- arginina- prolina (Gly- Arg- Pro o GRP) en su
centro.

En Arabidopsis thaliana, aproximadamente 30 polipéptidos, que contienen al menos un motivo AT-hook, contienen
ademas un dominio conservado de una planta y de procariotas (PPC), que se describe como DUF296 (dominio de
funciéon desconocida 296) en la base de datos de dominios InterPro del European Bioinformatics Institute (EBI)
(Fujimoto et al. (2004) Plant Molec Biol 56: 225 - 239). Se encontré que una de estas proteinas estaba localizada en
el nucleoplasma, y por lo tanto llamada proteina 1 localizada en el nicleo con el motivo At-hook (AHL1; Fujimoto et
al., ver mas arriba). Se designaron en forma similar los polipéptidos paralogos, es decir, AHL, y se numeraron
consecutivamente.

En la patente de los Estados Unidos No. 7.193.129, y en la solicitud de patente de los Estados Unidos No.
2005/0097638, se transformdé un polipéptido AHL de Arabidopsis thaliana, AHL19 (de acuerdo con Fujimoto et al.,
ver mas arriba) (identificado como G2153) en Arabidopsis, y expresé utilizando el promotor 35S del CaMV. Las
plantas transgénicas mostraron caracteristicas modificadas, tales como mayor resistencia al estrés por salinidad,
mayor resistencia al estrés osmotico, mayor resistencia a la sequia, mayor tolerancia a la congelaciéon y mayor
respuesta de la planta a los azucares. En la solicitud de patente de los Estados Unidos No. 2005/0097638, la
sobreexpresion (bajo el control de un promotor 35S del CaMV) del polipéptido AHL19, asi como de varios
polipéptidos AHL paralogos, retrasoé significativamente la floracién en las plantas transgénicas comparado con las
plantas de control, incrementando por lo tanto el rendimiento. La publicacién internacional WO2007/028165A2 se
refiere al analisis de diferentes polipéptidos por la capacidad para conferir resistencia a una enfermedad o tolerancia
al estrés abiotico.

Resumen

De acuerdo con una forma de realizacion, se provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas
con el rendimiento de semillas en plantas con relaciéon a las plantas de control, que comprende incrementar la
expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL19/20 en una planta. El incremento de
caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, comprende uno o mas de: aumento del nimero de flores
por panicula, aumento del rendimiento total de semillas por planta, aumento de la cantidad de semillas llenas, y
aumento del indice de cosecha.

Definiciones
Polipéptido(s) / Proteina(s)

Los términos “polipéptido" y "proteina" se utilizan indistintamente aqui y se refieren a aminoacidos en una forma
polimérica de cualquier longitud, unidos por medio de enlaces peptidicos.

Polinucledtido(s) / Acido(s) nucleico(s) / Secuencia(s) de acido nucleico / Secuencia(s) de nucleétidos

Los términos "polinucledtido(s)", "secuencia(s) de acido nucleico", "secuencia(s) de nucledtidos”, “acido(s)
nucleico(s)” se utilizan indistintamente aqui y se refieren a nucledtidos, ya sea ribonucleétidos o
desoxirribonucledétidos o una combinacién de ambos, en una forma polimérica no ramificada de cualquier longitud.

Planta(s) de control

La eleccion de plantas control adecuadas es una parte rutinaria de la programacion de un experimento y puede
incluir las plantas correspondientes de tipo silvestre o las plantas correspondientes sin el gen de interés. La planta
control es tipicamente de la misma especie de planta o incluso de la misma variedad que la planta que va a ser
evaluada. La planta control puede ser también un nulicigoto de la planta que va a ser evaluada. Una “planta de
control” tal como se utiliza aqui se refere no soélo a plantas enteras, sino también a partes de plantas, incluyendo
semillas y partes de la semilla.

Homologo(s)

Los "homologos” de una proteina abarcan péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen
sustituciones, supresiones y/o inserciones de aminoacidos con relaciéon a la proteina no modificada en cuestion y
que tienen actividad bioldgica y funcional similar a la de la proteina no modificada de la cual se derivan.

Una supresién se ref ere a la remocién de uno o mas aminoacidos de una proteina.
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Una insercion se refiere a uno o mas residuos de aminoacidos que se introducen en un sitio predeterminado en una
proteina. Las inserciones pueden incluir fusiones en el terminal N y/o en el terminal C asi como inserciones dentro
de la secuencia de uno solo o de multiples aminoacidos. En general, las inserciones dentro de la secuencia de
aminoacidos seran mas pequefias que las fusiones en el terminal N o en el terminal C, del orden de
aproximadamente 1 a 10 residuos. Los ejemplos de proteinas o péptidos de fusion del terminal N o C incluyen el
dominio de enlazamiento o el dominio de activacion de un activador transcripcional tal como el que se utiliza en el
sistema de doble hibrido de levadura, las proteinas de recubrimiento de fago, la etiqueta de (histidina)s, la etiqueta
de glutationa S transferasa, la proteina A, la proteina de enlazamiento de maltosa, la dihidrofolato reductasa, el
epitopo Tag-100, el epitopo c-myc, el epitopo FLAG®, lacZ, CMP (péptido de enlazamiento de calmodulina), el
epitopo HA, el epitopo de proteina C y el epitopo VSV.

Una sustitucion se refiere al reemplazo de aminoacidos de la proteina por otros aminoacidos que tienen propiedades
similares (tales como hidrofobicidad, hidrofilicidad, antigenicidad, propensién a formar o romper estructuras
helicoidales a o estructuras de laminas B similares). Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos
individuales, pero pueden agruparse dependiendo de las restricciones funcionales colocadas sobre el polipéptido;
las inserciones usualmente seran del orden de aproximadamente 1 a 10 residuos de aminoacidos. Las sustituciones
de aminoacidos son preferiblemente sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las tablas de sustitucion
conservadora son bien conocidas en la técnica (véase por ejemplo Creighton (1984) Proteins. W. H. Freeman and
Company (Eds.) y la Tabla 1 siguiente).

Tabla 1: Ejemplos de sustituciones conservadoras de aminoacidos

Residuo | Sustituciones conservadoras | Residuo | Sustituciones conservadoras
Ala Ser Leu lle; Val

Arg Lys Lys Arg; GIn

Asn Gln; His Met Leu; lle

Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr
Gln Asn Ser Thr, Gly

Cys Ser Thr Ser, Val

Glu Asp Trp Tyr

Gly Pro Tyr Trp; Phe

His Asn; GIn Val lle; Leu

lle Leu, Val

Las sustituciones, supresiones y/o inserciones de aminoacidos se pueden realizar facilmente utilizando técnicas de
sintesis de péptidos bien conocidas en la técnica, tales como la sintesis de péptidos en fase soélida y similares, o por
medio de manipulacion de ADN recombinante. Los métodos para la manipulacién de las secuencias de ADN para
producir las variantes de sustitucidn, insercién o supresion de una proteina son bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en el ADN son bien
conocidas por aquellos ordinariamente capacitados en la técnica e incluyen la mutagénesis M13, mutagénesis in
vitro del Gen T7 (USB, Cleveland, OH), mutagénesis dirigida al sitio QuickChange (Stratagene, San Diego, CA),
mutagénesis dirigida al sitio mediada por PCR u otros protocolos de mutagénesis dirigida al sitio.

Derivados

Los “derivados” incluyen péptidos, oligopéptidos, polipéptidos los cuales pueden, en comparacién con la secuencia
de aminoacidos de la forma de la proteina de origen natural, tal como la proteina de interés, incluir sustituciones de
aminoacidos con residuos de aminoacidos que no son de origen natural, o adiciones de residuos de aminoacidos
que no son de origen natural. Los “derivados” de una proteina también abarcan péptidos, oligopéptidos, polipéptidos
los cuales incluyen residuos de aminoacidos de origen natural alterados (glicosilados, acilados, prenilados,
fosforilados, miristoilados, sulfatados, etc.) o alterados de origen no natural comparado con la secuencia de
aminoacidos de una forma de origen natural del polipéptido. Un derivado puede incluir también uno o mas
sustituyentes o adiciones que no son de aminoacidos comparado con la secuencia de aminoacidos de la cual se
deriva, por ejemplo una molécula reportera u otro ligando, enlazado en forma covalente o no covalente a la
secuencia de aminoacidos, tal como una molécula reportera que se enlaza para facilitar su deteccion, y residuos de
aminoacidos de origen no natural con relacion a la secuencia de aminoacidos de una proteina de origen natural.

Ademas, “derivados” también incluye fusiones de la forma de origen natural de la proteina con péptidos marcadores
tales como FLAG, HIS6 o tiorredoxina (para una revision de los péptidos marcadores, véase Terpe, App. Microbiol.
Biotechnol. 60, 523 - 533, 2003).

Ortélogo(s) / Paralogo(s)
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Los ortélogos y los paralogos abarcan conceptos evolucionarios utilizados para describir las relaciones ancestrales
de los genes. Los paralogos son genes dentro de la misma especie que se han originado a través de la duplicacion
de un gen ancestral; los ortdlogos son genes de diferentes organismos que se han originado a través de
especiacion, y se derivan también de un gen ancestral comun.

Dominio

El término "dominio" se refiere a un conjunto de aminoacidos conservados en posiciones especificas a lo largo de
una alineacidon de secuencias de proteinas relacionadas por evolucion. Mientras que los aminoacidos en otras
posiciones pueden variar entre homodlogos, los aminoacidos que son altamente conservados en posiciones
especificas indican aminoacidos que son probablemente esenciales en la estructura, estabilidad o funcion de una
proteina. ldentificados por su alto grado de conservacion en secuencias alineadas de una familia de homaélogos de
proteina, se pueden utilizar como identificadores para determinar si cualquier polipéptido en cuestion pertenece a
una familia de polipéptidos previamente identificada.

Motivo / Secuencia de consenso / Firma

El término "motivo" o “secuencia de consenso" o “firma” se refieren a una regién conservada corta en la secuencia
de proteinas relacionadas por evolucién. Los motivos son frecuentemente partes de dominios altamente
conservados, pero pueden incluir también solamente parte del dominio, o estar localizados fuera del dominio
conservado (si todos los aminoacidos del motivo caen fuera de un dominio definido).

Hibridacion

El término “hibridacién” como se define aqui es un proceso en donde las secuencias nucleotidicas complementarias
sustancialmente homologas se aparean entre si. El proceso de hibridacion puede ocurrir completamente en
solucion, es decir ambas moléculas de acido nucleico complementarias estan en solucion. El proceso de hibridacion
puede ocurrir también con una de las moléculas complementarias de acido nucleico inmovilizadas a una matriz tal
como perlas magnéticas, perlas de Sefarosa o cualquier otra resina. El proceso de hibridaciéon puede ocurrir ademas
con una de las moléculas complementarias de acido nucleico inmovilizadas a un soporte sélido tal como una
membrana de nitrocelulosa o de nailon o inmovilizada, por ejemplo, por medio de fotolitografia, por ejemplo a un
soporte de vidrio siliceo (éste ultimo conocido como arreglos de secuencias de acido nucleico o microarreglos o
como chips de secuencias de acido nucleico). Con el propdsito de permitir que se produzca la hibridacion, las
moléculas de acido nucleico son generalmente desnaturalizadas térmica o quimicamente para fundir una hebra
bicatenaria en dos hebras individuales y/o para remover horquillas u otras estructuras secundarias de las moléculas
de acido nucleico monocatenario.

El término “rigurosidad” se refiere a las condiciones bajo las cuales tiene lugar una hibridacion. La rigurosidad de la
hibridacion esta influenciada por condiciones tales como la temperatura, la concentracion salina, la fuerza iénica y la
composicion del amortiguador de hibridacién. En general, las condiciones de baja rigurosidad se seleccionan para
que sean aproximadamente 30°C menores al punto de fusién térmico (Tn) para la secuencia especifica a una fuerza
idnica y pH definidos. Las condiciones de rigurosidad media se dan en los casos donde la temperatura esta 20°C por
debajo de la Tn, y las condiciones de alta rigurosidad se dan en los casos cuando la temperatura esta 10°C por
debajo de la Tr. Las condiciones de hibridacion de alta rigurosidad se utilizan tipicamente para aislar las secuencias
de hibridacién que tienen una gran similitud de secuencia con la secuencia de acido nucleico objetivo. Sin embargo,
las secuencias de acido nucleico pueden desviarse en secuencia e incluso codificar un polipéptido sustancialmente
idéntico, debido a la degeneracion del cédigo genético. Por lo tanto, algunas veces pueden ser necesarias
condiciones de hibridacion de rigurosidad media, para identificar tales moléculas de secuencia de acido nucleico.

La Tm es la temperatura en condiciones de una fuerza iénica y pH def nidos, a la cual 50% de la secuencia objetivo
hibrida a una sonda perfectamente emparejada. La T, depende de las condiciones de la solucion y de la
composicion base y la longitud de la sonda. Por ejemplo, las secuencias mas largas hibridan especif camente a
temperaturas mas elevadas. La velocidad maxima de hibridaciéon se obtiene aproximadamente desde 16°C hasta
32°C por debajo de la Trm. La presencia de cationes monovalentes en la soluciéon de hibridacion reduce la repulsion
electrostatica entre las dos hebras de la secuencia de acido nucleico promoviendo de este modo la formacién del
hibrido; este efecto es visible para concentraciones de sodio de hasta 0,4 M (para concentraciones mas elevadas,
este efecto puede ignorarse). La formamida reduce la temperatura de fusiéon de los duplex ADN-ADN y ADN-ARN
con 0,6 hasta 0,7°C para cada por ciento de formamida, y la adiciéon de 50% de formamida permite que la hibridacion
se lleve a cabo entre 30 a 45°C, si bien la velocidad de la hibridacién se disminuira. La falta de emparejamiento de
los pares de bases reduce la velocidad de hibridacion y la estabilidad térmica de los duplex. En promedio y para
sondas largas, la T, disminuye aproximadamente 1°C por % de falta de emparejamiento de las bases. La Tr, puede
calcularse utilizando las siguientes ecuaciones, dependiendo de los tipos de hibridos:

1) hibridos de ADN - ADN (Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem, 138: 267 - 284, 1984):
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Tm=81,5°C + 16,6 x log1o[Na']? + 0,41 x % [G/C"] - 500 x [L°]" - 0,61 X % de formamida

2) hibridos de ADN - ARN o ARN - ARN:
Tm= 79,8 + 18,5 (log1o [Na'T’) + 0,58 (% de G/C®) + 11,8 (% de G/C")? - 820/L°

3) hibridos de oligo - ADN u oligo - ARN®:
Para <20 nucledtidos: Tm= 2 (In)
Para 20 - 35 nucledtidos: Tm= 22 + 1,46 (In)
& 0 para otro cation monovalente, pero sélo preciso en el rango de 0,01 - 0,4 M.
® s6lo preciso para % de GC en el rango de 30% a 75%.
° L = longitud del duplex en pares de bases.
d oligo, oligonucledtido; I, = longitud efectiva del cebador = 2 x (no. de G/C) + (no. de A/T).

El enlazamiento no especifico se puede controlar utilizando cualquiera entre una cantidad de técnicas conocidas
tales como, por ejemplo, bloqueo de la membrana con soluciones que contienen proteina, adiciones de ARN
heterdélogo, ADN, y SDS al amortiguador de hibridacion, y tratamiento con ARNasa. Para las sondas no homdlogas,
se puede llevar a cabo una serie de hibridaciones variando uno de (i) disminucién progresiva de la temperatura de
apareamiento (por ejemplo de 68°C hasta 42°C) o (ii) disminucion progresiva de la concentracion de formamida (por
ejemplo desde 50% hasta 0%). La persona ordinariamente capacitada conoce diferentes parametros que pueden ser
alterados durante la hibridacion y los cuales o bien mantendran o cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Ademas de las condiciones de hibridacion, la especif cidad de la hibridacion tipicamente también depende de la
funcién de los lavados posteriores a la hibridacion. Para eliminar el medio resultante de la hibridacion no especif ca,
se lavan las muestras con soluciones salinas diluidas. Los factores criticos de tales lavados incluyen la fuerza ionica
y la temperatura de la solucion final de lavado: cuanto mas baja la concentracion de sal y mas alta la temperatura de
lavado, mayor la rigurosidad del lavado. Las condiciones de lavado se llevan a cabo tipicamente en o por debajo de
la rigurosidad de la hibridacion. Una hibridacion positiva produce una sefial que es al menos dos veces aquella de la
sefial de fondo. En general, las condiciones rigurosas adecuadas para los ensayos de hibridacion de la secuencia de
acido nucleico o los procedimientos de deteccion por amplificacion génica son como se expusieron anteriormente.
Las condiciones mas o menos rigurosas también se pueden seleccionar. Una persona normalmente capacitada en la
técnica conoce diferentes parametros que pueden ser alterados durante el lavado y que o bien mantendran o
cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Por ejemplo, las condiciones tipicas de hibridacion de alta rigurosidad para los hibridos de ADN de longitud superior
a 50 nucledtidos abarcan la hibridacion a 65°C en 1x SSC o0 a 42°C en 1x SSC y 50% de formamida, seguido por un
lavado a 65°C en 0,3x SSC. Los ejemplos de condiciones de hibridacion de rigurosidad media para los hibridos de
ADN de longitud superior a 50 nucledtidos abarcan la hibridacion a 50°C en 4x SSC o a 40°C en 6x SSC y 50% de
formamida, seguido por un lavado a 50°C en 2x SSC. La longitud del hibrido es de la longitud anticipada para la
hibridacion del acido nucleico. Cuando se hibridan moléculas de acido nucleico de secuencia conocida, se puede
determinar la longitud del hibrido por medio de la alineacién de las secuencias y la identificacion de las regiones
conservadas descritas aqui. 1x SSC es NaCl 0,15 M y citrato sddico 15 mM; la solucion de hibridacion y las
soluciones de lavado pueden incluir ademas 5 x del reactivo de Denhardt, 0,5 - 1,0% de SDS, 100 ug/ml de ADN de
esperma de salmoén fragmentado y desnaturalizado, 0,5% de pirofosfato de sodio.

Para los propdsitos de def nir el nivel de rigurosidad, puede hacerse referencia a Sambrook et al. (2001) Molecular
Cloning: a laboratory manual, 3a Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New York o a Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989 y sus actualizaciones anuales).

Variante de Empalme

El término “variante de empalme" tal como se utiliza aqui abarca las variantes de una secuencia de acido nucleico
en las cuales se han suprimido, reemplazado, desplazado o agregado los intrones y/o exones seleccionados, o en
las cuales se han acortado o alargado los intrones. Tales variantes seran aquellas en las cuales se retiene
sustancialmente la actividad bioldgica de la proteina; esto se puede lograr reteniendo selectivamente segmentos
funcionales de la proteina. Tales variantes de empalme pueden hallarse en la naturaleza o pueden ser artificiales.
Los métodos para predecir y aislar tales variantes de empalme son bien conocidos en la técnica (ver por ejemplo
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Foissac y Schiex (2005) BMC Bioinformatics 6: 25).
Variante alélica

Los alelos o las variantes alélicas son formas alternativas de un gen dado, localizados en la misma posicion
cromosomica. Las variantes alélicas abarcan los Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNP por sus siglas en
inglés), asi como también los Polimorfismos de Insercion/Supresion pequena (INDEL por sus siglas en inglés). El
tamafo de los INDEL es usualmente inferior a 100 pb. Los SNP y los INDEL forman el conjunto mas grande de
variantes de secuencia en las cadenas polimorficas de origen natural de la mayoria de los organismos.

Transposicion de genes / Evolucion dirigida

La transposicion de genes o la evolucion dirigida consiste de iteraciones de la transposicion del ADN seguida por la
deteccién y/o seleccion apropiada para generar variantes de secuencias de acido nucleico o porciones de las
mismas que codif can las proteinas que tienen una actividad biolégica modificada (Castle et al., (2004) Science
304(5674): 1151 - 4; patentes estadounidenses Nos. 5.811.238 y 6.395.547).

Elemento regulador / Secuencia de control / Promotor

Los términos “elemento regulador”, "secuencia de control” y “promotor” se utilizan todos en forma intercambiable en
la presente descripciéon y se deben tomar en un contexto amplio para referirse a secuencias reguladoras de acido
nucleico capaces de efectuar la expresion de las secuencias a las cuales estan ligadas. El término ‘promotor’
tipicamente se refiere a una secuencia control de la secuencia de acido nucleico localizada secuencia arriba del
inicio de la transcripcion de un gen y la cual esta involucrada en el reconocimiento y enlazamiento de la ARN
polimerasa y otras proteinas, dirigiendo de este modo la transcripcion de un de acido nucleico operativamente
enlazado. Abarcados por los términos antes mencionados, se hallan las secuencias reguladoras de la transcripcion
que se derivan de un gen gendmico eucariota clasico (que incluye la caja TATA la cual es necesaria para la
iniciacion precisa de la transcripcion, con o sin una secuencia de la caja CCAAT) y elementos reguladores
adicionales (es decir, secuencias activadoras secuencia arriba, reforzadoras y silenciadoras) los cuales alteran la
expresion génica en respuesta a estimulos de desarrollo y/o externos, o en una forma especifica del tejido. También
se incluyen dentro del término una secuencia reguladora de la transcripcion de un gen procariota clasico, en cuyo
caso puede incluir una secuencia de caja -35 y/o secuencias reguladoras de la transcripcion de caja -10. El término
“elemento regulador" también abarca una molécula sintética de fusiéon o un derivado que confiere, activa o mejora la
expresion de una molécula de la secuencia de &cido nucleico en una célula, tejido u érgano.

Un “promotor de una planta" incluye elementos reguladores, los cuales median la expresiéon de un segmento de una
secuencia de codificacién en células de plantas. El “promotor de la planta" preferiblemente se origina a partir de una
célula de la planta, por ejemplo, a partir de la planta la cual es transformada con la secuencia de acido nucleico que
va a ser expresada en el proceso de la invencion y descrita aqui. Esto también aplica a otras sefiales reguladoras de
la “planta”, tales como terminadores de la “planta”. Los promotores secuencia arriba de las secuencias nucleotidicas
utiles en los métodos de la presente invencion pueden ser modificados mediante una o mas sustituciones,
inserciones y/o supresiones de nucledtidos sin interferir con la funcionalidad o actividad ya sea de los promotores, el
marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés) o la region reguladora 3' tal como terminadores u otras
regiones reguladoras 3’ las cuales se localizan lejos del ORF. Ademas es posible que la actividad de los promotores
se incremente por la modificacion de su secuencia, o que sean completamente reemplazados por promotores mas
activos, incluso promotores de organismos heterélogos. Para la expresion en plantas, la molécula de la secuencia de
acido nucleico debe, como se describidé anteriormente, estar operativamente enlazada a un promotor adecuado, o
contener un promotor adecuado, el cual expresa al gen en el momento adecuado y con el patron de expresion
espacial requerido.

Para la identificacion de promotores funcionalmente equivalentes, se pueden analizar la fuerza del promotor y/o el
patron de expresion de un promotor candidato por ejemplo enlazando operativamente el promotor a un gen reportero
y ensayando el nivel de expresion y el patron del gen reportero en diferentes tejidos de la planta. Los genes
reporteros adecuados bien conocidos incluyen por ejemplo a la beta-glucuronidasa o a la beta-galactosidasa. La
actividad del promotor se ensaya mediante la medicion de la actividad enzimatica de la beta-glucuronidasa o la beta-
galactosidasa. La fuerza del promotor y/o el patrén de expresién pueden ser comparados luego con la de un
promotor de referencia (tal como el utilizado en los métodos de la presente invencion). En forma alternativa, la fuerza
del promotor se puede ensayar cuantificando los niveles de ARNm o comparando los niveles de ARNm de la
secuencia de acido nucleico utilizada en los métodos de la presente invencion, con niveles de ARNm de los genes
de mantenimiento tales como el ARNr 18S, utilizando métodos conocidos en la técnica, tal como las transferencias
tipo Northern con analisis densitométrico de autorradiogramas, PCR cuantitativa en tiempo real o RT-PCR (Heid et
al, 1996, Genome Methods 6: 986 - 994). En general, por “promotor débil" se entiende un promotor que dirige la
expresion de una secuencia de codificacion a un nivel bajo. Por “nivel bajo" se entiende a niveles de
aproximadamente 1/10.000 de transcriptos hasta aproximadamente 1/100.000 de transcriptos, hasta
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aproximadamente 1/500.0000 de transcriptos por célula. Por el contrario, un “promotor fuerte" dirige la expresion de
una secuencia de codificacion a nivel alto, o aproximadamente a 1/10 de transcriptos hasta aproximadamente 1/100
de transcriptos hasta aproximadamente 1/1.000 de transcriptos por célula. En general, por “promotor de fuerza
media" se entiende un promotor que dirige la expresion de una secuencia de codificacion a un nivel que esta en
todos los casos por debajo de aquel obtenido bajo el control de un promotor 35S del CaMV.

Operativamente enlazado

El término “operativamente enlazado” tal como se utiliza aqui, se refiere a un enlace funcional entre la secuencia
promotora y el gen de interés, de modo que la secuencia promotora pueda iniciar la transcripcién del gen de interés.

Promotor constitutivo

Un "promotor constitutivo” se refere a un promotor que es transcripcionalmente activo durante la mayoria de las
fases, pero no necesariamente todas, de crecimiento y desarrollo y bajo la mayoria de las condiciones ambientales,
en al menos una célula, tejido U 6rgano. La Tabla 2a a continuaciéon muestra ejemplos de promotores constitutivos.

Tabla 2a: Ejemplos de promotores constitutivos de la planta

Fuente de Genes Referencia

Actina McElroy et al, Plant Cell, 2: 163 - 171, 1990

HMGB WO 2004/070039

G0OS2 de Pater et al, Plant J Nov; 2(6): 837 - 44, 1992, WO 2004/065596
Ubiquitina Christensen et al, Plant Mol. Biol. 18: 675 - 689, 1992
Ciclofilina de arroz Buchholz et al, Plant Mol Biol. 25(5): 837 - 43, 1994
Histona H3 de maiz Lepetit et al, Mol. Gen. Genet. 231: 276 - 285, 1992
Histona H3 de alfalfa Wu et al. Plant Mol. Biol. 11: 641 - 649, 1988

Actina 2 An et al, Plant J. 10(1); 107 - 121, 1996

Subunidad pequefia de Rubisco Patente de los Estados Unidos No. 4.962.028

Ocs Leisner (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85(5): 2553
SAD1 Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

SAD2 Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696
V-ATPasa WO 01/14572

Proteinas de caja G WO 94/12015

Promotor ubicuo
Un promotor ubicuo es activo sustancialmente en todos los tejidos o células de un organismo.
Promotor regulado por desarrollo

Un promotor regulado por desarrollo es activo durante ciertas etapas del desarrollo o en partes de la planta que
experimentan cambios en el desarrollo.

Promotor inducible

Un promotor inducible ha inducido o incrementado la iniciacion de la transcripcién en respuesta a un estimulo
quimico (para una revision véase Gatz, 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48: 89 - 108), ambiental o
fisico, o puede ser “inducible por estrés”, es decir activado cuando una planta es expuesta a diferentes condiciones
de estrés, o un promotor "inducible por patégenos”, es decir activado cuando una planta es expuesta a diferentes
patégenos.

Promotor especif co de un érgano / Especif co de un tejido

Un promotor especif co de un 6rgano o especifico de un tejido es uno que es capaz de iniciar Preferiblemente la
transcripcion en ciertos organos o tejidos, tales como las hojas, las raices, el tejido de la semilla, etc. Por ejemplo, un
“promotor especif co de la raiz” es un promotor que es transcripcionalmente activo predominantemente en las raices
de la planta, sustancialmente con la exclusion de cualquier otra parte de una planta, mientras que aun permite
cualquier expresion defectuosa en estas otras partes de la planta. Los promotores capaces de iniciar la transcripcion
en ciertas células Unicamente se denominan aqui como “especificos de la célula".

Ejemplos de promotores especificos de la raiz se enumeran en la Tabla 2b a continuacién:
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Tabla 2b: Ejemplos de promotores especificos de la raiz

Fuente del gen Referencia

RCc3 Plant Mol Biol. 1995 Jan; 27(2): 237 - 48

PHT1 de Arabidopsis Kovama et al., 2005; Mudge et al. (2002, Plant J. 31: 341)

Transportador de fosfato de Medicago Xiao et al., 2006

Pyk10 de Arabidopsis Nitz et al. (2001) Plant Sci 161(2): 337 - 346

Genes expresable en la raiz Tingey et al., EMBO J. 6: 1, 1987.

Gen inducible por la auxina del tabaco Van der Zaal et al., Plant Mol. Biol. 16, 983, 1991.

B-tubulina Oppenheimer, et al., Gene 63: 87, 1988.

Genes especificos de la raiz del tabaco Conkling, et al., Plant Physiol. 93: 1203, 1990.

Gen G1-3b de B. napus United States Patent No. 5, 401, 836

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

LRX1 Baumberger et al. 2001, Genes & Dev. 15: 1128

BTG-26 Brassica napus US 20050044585

Lede AHL 19/201 (tomate) Lauter et al. (1996, PNAS 3:8139)

El LeNRT1-1 (tomate) Lauter et al. (1996, PNAS 3:8139)

Gen de la patatina clase | (patata) Liu et al., Plant Mol. Biol. 153: 386 - 395, 1991.

KDC1 (Daucus carota) Downey et al. (2000, J. Biol. Chem. 275: 39420)

W Song (1997) PhD Thesis, North Carolina State University, Raleigh,

Gen TobRB7 NC. EUA

OsRAB5a (arroz) Wang et al. 2002, Plant Sci. 163: 273

ALF5 (Arabidopsis) Diener et al. (2001, Plant Cell 13: 1625)

NRT2;1 Np (N. plumbaginifolia)
Lectina especifica de la raiz de la cebada

Quesada et al. (1997, Plant Mol. Biol. 34:265)
Lerner & Raikhel (1989) Plant Phys 91: 124 - 129

Proteina rica en hidroxiprolina especifica

. Keller & Lamb (1989) Genes & Dev 3: 1639 - 1646
de la raiz

CDC27B/hobbit de Arabidopsis Blilou et al. (2002) Genes & Dev 16: 2566 - 2575

Un promotor especif co de semilla es transcripcionalmente activo predominantemente en el tejido de la semilla, pero
no necesariamente exclusivamente en el tejido de la semilla (en casos de expresion defectuosa). EI promotor
especifico de la semilla puede estar activo durante el desarrollo de la semilla y/o durante la germinacion. Ejemplos
de promotores especificos de semilla se muestran en la Tabla 2c a continuacién. Otros ejemplos de promotores
especif cos de semilla se presentan en Qing Qu y Takaiwa (Plant Biotechnol. J. 2, 113 - 125, 2004), cuya divulgacion

se incorpora aqui por referencia como si se la hubiera expuesto en su totalidad.

Tabla 2c: Ejemplos de promotores especificos de la semillas

Fuente de Genes

Referencia

Gene especificos de la semilla

Simon et al., Plant Mol. Biol. 5: 191, 1985.

Scofield et al., J. Biol. Chem. 262: 12202, 1987.

Baszczynski et al., Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990.

Albumina de la nuez del Brasil

Pearson et al., Plant Mol. Biol. 18: 235 - 245, 1992.

Legumina

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

glutelina (arroz)

Takaiwa et al., Mol. Gen. Genet. 208: 15 - 22, 1986;

Takaiwa et al., FEBS Letts. 221: 43 - 47, 1987.

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

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

Glutenina-1 LMW y HMW de trigo Mol Gen Genet 216: 81 - 90, 1989; NAR 17: 461 - 2, 1989
SPA de trigo Albani et al, Plant Cell, 9: 171-184, 1997

a, B, y-gliadinas de trigo

EMBO J. 3: 1409 - 15, 1984

Promotor Itr1 de cebada

Diaz et al. (1995) Mol Gen Genet 248(5): 592 - 8

Hordeina B1, C, D de cebada

Theor Appl Gen 98: 1253 - 62, 1999; Plant J 4: 343 - 55,
1993; Mol Gen Genet 250: 750 - 60, 1996

DOF de cebada

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

blz2

EP99106056.7

Promotor sintético

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

Prolamina NRP33 de arroz

Wou et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885 - 889, 1998

a-globulina Glb-1 de arroz

Wou et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885 - 889, 1998
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(continuacién)

Fuente de Genes

Referencia

OSH1 de arroz

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

a-globulina REB/OHP-1 de arroz

Nakase et al. Plant Mol. Biol. 33: 513 - 522, 1997

ADP-glucosa pirofosforilasa de arroz

Trans Res 6: 157 - 68, 1997

Familia de genes ESR del maiz

Plant J 12: 235 - 46, 1997

a-kafirina del sorgo

DeRose et al., Plant Mol. Biol 32: 1029 - 35, 1996

KNOX

Postma-Haarsma et al, Plant Mol. Biol. 39: 257 - 71, 1999

Oleosina del arroz

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

Oleosina de girasol

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

Proteina ribosomal 40S putativa del arroz, PR00117

WO 2004/070039

Alanina aminotransferasa del arroz, PRO0136 No publicada
Inhibidor ITR1 de tripsina (cebada), PRO0147 No publicada
WSI18 de arroz, PRO0151 WO 2004/070039
RAB21 de arroz, PRO0175 WO 2004/070039
PRO005 WO 2004/070039
PRO0095 WO 2004/070039

a-amilasa (Amy32b)

Lanahan et al, Plant Cell 4: 203 - 211, 1992; Skriver et al,
Proc Natl Acad Sci USA 88: 7266 - 7270, 1991

Gen tipo catepsina 8

Cejudo et al, Plant Mol Biol 20: 849 - 856, 1992

Cebada Ltp2

Kalla et al., Plant J. 6: 849 - 60, 1994

Chi26

Leah et al., Plant J. 4: 579 - 89, 1994

Maiz B-Peru

Selinger et al., Genetics 149; 1125 - 38, 1998

Un “promotor activo en partes aéreas” se refiere a un promotor que es capaz de iniciar preferencialmente la
transcripcién en partes aéreas de una planta sustancialmente con la exclusion de cualquier otra de las partes de la
planta (especificamente las partes por debajo de las partes aéreas), mientras que todavia permite cualquier
expresion defectuosa en esas otras partes de la planta. La Tabla 2d a continuacién muestra ejemplos de tales
promotores, que son transcripcionalmente activos predominantemente en tejido verde.

Un promotor especifico del tejido verde como se define aqui, es un promotor que es transcripcionalmente activo
predominantemente en tejido verde, sustancialmente con la exclusion de cualquier otra de las partes de una planta,
mientras que aun permite cualquier expresion defectuosa en estas otras partes de la planta.

Ejemplos de promotores especificos del tejido verde que pueden ser utilizados para llevar a cabo los métodos de la
invencién son presentados en la Tabla 2d a continuacion.

Tabla 2d: Ejemplos de promotores especificos del tejido verde

Referencia
Fukavama et al., 2001
Kausch et al., 2001

Gen Expresion
Ortofosfato diquinasa del maiz Especifica de la hoja
Fosfoenolpiruvato carboxilasa del maiz Especifica de la hoja

Fosfoenolpiruvato carboxilasa del arroz Especifica de la hoja | Liu et al., 2003
Pequena subunidad de Rubisco del arroz Especifica de la hoja Nomura et al., 2000
Beta expansina EXBP9 del arroz Especifica del brote WO 2004/070039

Pequefia subunidad de Rubisco del guandu
RBCS3A del guisante

Especifica de la hoja
Especifica de la hoja

Panguluri et al., 2005

Otro ejemplo de un promotor especifico del tejido es un promotor especifico del meristema, el cual es
transcripcionalmente activo predominantemente en el tejido meristematico, sustancialmente con la exclusién de
cualquier otra de las partes de una planta, mientras que aun permite cualquier expresion defectuosa en estas otras
partes de la planta. Ejemplos de promotores especificos del meristema que pueden ser utilizados para llevar a cabo
los métodos de la invencién se presentan en la Tabla 2e a continuacion.

11



10

ES 2440265 T3

Tabla 2e: Ejemplos de promotores especif cos del meristema

Fuente del gen

Patron de expresion Referencia

OSH1 del arroz

Meristema apical del brote, desde la etapa
globular embrionaria hasta la etapa de plantula

Sato et al. (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 93: 8117 - 8122

Metalotioneina del arroz

Especifico del meristema BAD87835.1

WAK1 & WAK 2

Meristemas apicales de raiz y de brote, y en
hojas y sépalos en expansion

Wagner & Kohorn (2001) Plant Cell
13(2): 303 - 318

Tabla 2f: Ejemplos de promotores especificos del endospermo

Fuente del gen

Referencia

glutelina (arroz)

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

zeina

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

glutenina-1 de alto y de
bajo peso molecular del
trigo

Colot et al. (1989) Mol Gen Genet 216: 81 - 90, Anderson et al. (1989) NAR 17: 461 - 2

SPA de trigo

Albani et al. (1997) Plant Cell 9: 171 - 184

gliadinas del trigo

Rafalski et al. (1984) EMBO 3: 1409 - 15

Promotor Itr1 de cebada

Diaz et al. (1995) Mol Gen Genet 248(5): 592 - 8

Hordeina de cebada B1,
C,D

Cho et al. (1999) Theor Appl Genet 98: 1253 - 62; Muller et al. (1993) Plant J 4: 343 -
55; Sorenson et al. (1996) Mol Gen Genet 250: 750 - 60

DOF de cebada

Mena et al, (1998) Plant J 116(1): 53 - 62

blz2

Onate et al. (1999) J Biol Chem 274(14): 9175 - 82

(continuacién)

Fuente del gen

Referencia

Promotor sintético

Vicente-Carbajosa et al. (1998) Plant J 13: 629 - 640

Prolamina NRP33 de arroz

Wou et al, (1998) Plant Cell Physiol 39(8) 885 - 889

Globulina Glb-1 de arroz

Wou et al. (1998) Plant Cell Physiol 39(8) 885 - 889

Globulina REB/OHP-1 de
arroz

Nakase et al. (1997) Plant Molec Biol 33: 513 - 522

ADP-glucosa
pirofosforilasa de arroz

Russell et al. (1997) Trans Res 6: 157 - 68

Familia del gen ESR de
maiz

Opsahl-Ferstad et al. (1997) Plant J 12: 235 - 46

Kafirina de sorgo

DeRose et al. (1996) Plant Mol Biol 32: 1029 - 35

Tabla 2g: Ejemplos de promotores especificos del embrion

Fuente del gen

Referencia

OSH1 de arroz

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

KNOX

Postma - Haarsma et al, Plant Mol. Biol. 39: 257 - 71, 1999

PRO0151

WO 2004/070039

PRO0175

WO 2004/070039

PRO005

WO 2004/070039

PRO0095

WO 2004/070039

Tabla 2h: Ejemplos de promotores especificos de la aleurona

Fuente del gen

Referencia

a-amilasa (Amy32b)

Lanahan et al, Plant Cell 4: 203 - 211, 1992; Skriver et al, Proc Natl Acad Sci USA 88:
7266 - 7270, 1991

Gen del tipo
catepsina B

Cejudo et al, Plant Mol Biol 20: 849 - 856, 1992

Ltp2 de cebada

Kalla et al., Plant J. 6: 849 - 60, 1994

Chi26

Leah et al., Plant J. 4: 579 - 89, 1994

B-Peru de maiz

Selinger et al., Genetics 149; 1125 - 38,1998

Terminador

El término "terminador" abarca una secuencia de control que es una secuencia de ADN al extremo de una unidad de
transcripcion la cual sefiala el procesamiento 3’ y la poliadenilacion de un transcripto primario y la terminacion de la
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transcripcion. El terminador puede derivarse del gen natural, a partir de una variedad de otros genes de planta, o del
ADN-T. El terminador que va a ser afadido puede derivarse de, por ejemplo, los genes de la nopalina sintasa o de la
octopina sintasa, o en forma alternativa de otro gen de la planta, o con menor preferencia a partir de cualquier otro
gen eucariota.

Modulacion

El término “modulacion” significa en relacion con expresion o con expresion génica, un proceso en el cual el nivel de
expresion es cambiado por dicha expresion génica en comparacién con la planta de control, Preferiblemente el nivel
de expresion se incrementa. La expresion original, no modulada puede ser de cualquier tipo de expresion de un ARN
estructural (ARNr, ARNt) o de ARNm con posterior traduccién. El termino “que modula la actividad” significa
cualquier cambio de la expresioén de las secuencias de acido nucleico de la invencién o las proteinas codificadas, lo
cual conduce a un mayor rendimiento y/o a un mayor crecimiento de las plantas.

Expresion

El término “expresién” o “expresion génica” significa la transcripcion de un gen especifico o genes especificos o
constructo genético especifico. El término “expresion” o “expresion génica” significa en particular la transcripcion de
un gen o genes o un constructo genético en un ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARNm con o sin traduccién posterior
de este ultimo en una proteina. El proceso incluye la transcripcion de ADN y el procesamiento del producto de
ARNm resultante.

Expresion incrementada / sobreexpresion

El término “expresion incrementada” o "sobreexpresion" tal como se utiliza aqui signif ca cualquier forma de
expresion que sea adicional al nivel original de expresion de tipo silvestre.

Los métodos para incrementar la expresion de los genes o de los productos génicos estan bien documentados en la
técnica e incluyen, por ejemplo, la sobreexpresion conducida por promotores apropiados, el uso de incrementadores
de la transcripcion o incrementadores de la traduccién. Las secuencias de acido nucleico aisladas que sirven como
elementos promotores o incrementadores pueden ser introducidas en una posicion apropiada (tipicamente
secuencia arriba) de una forma no heteréloga de un polinucleétido para favorecer la expresion de una secuencia de
acido nucleico que codifica al polipéptido de interés. Por ejemplo, los promotores endégenos pueden ser alterados in
vivo por medio de mutacion, supresion, y/o sustitucion (véase, Kmiec, patente de los Estados Unidos No. 5.565.350;
Zarling et al., W09322443), o se pueden introducir los promotores aislados en una célula de una planta en la
orientacion y distancia apropiados de un gen de la presente invencion para controlar la expresion del gen.

Si se desea una expresion polipeptidica, en general es deseable incluir una region de poliadenilacion en el extremo
3’ de un regioén de codificacion del polinucleétido. La region de poliadenilacion puede derivarse del gen natural, a
partir de una variedad de otros genes de la planta, o a partir del ADN-T. La secuencia del extremo de 3’ que va a ser
afadida puede derivarse, por ejemplo, de los genes de la nopalina sintasa o de la octopina sintasa, o en forma
alternativa a partir de otro gen de la planta, o menos preferiblemente a partir de cualquier otro gen eucariota.

También se puede afadir una secuencia del intron a la region no traducida (UTR) 5’ o en la secuencia codificadora
de la secuencia de codificacion parcial para incrementar la cantidad del mensaje de maduracién que se acumula en
el citosol. La inclusién de un intrén que puede empalmarse en la unidad de transcripcion tanto en los constructos de
expresion de plantas como de animales ha demostrado que incrementa la expresién génica tanto en los niveles de
ARNm como de proteina hasta 1000 veces (Buchman y Berg (1988) Mol. Cell Biol. 8: 4395 - 4405; Callis et al.
(1987) Genes Dev. 1: 1183 - 1200). Tal incremento del intrén de la expresidon génica es tipicamente mayor cuando
se localiza cerca del extremo 5’ de la unidad de transcripcion. El uso de los intrones del maiz, intron Adh1-S 1,2y 6
y el intrén de Bronce-1 es conocido en la técnica. Para informacion general, véase: The Maize Handbook, Capitulo
116, Freeling and Walbot, Eds., Springer, N.Y. (1994).

Gen endégeno

La referencia aqui a un gen “endégeno” no solo se refiere al gen en cuestion tal como se encuentra en una planta en
su forma natural (es decir, sin que exista intervencion humana alguna), sino que también se refiere al mismo gen (o
un acido nucleico/gen sustancialmente homdélogo) en un forma aislada posteriormente (re)introducido en una planta
(un transgén). Por ejemplo, una planta transgénica que contiene dicho transgén puede encontrar una reduccion
sustancial de la expresion del transgén y/o una reduccion sustancial de la expresién del gen enddgeno.

El gen aislado se puede aislar de un organismo o ser elaborado por el hombre, por ejemplo por medio de sintesis
quimica.
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Expresion disminuida

La referencia que se hace aqui a una “expresion disminuida” o a una “reduccion o eliminacion sustancial" de la
expresion se pretende que signifique una disminucion en la expresion del gen endégeno y/o de los niveles de
polipéptido y/o de la actividad del polipéptido con relacién a las plantas de control. La reduccion o la eliminacion
sustancial es en orden creciente de preferencia una reduccion de al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50%, 60%, 70%,
80%, 85%, 90%, 0 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas en comparacion con las de las plantas de control.

Para la reduccién o la eliminacién sustancial de la expresion de un gen endégeno en una planta, se requiere de una
longitud suficiente de nucledtidos sustancialmente contiguos de una secuencia de acido nucleico. Con el fin de llevar
a cabo el silenciamiento génico, este puede ser tan pequefio como de 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 o
menos nucleodtidos, alternativamente este puede ser tanto como el gen completo (incluyendo la UTR de 5’ y/o 3, ya
sea en parte o completa). El alargamiento de nucledtidos sustancialmente contiguos puede derivarse de la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de interés (gen objetivo), o de cualquier secuencia de acido
nucleico capaz de codificar un ortélogo, un paralogo o un homélogo de la proteina de interés. Preferiblemente, el
alargamiento de los nucleétidos sustancialmente contiguos es capaz de formar enlaces de hidrégeno con el gen
objetivo (ya sea una cadena sentido o antisentido), mas preferiblemente, el alargamiento de los nucleétidos
sustancialmente contiguos tiene, en orden creciente de preferencia, una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% con respecto al gen objetivo (ya sea una cadena sentido o
antisentido). Una secuencia de acido nucleico que codif ca un polipéptido (funcional) no es un requerimiento para los
diferentes métodos discutidos aqui para la reduccion o eliminacion sustancial de la expresion de un gen enddgeno.

Esta reduccioén o eliminacién sustancial de la expresion puede lograrse mediante el uso de herramientas y técnicas
de rutina. Un método para la reduccién o eliminacion sustancial de la expresion del gen enddégeno es mediante el
silenciamiento mediado por ARN utilizando una repeticion invertida de una secuencia de acido nucleico o una parte
de la misma (en este caso un alargamiento de nucleétidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés, o
de cualquier secuencia de acido nucleico capaz de codif car un ortélogo, paralogo u homoélogo de la proteina de
interés), preferiblemente capaz de formar una estructura de horquilla. Otro ejemplo de un método de silenciamiento
del ARN involucra la introduccidon de secuencias de acido nucleico o de partes de las mismas (en este caso un
alargamiento de nucleétidos sustancialmente contiguos que derivan del gen de interés, o de cualquier secuencia de
acido nucleico capaz de codif car un ortélogo, paralogo u homoélogo de la proteina de interés), en una orientacion
sentido en una planta. Otro ejemplo de un método de silenciamiento de ARN involucra el uso de secuencias de
acido nucleico antisentido. El silenciamiento génico también puede lograrse mediante mutagénesis de insercién (por
ejemplo, insercion de ADN-T o insercion de un transposon) o mediante estrategias como las descritas, entre otros,
por Angeli y Baulcombe ((1999) Plant J 20(3): 357 - 62), (Amplicon VIGS WO 98/36083), o Baulcombe (WO
99/15682). Otros métodos, tal como el uso de anticuerpos dirigidos a un polipéptido endégeno para inhibir su funcion
en la planta, o la interferencia en la ruta de sefalizacion en la cual esta involucrado un polipéptido, seran bien
conocidos por aquellos normalmente capacitados en el arte. Se pueden utilizar microARN artificiales (miARNa) y/o
naturales para desactivar la expresiéon génica y/o la traduccion del ARNm. Los miARN enddgenos son los ARN
monocatenarios pequefios tipicamente de 19 - 24 nucleétidos de largo. Los microARN artificiales (miARNa), que
tienen tipicamente 21 nucledétidos de longitud, pueden ser modificados por ingenieria genética especificamente para
regular en forma negativa la expresion génica de genes individuales o multiples de interés. Los determinantes de la
seleccidn objetivo del ARN micro de una planta son bien conocidos en la técnica. Los parametros empiricos para el
reconocimiento del objetivo han sido definidos y pueden ser utilizados para ayudar en el disefio de los ARNmia
especif cos (Schwab et at., (2005) Dev Cell 8(4): 517 - 27). Las herramientas convenientes para el disefio y
generacion de los miARNa y sus precursores también se encuentran disponibles al publico (Schwab et al., (2006)
Plant Cell 18(5): 1121 - 33).

En forma mas detallada:

Esta reduccién o eliminacion sustancial de la expresion puede ser alcanzada utilizando herramientas y técnicas de
rutina. Un método preferido para la reduccién o eliminacion sustancial de la expresion génica endogena es mediante
la introduccién y expresion en una planta de una construccion genética en la que el acido nucleico (en este caso un
tramo de nucleétidos sustancialmente contiguo derivado del gen de interés, o de cualquier acido nucleico capaz de
codificar un ortélogo, paralogo o un homélogo de una cualquiera de la proteinas de interés) se clona como una
repeticion invertida (en parte o completamente), separada por un espaciador (ADN no codificador).

En un método preferido tal, la expresion del gen enddégeno se reduce o elimina sustancialmente a través
silenciamiento mediado por ARN usando una repeticion invertida de un acido nucleico o una parte del mismo (en
este caso un tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés, o de cualquier acido
nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homadlogo de la proteina de interés), preferiblemente capaz de
formar una estructura de horquilla. La repeticion invertida se clona en un vector de expresion que comprende
secuencias de control. Una secuencia de acido nucleico no codificante de ADN (un espaciador, por ejemplo, un
fragmento de la regién de unién de la matriz (MAR), un intrén, un polienlazador, etc.) se encuentra entre los dos
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acidos nucleicos invertidos que forman la repeticion invertida. Después de la transcripcion de la repeticion invertida,
se forma un ARN quimérico con una estructura auto-complementaria (parcial o completa). Esta estructura de ARN
bicatenaria se denomina como el ARN de horquilla (ARNh). EI ARNh es procesado por la planta en los ARNi cortos
que se incorporan en un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). El RISC escinde aun mas los
transcritos de ARNm, lo que reduce sustancialmente el niumero de transcritos de ARNm que se traducen en
polipéptidos. Para mas detalles generales véase, por ejemplo, Grierson et al. (1998) publicacion internacional WO
98/53083; Waterhouse et al. (1999) publicacién internacional WO 99/53050).

El funcionamiento de los métodos de la invencién no se basa Unicamente en introducir y expresar en una planta una
construccidn genética en la cual se clona el acido nucleico como una repeticién invertida, sino en uno cualquiera o
mas de los diferentes métodos de "silenciamiento de genes" bien conocidos que pueden ser utilizados para
conseguir los mismos efectos.

Uno de tales métodos para la reduccion de la expresion de genes enddgenos es el silenciamiento mediado por ARN
de la expresion génica (subregulacion). El silenciamiento en este caso se activa en una planta por medio de una
secuencia de ARN bicatenario (ARNbc) que es sustancialmente similar a la del gen enddgeno objetivo. Este ARNbc
es procesado adicionalmente por la planta en aproximadamente 20 hasta aproximadamente 26 nucleétidos llamados
ARN cortos de interferencia (ARNi cortos). Los ARNi cortos se incorporan en un complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC) que escinde el transcrito de ARNm del gen enddgeno objetivo, o que reduce sustancialmente el
numero de transcripciones de ARNm que se traducen en un polipéptido. Preferiblemente, la secuencia de ARN
bicatenario corresponde a un gen objetivo.

Otro ejemplo de un método de silenciamiento de ARN implica la introduccion de secuencias de acido nucleico o
partes de las mismas (en este caso un tramo de nucleétidos sustancialmente contiguos derivado del gen de interés,
o de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homologo de la proteina de interés) en una
orientacion sentido en una planta. "Orientacion sentido" se refiere a una secuencia de ADN que es homdloga a un
transcrito de ARNm del mismo.

Introducido en una planta seria por lo tanto al menos una copia de la secuencia de acido nucleico. La secuencia de
acido nucleico adicional reducira la expresion del gen endégeno, dando lugar a un fenémeno conocido como co-
supresion. La reduccion de la expresion génica sera mas pronunciada si se introducen varias copias adicionales de
una secuencia de acido nucleico en la planta, ya que existe una correlacion positiva entre altos niveles de
transcripcion y la activacion de la co-supresion.

Otro ejemplo de un método de silenciamiento de ARN implica el uso de secuencias de acido nucleico antisentido.
Una secuencia de acido nucleico "antisentido" comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a
una secuencia de acido nucleico "sentido" que codifica una proteina, es decir, complementaria a la cadena
codificadora de una molécula de ADNc bicatenario o complementaria a una secuencia de transcripciéon de ARNm. La
secuencia de acido nucleico antisentido es preferentemente complementaria a la del gen enddégeno que va a ser
silenciado. La complementariedad se puede localizar en la "regién codificadora" y / o en la "regién no codificadora"
de un gen. El término "regién codificadora" se refiere a una regién de la secuencia de nucleétidos que comprende
codones que son traducidos en residuos de aminoacidos. El término "regién no codificadora" se refiere a secuencias
5'y 3' que flanquean la regién codificadora que se transcribe pero no se traduce en aminoacidos (también conocidas
como regiones no traducidas 5'y 3').

Las secuencias de acido nucleico antisentido se pueden disefiar de acuerdo con las reglas de Watson y Crick de
apareamiento de bases. La secuencia de acido nucleico antisentido puede ser complementaria a toda la secuencia
de acido nucleico (en este caso un tramo de nucleétidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés, o
de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homélogo de la proteina de interés), pero
también pueden ser un oligonucledtido que es antisentido a sélo una parte de la secuencia de acido nucleico
(incluyendo las UTR &' y 3' del ARNm). Por ejemplo, la secuencia antisentido del oligonucledtido puede ser
complementaria a la region que rodea el sitio de inicio de la traduccion de un transcrito de ARNm que codifica una
polipéptido. La longitud de una secuencia de oligonucleétidos antisentido adecuada es conocida en la técnica y
puede comenzar desde aproximadamente 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15 o 10 nucledtidos de longitud o menos. Una
secuencia de acido nucleico antisentido de acuerdo con la invencién puede ser construida usando sintesis quimica y
reacciones de ligacion enzimatica utilizando métodos conocidos en la arte. Por ejemplo, una secuencia de acido
nucleico antisentido (por ejemplo, una secuencia de oligonucleétido antisentido) puede ser quimicamente sintetizada
utilizando nucledtidos de origen natural o nucleétidos modificados en diferentes formas disefiados para aumentar la
estabilidad bioldgica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del duplex formado entre las secuencias
de acido nucleico antisentido y sentido, por ejemplo, se pueden utilizar derivados de fosforotioato y nucledtidos
sustituidos con acridina. Ejemplos de nucleétidos modificados que pueden utilizarse para generar las secuencias de
acido nucleico antisentido son bien conocidos en la técnica. Modificaciones de nucleétidos conocidos incluyen
metilacidn, ciclizacion y 'tapas' y sustitucién de uno o mas nucleétidos de origen natural que ocurren con un analogo
tal como inosina. Otras modificaciones de nucleétidos son bien conocidas en la técnica.
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La secuencia de acido nucleico antisentido puede producirse biolégicamente usando un vector de expresion en el
que un secuencia de acido nucleico ha sido subclonado en una orientacién antisentido (es decir, el ARN transcrito a
partir del acido nucleico insertado sera de una orientacién antisentido con un acido nucleico objetivo de interés).
Preferiblemente, la produccién de secuencias de acido nucleico antisentido en las plantas se produce por medio de
una construccion de acido nucleico integrada de forma estable que comprende un promotor, un oligonucleétido
antisentido enlazado de forma operativa, y un terminador.

Las moléculas de acido nucleico utilizadas para silenciamiento en los métodos de la invencién (ya sea introducidas
en una planta o generadas in situ) hibridan con o se enlazan con transcripciones de ARNm y/o ADN gendmico que
codifica un polipéptido para inhibir de este modo la expresion de la proteina, por ejemplo, mediante la inhibicién de la
transcripcion y/o la traducciéon. La hibridaciéon puede ser por medio de complementariedad convencional de
nucleotidos para formar un duplex estable, o, por ejemplo, en el caso de una secuencia de acido nucleico antisentido
que se enlaza con duplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco mayor de la doble hélice. Se
pueden introducir secuencias de acido nucleico antisentido en una planta por medio de transformacion o inyeccion
directa en un sitio especifico del tejido. Alternativamente, las secuencias de acido nucleico antisentido se pueden
modificar con células objetivo seleccionadas y después administrarse sistémicamente. Por ejemplo, para
administracion sistémica, se pueden modificar las secuencias de acido nucleico antisentido de tal manera que se
unan especificamente a receptores o antigenos expresados en una superficie celular seleccionada, por ejemplo, por
enlazamiento de una secuencia de acido nucleico antisentido con péptidos o anticuerpos que se enlazan con
receptores de superficie celular o antigenos. Las secuencias de acido nucleico antisentido también se pueden
suministrar a las células utilizando los vectores descritos en este documento.

De acuerdo con un aspecto adicional, la secuencia de acido nucleico antisentido es una secuencia de acido nucleico
a-anomeérico. Una secuencia de acido nucleico a-anomeérico forma hibridos bicatenarios especificos con ARN
complementario en el que, contrariamente a las unidades b usuales, las cadenas corren paralelas entre si (Gaultier
et al. (1987) Nucl Ac Res 15: 6625 - 6641). La secuencia de acido nucleico antisentido también puede comprender
un 2'-o-metilribonucledtido (Inoue et al. Nucl Ac Res 15, (1987) 6131 - 6148) o un analogo quimérico de ARN - ADN
(Inoue et al. (1987) FEBS Lett. 215, 327 - 330).

La reduccién o eliminacién sustancial de la expresion génica endégena también se pueden llevar a cabo usando
ribozimas. Las ribozimas son moléculas cataliticas de ARN con actividad de ribonucleasa que son capaces de
escindir una secuencia monocatenaria de acido nucleico, tal como un ARNm, con la que tienen una region
complementaria. Por lo tanto, las ribozimas (por ejemplo, ribozimas cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y
Gerlach (1988) Nature 334, 585 - 591) se puede utilizar para escindir cataliticamente transcritos de ARNm que
codifican un polipéptido, reduciendo asi sustancialmente el nUmero de transcritos de ARNm que son traducidos en
un polipéptido. Se puede disefiar una ribozima que tiene especificidad por una secuencia de acido nucleico (véase,
por ejemplo: Cech et al., patente de los Estados Unidos No. 4.987.071, y Cech et al., patente de los Estados Unidos
No. 5.116.742). Alternativamente, se pueden utilizar los transcritos de ARNm correspondientes a una secuencia de
acido nucleico para seleccionar un ARN catalitico que tiene una actividad especifica de ribonucleasa de una reserva
de moléculas de RNA (Bartel y Szostak (1993) Science 261, 1411 - 1418). El uso de ribozimas para silenciamiento
génico en plantas es conocido en la técnica (por ejemplo, Atkins et al. (1994) publicacion internacional WO
94/00012; Lenne et al. (1995) publicacion internacional WO 95/03404; Lutziger et al. (2000) publicacion internacional
WO 00/00619; Prinsen et al. (1997) publicacion internacional WO 97/13865 y Scott et al. (1997) publicacion
internacional WO 97/38116).

El silenciamiento génico se puede lograr también por medio de mutagénesis de insercion (por ejemplo, insercion de
ADN-T o inserciéon de transposon) o por medio de estrategias como las descritas, entre otros, por Angell y
Baulcombe ((1999) Plant J 20 (3): 357 - 62), (Amplicon VIGS publicacion internacional WO 98/36083), o Baulcombe
(publicacion internacional WO 99/15682).

El silenciamiento génico también puede producirse si hay una mutacién en un gen endégeno y / o una mutacién en
un gen / acido nucleico aislado introducido posteriormente en una planta. La reduccién o eliminacion sustancial
pueden ser causadas por un polipéptido no funcional. Por ejemplo, un polipéptido puede enlazarse con varias
proteinas que interactian; una o mas mutaciones y / o truncamientos puede por lo tanto proporcionar un polipéptido
que sea todavia capaz de enlazarse con proteinas que interactuan (tales como proteinas receptoras) pero que no
puede exhibir su funcién normal (tales como un ligando de sefializacion).

Otro enfoque para el silenciamiento de genes es por direccionamiento de secuencias de acido nucleico
complementarias a la region reguladora del gen (por ejemplo, el promotor y/o potenciadores) para formar estructuras
de triple hélice que evitan la transcripcion del gen en las células objetivo. Véase Helene, C., Anticancer Drug Res. 6,
569 - 84, 1991; Helene et al, Ann. N.Y. Acad. Sci. 660, 27 - 36 1992 ; y Maher, L. J. Bioassays 14, 807 - 15, 1992.

Otros métodos, tales como el uso de anticuerpos dirigidos a un polipéptido enddgeno para la inhibicién de su funcién
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in planta, o la interferencia en la ruta de sefializacion en la que esta involucrado un polipéptido, seran bien conocidos
por una persona capacitada. En particular, se puede prever que las moléculas artificiales pueden ser Utiles para la
inhibicion de la funcién biolégica de un polipéptido objetivo, o para interferir con la ruta de sefializacién en la esta
involucrado el polipéptido objetivo.

Por otra parte, se puede configurar un programa de cribado para identificar en una poblacién de plantas variantes
naturales de un gen, variantes que codifican polipéptidos con actividad reducida. Tales variantes naturales también
se pueden utilizar, por ejemplo, para llevar a cabo la recombinacion homologa.

Se pueden utilizar microARN artificiales y/o naturales (miARN) para desactivar la expresiéon génica y/o la traduccion
del ARNm. Los miARN enddgenos son pequeiios ARN monocatenarios de tipicamente 19 a 24 nucleétidos de
longitud. Ellos funcionan principalmente para regular la expresiéon génica y/o la traduccion del ARNm. La mayoria de
los microARN (los miARN) tienen una complementariedad perfecta o casi perfecta con sus secuencias objetivo. Sin
embargo, existen objetivos naturales con hasta cinco faltas de correspondencia. Se procesan a partir de los ARN no
codificadores mas largos con estructuras plegadas caracteristicas por medio de ARNasas especificas bicatenarias
de la familia Dicer. Tras el procesamiento, se incorporan en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC)
mediante el enlazamiento con su componente principal, una proteina Argonauta. Los miARN sirven como los
componentes de especificidad de RISC, ya que aparean las bases con acidos nucleicos objetivo, en su mayoria
ARNm, en el citoplasma. Eventos reguladores posteriores incluyen escisién y destruccion de ARNm objetivo y/o
inhibicion translacional. Los efectos de la sobreexpresion de miARN se reflejan a menudo por lo tanto en
disminucion de los niveles de ARNm de los genes objetivo.

Los microARN artificiales (miARNa), que son tipicamente de 21 nucleétidos de longitud, pueden ser genéticamente
modificados especificamente para regular negativamente la expresion génica de genes individuales o multiples de
interés. Los determinantes de la seleccion objetivo de microARN de la planta son bien conocidos en la técnica. Los
parametros empiricos para el reconocimiento objetivo han sido definidos y pueden ser utilizados para ayudar en el
disefio de los miARNa especificos, (Schwab et al., Dev. Cell 8, 517 - 527, 2005). También se encuentran disponibles
al publico herramientas convenientes para el disefio y la generacion de los miARNa y sus precursores (Schwab et al.
Plant Cell 18, 1121 - 1133, 2006).

Para un desempafio 6ptimo, las técnicas de silenciamiento génico utilizadas para reducir la expresion en una planta
de un gen enddgeno requieren del uso de secuencias de acido nucleico de plantas monocotiledoneas para la
transformacion de plantas monocotiledéneas, y de plantas dicotiledoneas para la transformacion de plantas
dicotiledoneas. Preferiblemente, se introduce una secuencia de acido nucleico de cualquier especie de planta dada
en esa misma especie. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico de arroz se transforma en una planta de arroz.
Sin embargo, no es un requerimiento absoluto que la secuencia de acido nucleico que va a ser introducida se origine
a partir de la misma especie de planta que la planta en la cual sera introducida. Es suf ciente que exista homologia
sustancial entre el gen objetivo endégeno y la secuencia de acido nucleico que va a ser introducida.

Se describieron anteriormente ejemplos de diferentes métodos para la reduccién o eliminacién sustancial de la
expresion en una planta de un gen endégeno. Un persona normalmente capacitada en la técnica podria adaptar
facilmente los métodos anteriormente mencionados para el silenciamiento a fin de lograr la reduccién de la
expresion de un gen enddgeno en una planta completa o en partes de la misma a través, por ejemplo, del uso de un
promotor apropiado.

Marcador seleccionable (gen) / Gen reportero

Los términos "marcador seleccionable", "gen marcador seleccionable" o “gen reportero” incluyen a cualquier gen que
confiera un fenotipo a una célula en la cual se exprese para facilitar la identificacion y/o la seleccion de las células
que son transfectadas o transformadas con un constructo de una secuencia de acido nucleico de la invencion. Estos
genes marcadores permiten la identificacion de una transferencia exitosa de las moléculas de la secuencia de acido
nucleico mediante una serie de principios diferentes. Los marcadores adecuados se pueden seleccionar de los
marcadores que conf eren resistencia antibidtica o herbicida, que introducen una nueva caracteristica metabdlica o
que permiten una seleccion visual. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables incluyen a los genes que
confieren resistencia a los antibioticos (tales como nptll que fosforilan la neomicina y la kanamicina, o hpt, que
fosforila higromicina, o genes que confieran resistencia, por ejemplo, a la bleomicina, estreptomicina, tetraciclina,
cloramfenicol, ampicilina, gentamicina, geneticina (G418), espectinomicima o blasticidina), a los herbicidas (por
ejemplo bar el cual proporciona resistencia a Basta®; aroA o gox que proporcionan resistencia contra el glifosato, o
los genes que conferen resistencia, por ejemplo, a la imidazolinona, fosfinotricina o sulfonilurea), o genes que
proporcionen una caracteristica metabdlica (tal como manA que le permite a las plantas utilizar manosa como Unica
fuente de carbono o xilosa isomerasa para la utilizacién de xilosa, o marcadores antinutritivos tales como la
resistencia a la 2-desoxiglucosa). La expresion de los genes marcadores visuales resulta en la formacion de color
(por ejemplo B-glucuronidasa, GUS o B-galactosidasa con sus sustratos coloreados, por ejemplo X-Gal),
luminiscencia (tal como el sistema de luciferina / luciferasa) o fluorescencia (Proteina Fluorescente Verde, GFP, y
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sus derivados). Esta lista representa so6lo una pequefia cantidad de posibles marcadores. La persona ordinariamente
capacitada en la técnica esta familiarizada con tales marcadores. Se prefieren marcadores diferentes, dependiendo
del organismo y del método de seleccion.

Se sabe que después de una integracion estable o transitoria de secuencias de acido nucleico en las células de una
planta, s6lo una minoria de las células incorpora el ADN foraneo y, si se desea, lo integra en su genoma,
dependiendo del vector de expresion utilizado y de la técnica de transfeccion utilizada. Para identificar y seleccionar
estos integrantes, se introduce usualmente un gen que codifca un marcador seleccionable (tal como aquellos
descritos anteriormente) en las células huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores pueden ser utilizados,
por ejemplo, en mutantes en los cuales estos genes no son funcionales, por ejemplo, por medio de la supresion
mediante métodos convencionales. Ademas, se pueden introducir las moléculas de la secuencia de acido nucleico
que codifican un marcador seleccionable en una célula huésped en el mismo vector que contiene la secuencia que
codifica los polipéptidos de la invencion o que se utilizan en los métodos de la invencién, o también en un vector
separado. Las células que han sido transfectadas en forma estable con la secuencia de acido nucleico introducida
pueden ser identificadas por ejemplo mediante seleccién (por ejemplo, las células que han integrado el marcador
seleccionable sobreviven mientras que las otras células mueren).

Ya que los genes marcadores, particularmente los genes para resistencia a los antibiéticos y herbicidas, no se
requieren mas o no son deseables en la célula huésped transgénica una vez que se han sido introducidos con éxito
las secuencias de acido nucleico, el proceso de acuerdo con la invencién para introducir las secuencias de acido
nucleico emplea en forma conveniente técnicas que permiten la remocion o escision de estos genes marcadores. Un
de tales métodos es el que se conoce como cotransformacion. El método de cotransformacion emplea dos vectores
en forma simultéanea para la transformacion, un vector que porta la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
invencion y un segundo vector que porta el gen o los genes marcadores. Una gran proporcion de transformantes
recibe, o, en el caso de las plantas, incluye (hasta 40% o mas de los transformantes), ambos vectores. En el caso de
la transformacion con Agrobacterias, los transformantes usualmente reciben solamente una parte del vector, es decir
la secuencia flanqueada por el ADN-T, la cual usualmente representa el casete de expresion. Los genes marcadores
pueden ser removidos posteriormente de la planta transformada por medio de cruzamientos. En otro método, los
genes marcadores integrados en un transposon se utilizan para la transformacién junto con la secuencia de acido
nucleico deseada (conocida como la tecnologia Ac/Ds). Los transformantes se pueden cruzar con una fuente de
transposasa o se transforman los transformantes con un constructo de la secuencia de acido nucleico que confiere
la expresion de una transposasa, en forma transitoria o estable. En algunos casos (aproximadamente el 10%), el
transposon salta fuera del genoma de la célula huésped una vez a tenido lugar la transformacion en forma exitosa y
se pierde. En otro numero de casos, el transposoén salta a una ubicacion diferente. En estos casos el gen marcador
debe ser eliminado mediante la realizacion de cruzamientos. En microbiologia, se desarrollaron técnicas que hacen
posible, o facilitan, la deteccion de tales eventos. Un método ventajoso adicional se fundamenta en lo que se conoce
como sistemas de recombinacion, cuya ventaja es que se puede prescindir de la eliminacion por cruzamiento. El
sistema mas conocido de este tipo es el que se conoce como sistema Cre/lox. Cre1 es una recombinasa que
remueve las secuencias localizadas entre la secuencias de loxP. Si el gen marcador se integra entre las secuencias
de loxP, es eliminado una vez que ha tenido lugar con éxito la transformacion, por medio de la expresién de la
recombinasa. Otros sistemas de recombinacién son los sistemas HIN/HIX, FLP/FRT y REP/STB (Tribble et al., J.
Biol. Chem., 275, 2000: 22255 - 22267; Velmurugan et al., J. Cell Biol., 149, 2000: 553 - 566). Es posible una
integracion especifica del sitio en el genoma de la planta de las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la
invencion. Naturalmente, estos métodos se pueden aplicar también a microorganismos tales como levaduras,
hongos o bacterias.

Transgénico / Transgén / Recombinante

Para los propdsitos de la invencion, "transgénico”, “transgén” o "recombinante" significan con respecto, por ejemplo,
a una secuencia de acido nucleico, un casete de expresién, una construccién génica o un vector que comprende la
secuencia de acido nucleico o un organismo transformado con las secuencias de acido nucleico, los casetes de
expresion o los vectores de acuerdo con la invencion, todos aquellos constructos logrados por métodos
recombinantes en los cuales o bien

(a) las secuencias de acido nucleico que codif can las proteina Utiles en los métodos de la invencion, o

(b) la(s) secuencia(s) genética(s) de control que esta(n) operativamente enlazada(s) con la secuencia de acido
nucleico de acuerdo con la invencion, por ejemplo un promotor, o

(c)a)yb)

no estan localizadas en su ambiente genético natural o han sido modificadas por métodos recombinantes, siendo
posible que la modif cacion tomara la forma, por ejemplo, de una sustitucién, adicién, supresion, inversion o
insercion de uno o mas residuos nucleotidos. Se entiende que el ambiente genético natural signifca el locus
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gendmico o cromosémico natural en la planta original o la presencia en una biblioteca genémica. En el caso de una
biblioteca gendmica, el ambiente genético natural de la secuencia de acido nucleico es preferiblemente retenida, al
menos en parte. El ambiente flanquea la secuencia de acido nucleico al menos en un costado y tiene una longitud
de secuencia de al menos 50 pb, Preferiblemente de al menos 500 pb, especialmente preferiblemente de al menos
100 pb, lo mas preferible al menos 5000 pb. Un casete de expresion de origen natural - por ejemplo la combinacion
de origen natural del promotor natural de las secuencias de acido nucleico con la correspondiente secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido util en los métodos de la presente invencion, como se definiod
anteriormente - convierte un casete de expresion transgénica cuando este casete de expresion es modificado por
métodos sintéticos no naturales (“artificiales”) tales como, por ejemplo, tratamiento mutagénico. Los métodos
adecuados son descritos, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos No. 5.565.350 o en la publicacion
internacional WO 00/15815.

Una planta transgénica para los propodsitos de la invencién se entiende entonces que significa, como se indicé
anteriormente, que las secuencias de acido nucleico utilizadas en el método de la invencion no estan en su locus
natural en el genoma de dicha planta, siendo posible para las secuencias de acido nucleico que sean expresadas en
forma homodloga o heterdloga. Sin embargo, como se menciond anteriormente, transgénico también signif ca que,
mientras las secuencias de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién o utilizadas en el método de la invencion,
estén en su posicion natural en el genoma de una planta, la secuencia ha sido modificada y con respecto a la
secuencia natural, y/o que las secuencias reguladoras de las secuencias naturales han sido modificadas.
Transgénico Preferiblemente signif ca que la expresion de las secuencias de acidos nucleicos de acuerdo con la
invencion en un locus no natural en el genoma, es decir, que tiene lugar una expresion homologa o, Preferiblemente
heterdloga de las secuencias de acido nucleico. Las plantas transgénicas preferidas se mencionan en la presente
invencion.

Transformacion

El término “introduccién” o "transformaciéon" a los cuales se hace referencia aqui, abarcan la transferencia de un
polinucledtido exdégeno dentro de una célula huésped, independientemente del método utilizado para la
transferencia. El tejido de la planta capaz de propagacion clonal posterior, ya sea por medio de organogénesis o de
embriogénesis, puede ser transformado con una construccidon genética de la presente invencion y se puede
regenerar una planta entera a partir del mismo. El tejido particular escogido variara dependiendo de los sistemas de
propagacion clonal disponibles y mas adecuados, para la especie particular que va a ser transformada. Los ejemplos
de tejidos objetivo incluyen discos de hoja, polen, embriones, cotiledones, hipocotiledones, mega gametofitos, tejido
del callo, tejido meristematico existente (por ejemplo, meristema apical, yemas axilares, y meristemas de la raiz), y
tejido meristematico inducido (por ejemplo, meristema del cotileddn y meristema del hipocotiledén). El polinucleétido
puede ser introducido en forma transitoria o estable en una célula huésped y puede mantenerse no integrado, por
ejemplo, como un plasmido. En forma alternativa, puede integrarse al genoma huésped. La célula de la planta
transformada resultante puede ser luego utilizada para regenerar una planta transformada en una forma conocida
por las personas ordinariamente capacitadas en la técnica.

La transferencia de genes foraneos dentro del genoma de una planta se denomina transformacion. La
transformacion de una especie de planta es hoy en dia una técnica bastante rutinaria. En forma conveniente, se
puede utilizar cualquiera de los diferentes métodos de transformacion para introducir el gen de interés en una célula
ancestral adecuada. Los métodos descritos para la transformacion y regeneracion de plantas a partir de tejidos de la
planta o de células de la planta pueden ser utilizados para una transformacion transitoria o estable. Los métodos de
transformacion incluyen el uso de liposomas, electroporacion, productos quimicos que aumentan la incorporacion de
ADN libre, inyeccion del ADN directamente a la planta, bombardeo de particulas, transformacién que utiliza virus o
polen y microproyeccién. Los métodos pueden ser seleccionados a partir del método de calcio/polietilén glicol para
protoplastos (Krens, F. A. et al., (1982) Nature 296, 72 - 74; Negrutiu | et al. (1987) Plant Mol Biol 8: 363 - 373);
electroporacion de protoplastos (Shillito R. D. et al. (1985) Bio/Technol 3, 1099 - 1102); microinyecciéon en material
de la planta (Crossway A et al, (1986) Mol. Gen Genet 202: 179 - 185); bombardeo con particulas recubiertas con
ADN o ARN (Klein T. M. et al, (1987) Nature 327: 70) infeccién con virus (que no se integran) y similares. Las
plantas transgénicas, que incluyen plantas de cultivo transgénicas, son producidas Preferiblemente mediante
transformacion mediada por Agrobacterium. Un método de transformaciéon conveniente es la transformacion in
planta. Para este propdsito, es posible, por ejemplo, permitir que las agrobacterias actien en las semillas de la
planta o inocular el meristema de la planta con las agrobacterias. Ha probado ser particularmente conveniente de
acuerdo con la invencién, permitir que una suspension de agrobacterias transformadas actiien sobre la planta intacta
o al menos sobre los primordios de la flor. Posteriormente se deja que se desarrolle la planta hasta obtener las
semillas de la planta tratada (Clough y Bent, Plant J. (1998) 16, 735 - 743). Los métodos para transformacién del
arroz mediados por Agrobacterium incluyen métodos bien conocidos para la transformacion del arroz, tales como los
descritos en cualquiera de las siguientes documentos: solicitud de patente europea EP 1198985 A1, Aldemita y
Hodges (Planta 199: 612 - 617, 1996); Chan et al. (Plant Mol Biol 22 (3): 491 - 506, 1993), Hiei el al. (Plant J 6 (2):
271 - 282, 1994). En el caso de la transformacion del maiz, el método preferido es el descrito ya sea en Ishida el al.
(Nat. Biotechnol 14(6): 745 - 50, 1996) o en Frame et al. (Plant Physiol 129(1): 13 - 22, 2002). Dichos métodos son
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descritos ademas a modo de ejemplo en B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, Vol.
1, Engineering and Utilization, eds. S. D. Kung y R. Wu, Academic Press (1993) 128 - 143 y en Potrykus Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205 - 225). Las secuencias de acido nucleico o el constructo que va a ser
expresado es clonado preferiblemente en un vector, el cual es adecuado para la transformacion de Agrobacterium
tumefaciens, por ejemplo pBin19 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). Las agrobacterias transformadas
por dicho vector pueden ser luego utilizadas en una forma conocida para la transformaciéon de plantas, tales como
las plantas utilizadas como modelo, del tipo Arabidopsis (Arabidopsis thaliana no es considerada dentro del alcance
de la presente invencion como una planta de cultivo), o plantas de cultivo tales como, por ejemplo, plantas de
tabaco, por ejemplo, mediante la inmersién de las hojas magulladas o picadas en una solucion de agrobacterias y
luego se cultivan en medios adecuados. La transformacion de las plantas por medio del Agrobacterium tumefaciens
es descrita, por ejemplo, en Héfgen y Willmitzer en Nucl. Acid Res. (1988) 16, 9877 o se conoce, entre otros, a partir
de F. F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization,
eds. S. D. Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, paginas 15 - 38.

Ademas de la transformacién de células somaticas, las cuales tienen que ser luego regeneradas en plantas intactas,
también es posible transformar las células de meristemas de la planta y en particular aquellas células que se
desarrollan en gametos. En este caso, los gametos transformados siguen el desarrollo natural de la planta, dando
lugar a plantas transgénicas. De este modo, por ejemplo, se tratan las semillas de Arabidopsis con agrobacterias y
se obtienen las semillas de las planta en desarrollo de las cuales una cierta proporcion se transforma y de este modo
se vuelven transgénicas. [Feldman, K. A. y Marks M. D. (1987). Mol Gen Genet 208: 274 - 289; Feldmann K (1992).
En: C Koncz, N-H Chua y J Shell, eds, Methods in Arabidopsis Research. Word Scientific, Singapur, paginas 274 -
289]. Los métodos alternativos se basan en la remocion repetida de las inflorescencias y la incubacion del sitio de
escision en el centro de la roseta con las agrobacterias transformadas, por lo que pueden obtenerse igualmente
semillas transformadas en un momento posterior en el tiempo (Chang (1994). Plant J. 5: 551 - 558; Katavic (1994).
Mol Gen Genet, 245: 363 - 370). Sin embargo, un método especialmente efectivo es el método de infiltracion al
vacio con sus modificaciones tales como el método de "inmersion floral”. En el caso de infiltracion al vacio de
Arabidopsis, se tratan plantas intactas bajo presion reducida con una suspensiéon de agrobacterias [Bechthold, N
(1993). C R Acad Sci Paris Life Sci, 316: 1194 - 1199], mientras que en el caso del método de la "inmersién floral" se
incuba el tejido floral en desarrollo brevemente con una suspension de agrobacterias tratada con un tensoactivo
[Clough, S. J. y Bent A. F. (1998). The Plant J. 16, 735 - 743]. Se recolecta una cierta proporcion de semillas
transgénicas en ambos casos, y estas semillas pueden distinguirse de las semillas no transgénicas mediante el
cultivo bajo las condiciones selectivas anteriormente descritas. Ademas, la transformacién estable de los plastidos
es ventajosa porque los plastidos se heredan del progenitor en la mayoria de los cultivos reduciendo o eliminando el
riesgo de flujo transgénico a través del polen. La transformacion del genoma del cloroplasto se logra generalmente
mediante un proceso que ha sido presentado esquematicamente en Klaus et al., 2004 [Nature Biotechnology 22 (2),
225 - 229]. En resumen, las secuencias que van a ser transformadas se clonan junto con un gen marcador
seleccionable entre secuencias de flanqueo homdlogas al genoma del cloroplasto. Estas secuencias de flanqueo
homdélogas dirigen la integracion especifica del sitio en el plastoma. La transformacion plastidial ha sido descrita para
muchas especies de plantas diferentes y se presenta una visién de conjunto en Bock (2001) Transgenic plastids in
basic research and plant biotechnology. J Mol Biol. 2001 Sep 21; 312 (3): 425 - 38 o en Maliga, P (2003) Progress
towards commercialization of plastid transformation technology. Trends Biotechnol. 21, 20 - 28. Otro avance
biotecnolégico ha sido informado recientemente en la forma de transformantes del plastido libres de marcadores,
que pueden producidos mediante un gen marcador cointegrado en forma transitoria (Klaus et al., 2004, Nature
Biotechnology 22(2), 225 - 229).

Marcacion de la activacion del ADN-T

La marcacién de la activacion del ADN-T (Hayashi et al. Science (1992) 1350 - 1353), involucra la insercién del
ADN-T, que contiene usualmente un promotor (puede ser también un mejorador de la traduccién o un intrén), en la
region gendmica del gen de interés o 10 kb secuencia arriba o secuencia abajo de la regién de codificacién de un
gen en una configuracion tal que el promotor dirige la expresion del gen objetivo. Tipicamente, la regulacion de la
expresion del gen objetivo por su promotor natural se interrumpe y el gen cae bajo el control del promotor
recientemente introducido. El promotor esta tipicamente embebido en un ADN-T. Este ADN-T se inserta al azar en el
genoma de la planta, por ejemplo, a través de la infeccién con Agrobacterium y conduce a la expresion modificada
de los genes cerca del ADN-T insertado. Las plantas transgénicas resultantes muestran fenotipos dominantes
debido a la expresion modificada de los genes proximos al promotor introducido.

TILLING

El término “TILLING” (por sus siglas en inglés) es una abreviatura de “deteccion de lesiones locales inducidas en
genomas" y se refiere a una tecnologia de mutagénesis Util para generar y/o identificar secuencias de acido nucleico
que codifican proteinas con expresion y/o actividad modificada. TILLING también permite la seleccién de plantas que
transportan tales variantes mutantes. Estas variantes mutantes pueden exhibir expresién modificada, ya sea en
intensidad o en localizacién o en sincronizacion (si las mutaciones afectan al promotor por ejemplo). Estas variantes
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mutantes pueden exhibir mayor actividad que la exhibida por el gen en su forma natural. TILLING combina
mutagénesis de alta densidad con métodos de seleccion de alto rendimiento. Las etapas tipicamente seguidas en
TILLING son: (a) mutagénesis EMS (Redei G. P. y Koncz C (1992) en Methods in Arabidopsis Research, Koncz C,
Chua NH, Schell J, eds. Singapur, World Scientif c Publishing Co, paginas 16 - 82; Feldmann et al., (1994) en
Meyerowitz E. M., Somerville C. R., eds, Arabidopsis. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
paginas 137 - 172; Lightner J y Caspar T (1998) en J Martinez-Zapater, J Salinas, eds. Methods on Molecular
Biology, Vol. 82. Humana Press, Totowa, NJ, paginas 91 - 104); (b) preparacion y reuniéon del ADN de individuos; (c)
amplificaciéon por PCR de una region de interés; (d) desnaturalizaciéon y apareamiento para permitir la formacion de
heteroduplex; (e) DHPLC, donde la presencia de un heteroduplex en un consolidado se detecta como un pico extra
en el cromatograma; (f) identificaciéon del individuo mutante; y (g) secuenciacion del producto de PCR mutante. Los
métodos para TILLING son bien conocidos en el arte (McCallum et al., (2000) Nat Biotechnol 18: 455 - 457; revisado
por Stemple (2004) Nat Rev Genet 5(2): 145 - 50).

Recombinacién homéloga

La recombinacion homologa permite la introduccién en un genoma de una secuencia de acido nucleico seleccionada
en una posicion seleccionada definida. La recombinacion homadloga es una tecnologia estandar utilizada en forma
rutinaria en ciencias biologicas para organismos inferiores tales como levadura o el musgo Physcomitrella. Los
métodos para llevar a cabo la recombinacion homoéloga en plantas han sido descritos no sélo para las plantas
modelo (Offringa et al. (1990) EMBO J 9(10): 3077 - 84) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo arroz
(Terada et al. (2002) Nat Biotech 2000): 1030 - 4; Lida y Terada (2004) Curr Opin Biotech 15(2): 132 - 8).

Rendimiento

El término “rendimiento" en general significa una produccién medible de valor econémico, tipicamente relacionado
con un cultivo especif co, con un area, y con un periodo de tiempo. Las partes de plantas individuales contribuyen en
forma directa al rendimiento con base en su cantidad, tamafio y/o peso, o el rendimiento real es el rendimiento por
acre para un cultivo y el afio, que se determina mediante la division de la produccion total (incluye tanto produccion
cosechada como tasada) por los acres plantados. El término ‘rendimiento’ de una planta puede referirse a la
biomasa vegetal, a érganos reproductivos, y/o a propagalos (tales como semillas) de esa planta.

El término “rendimiento” de una planta puede relacionarse con biomasa vegetativa (biomasa de raiz y/o de brotes),
con érganos reproductivos, y/o con propagulos (tales como semilla) de esa planta.

Vigor temprano

El término “vigor temprano” se ref ere a un crecimiento bien balanceado, activo y saludable, especialmente durante
las etapas tempranas del desarrollo de la planta, y puede resultar de una mayor aptitud de la planta, debido, por
ejemplo, a que las plantas se adaptan mejor a su ambiente (es decir, la optimizacion del uso de los recursos
energéticos y la reparticion entre brote y raiz). Las plantas que tiene vigor temprano también muestran una mayor
supervivencia de las plantulas y un mejor establecimiento del cultivo, lo qua a menudo resulta en campos muy
uniformes (con el desarrollo del cultivo en forma uniforme, es decir, donde la mayoria de las plantas alcanzan las
diferentes etapas del desarrollo sustancialmente al mismo tiempo), y a menudo con un rendimiento mejor y superior.
Por lo tanto, el vigor temprano puede ser determinado midiendo diferentes factores, tales como el peso de mil
granos, el porcentaje de germinacion, el porcentaje de emergencia, el desarrollo de las plantulas, la altura de las
plantulas, la longitud de la raiz, la biomasa de la raiz y de los brotes y muchos mas.

Incremento / Mejoramiento / Intensificacién

Los términos “incremento”, “mejoramiento” o “intensificacion” son intercambiables y se entienden en el sentido de la
aplicacion de al menos 5%, 6%, 7%, 8%, 9% o 10%, Preferiblemente de al menos 15% o 20%, mas preferiblemente
25%, 30%, 35% o0 40% de mas rendimiento y/o desarrollo en comparacion con las plantas de control segun se define
aqui.

Rendimiento de semillas

El incremento en el rendimiento de semillas puede manifestarse en si mismo en una o mas de las formas: a) un
incremento en la biomasa de la semilla (peso total de la semilla) el cual puede ser con base en una semilla individual
y/o por planta y/o por hectarea o acre, b) mayor numero de flores por panicula y/o por planta; ¢) mayor niumero de
semillas (llenas); d) mayor proporcién de llenado de las semillas (la cual se expresa como la relaciéon entre la
cantidad de semilla llenas dividido por la cantidad total de semillas); e) mayor indice de cosecha, el cual se expresa
como una relacién del rendimiento de las partes cosechables, tal como las semillas, dividido por la biomasa total; y f)
mayor numero de paniculas primarias, (g) mayor peso de mil granos (PMG), el cual se extrapola a partir del recuento
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de la cantidad de semillas llenas y su peso total. Un mayor PMG puede ser el resultado de un mayor tamarfio de la
semilla y/o del peso de la semilla, y también puede ser el resultado de un incremento en el tamafio del embrién y/o
del endospermo.

Un incremento en el rendimiento de semillas puede manifestarse también como un incremento en el tamafo y/o el
volumen de la semilla. Ademas, un incremento en el rendimiento puede manifestarse también como un incremento
en el area de la semilla y/o de la longitud de la semilla y/o del ancho de la semilla y/o del perimetro de la semilla. Un
mayor rendimiento puede dar como resultado también una arquitectura modificada, o puede ocurrir debido a una
arquitectura modificada.

indice de Verdor

El “indice de verdor” tal como se utiliza aqui descripcion se calcula a partir de las imagenes digitales de las plantas.
Para cada pixel perteneciente a la planta objetivo sobre la imagen, se calcula la relacion del valor verde versus el
valor rojo (en el modelo RGB para codificacion del color). El indice de verdor se expresa como el porcentaje de
pixeles para los cuales la relacion verde con respecto a rojo excede un umbral dado. Bajo condiciones normales de
desarrollo, bajo condiciones de desarrollo con estrés por salinidad, y bajo condiciones de desarrollo con una
disponibilidad reducida de nutrientes, el indice de verdor de las planta se mide en la ultima imagen antes del
florecimiento. Por el contrario, bajo condiciones de desarrollo con estrés por sequia, el indice de verdor de las
plantas se mide en la primera imagen después de la sequia.

Planta

El término “planta” tal como se utiliza aqui, abarca plantas enteras, ancestros y progenie de las plantas y partes de
la planta, que incluyen semillas, brotes, tallos, hojas, raices (incluyendo tubérculos), flores, y tejidos y 6rganos, en
donde cada uno de los anteriormente mencionados incluye la secuencia del gen/acido nucleico de interés. El término
“planta” abarca ademas células de la planta, cultivos en suspension, tejido del callo, embriones, regiones
meristematicas, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, nuevamente en donde cada uno de los
mencionados anteriormente incluye la secuencia del gen/acido nucleico de interés.

Las plantas que son particularmente uUtiles en los métodos de la invencion incluyen a todas las plantas que
pertenezcan a la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas incluyendo
forraje y leguminosas forrajeras, plantas ornamentales, cultivos alimenticios, arboles o arbustos seleccionados de la
lista que comprende Acer spp., Actinidia spp., Abelmoschus spp., Agave sisalana, Agropyron spp., Agrostis
stoionifera, Allium spp., Amaranthus spp., Ammophila arenaria, Ananas comosus, Annona spp., Apium graveolens,
Arachis spp, Anfocarpus spp., Asparagus officinalis, Avena spp. (por ejemplo, Avena sativa, Avena fatua, Avena
byzantina, Avena fatua var. sativa, Avena hybrida), Averrhoa carambola, Bambusa sp., Benincasa hispida,
Bertholletia excelsea, Beta vulgaris, Brassica spp. (por ejemplo, Brassica napus, y Brassica rapa spp. [canola, colza,
nabo]), Cadaba farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Cannabis sativa, Capsicum spp., Carex elata, Carica
papaya, Carissa macrocarpa, Carya spp., Carthamus tinctorius, Castanea spp., Ceiba pentandra, Cichorium endivia,
Cinnamomum spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Cocos spp., Coffea spp., Colocasia esculenta, Cola spp.,
Corchorus sp., Coriandrum sativum, Corylus spp., Crataegus spp., Crocus sativus, Cucurbita spp., Cucumis spp.,
Cynara spp., Daucus carota, Desmodium spp., Dimocarpus longan, Dioscorea spp., Diospyros spp., Echinochloa
spp., Elaeis (por ejemplo, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera), Eleusine coracana, Erianthus sp., Eriobotrya japonica,
Eucalyptus sp., Eugenia unif ora, Fagopyrum spp., Fagus spp., Festuca arundinacea, Ficus Carica, Fortunella spp.,
Fragaria spp., Ginkgo biloba, Glycine spp. (por ejemplo, Giycine max, Soja hispida o Soja max), Gossypium
hirsutum, Helianthus spp. (por ejemplo, Helianthus annuus), Hemerocallis fulva, Hibiscus spp., Hordeum spp. (por
ejemplo, Hordeum vulgare), Ipomoea baratas, Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lens culinans, Linum
usitatissimum, Litchi chinensis, Lotus spp., Luffa acutanguia, Lupinus spp., Luzula sylvatica, Lycopersicon spp. (por
ejemplo, Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon pyriforme), Macrotyloma spp., Matus
spp., Malpighia emarginata, Mammea americana, Mangifera indica, Manihot spp., Manilkara zapota, Medicago
sativa, Melilotus spp., Mentha spp., Miscanthus sinensis, Momordica spp., Morus nigra, Musa spp., Nicotiana spp.,
Olea spp., Opuntia spp., Ornithopus spp., Oryza spp. (por ejemplo, Oryza sativa, Oryza latifolia), Panicum miliaceum,
Panicum virgatum, Passiflora edulis, Pastinaca sativa, Pennisetum sp., Persea spp., Petroselinum crispum, Phalaris
arundinacea, Phaseolus spp., Phleum pratense, Phoenix spp.. Phragmites australis, Physalis spp., Pinus spp.,
Pistacia vera, Pisum spp., Poa spp., Populus spp., Prosopis spp., Prunus spp., Psidium spp., Punica granatum,
Pyrus communis, Quercus spp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum, Ribes spp., Ricinus communis, Rubus
spp., Saccharum spp., Salix sp., Sambucus spp., Secale cereale, Sesamum spp., Sinapis sp., Solanum spp. (por
ejemplo, Solanum tuberosum, Solanum integrifolium o Solanum lycopersicum), Sorgo bicolor, Spinacia spp.,
Syzygium spp., Tagetes spp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, Trifolium spp., Triticosecale rimpaui, Triticum
spp. (por ejemplo, Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybemum, Triticum macha, Triticum
sativum o Triticum vulgare), Tropaeolum minus, Tropaeolum majus, Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Viola
odorata, Vitis spp., Zea mays, Zizania paiustris, Ziziphus spp., entre otras.
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Descripcion detallada de la invencion

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que al incrementar la expresién en una planta de una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20, produce plantas que tienen mas caracteristicas relacionadas
con el rendimiento de semillas, sin retrasar la floracion, con relacion a plantas que sirven de control. De acuerdo con
una primera forma de realizacion, la presente invencion provee un método para incrementar las caracteristicas
relacionadas con el rendimiento de semillas en plantas con relaciéon a las plantas que sirven como control, que
comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codif ca un polipéptido
AHL 19/20.

Un método preferido para incrementar la expresién de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
AHL 19/20 es mediante la introduccién y expresiéon en una planta de una secuencia de acido nucleico que codif ca
un polipéptido AHL 19/20.

En una forma de realizacion cualquier referencia en adelante a una “proteina util en los métodos de la invencion” se
entiende que significa un polipéptido AHL 19/20 como se define aqui. Cualquier referencia que se haga en adelante
a una "secuencia de acido nucleico util en los métodos de la invencion" se entiende que significa una secuencia de
acido nucleico capaz de codif car dicho polipéptido AHL 19/20. La secuencia de acido nucleico que va a ser
introducida en una planta (y por lo tanto util para la realizacion de los métodos de la invencion) es cualquier
secuencia de acido nucleico que codifca el tipo de polipéptido, que sera descrito ahora, en adelante también
denominado "secuencia de acido nucleico para AHL 19/20" o “gen AHL 19/20”.

Un “polipéptido AHL 19/20” como se define aqui se refiere a cualquier polipéptido que contiene un dominio que tiene
al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia de aminoacidos con un
Dominio Conservado (DC) como se representa mediante la SEQ ID NO: 36 (comprendida en la SEQ ID NO: 2).

Alternativa o adicionalmente, un “polipéptido AHL 19/20” como se define aqui se refiere a cualquier polipéptido que
comprende: (i) un motivo que tiene al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia
de aminoacidos con un motivo AT-hook como el representado por medio de la SEQ ID NO: 37; y (ii) un dominio que
tiene al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia de
aminoacidos con un dominio conservado de planta y de procariota (PPC) como el representado mediante la SEQ ID
NO: 38.

Alternativa o adicionalmente, un “polipéptido AHL 19/20” como se describe aqui se refiere a cualquier polipéptido
que comprende: (i) una sefal de localizacién nuclear; (ii) un motivo de enlazamiento del ADN de AT-hook con una
entrada InterPro IPR014476; y (iii) un dominio conservado de planta y de procariota (PPC) con una entrada InterPro
IPR005175.

Alternativa o adicionalmente, un “polipéptido AHL 19/20” como se define aqui se refiere a cualquier secuencia de
polipéptidos que cuando se utiliza en la construccion de un arbol filogenético de AHL, tal como aquel descrito en la
Figura 1 y en la Figura 2, se agrupa con el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprende la secuencia de
polipéptidos como la reportada por la SEQ ID NO: 2, en vez de con cualquier otro grupo de AHL 19/20.

Alternativa o adicionalmente, un “polipéptido AHL 19/20” como se define aqui se refiere a cualquier polipéptido que
tenga en orden creciente de preferencia al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,
99% o mas identidad de secuencia de aminoéacidos con el polipéptido AHL 19/20 como el representado por la SEQ
ID NO: 2 o con cualquiera de las secuencias de polipéptidos de longitud completa dadas aqui en la Tabla A.

Un “polipéptido AHL 19/20” como se describe aqui es capaz de complementar una cepa de levadura MLY131 que
carece de todos los tres transportadores de amonio de levadura nativa (Hildebrand (2005) J Phycol 41: 105 - 113).

Los términos “dominio” y “motivo” se definen aqui en la seccion de “definiciones"”. Existen bases de datos
especializadas para la identificacion de dominios, por ejemplo, SMART (Schultz et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 95, 5857 - 5864; Letunic et al. (2002) Nucleic Acids Res 30, 242 - 244), InterPro (Mulder et al., (2003) Nucl.
Acids. Res. 31, 315 - 318), Prosite (Bucher y Bairoch (1994), A generalized profile syntax for biomolecular
sequences motifs and its function in automatic sequence interpretation. (In) ISMB-94; Proceedings 2nd International
Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology. Altman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R., Searls D., Eds.,
paginas 53 - 61, AAAIPress, Menlo Park; Hulo et al., Nucl. Acids. Res. 32: D134 - D137, (2004)), o Pfam (Bateman
et al., Nucleic Acids Research 30(1): 276 - 280 (2002). Un conjunto de herramientas para el andlisis in silico de
secuencias de proteina esta disponible en el servidor de protedmicos ExPASY (Instituto Suizo de Bioinformatica
(Gasteiger et al., ExPASYy: the proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis, Nucleic Acids Res. 31:
3784 - 3788 (2003)). El analisis de la secuencias de polipéptidos de la SEQ ID NO: 2 se presenta mas abajo aqui en
los Ejemplos 2 y 4. Por ejemplo, un polipéptido AHL 19/20 como se representa mediante la SEQ ID NO: 2
comprende un motivo de enlazamiento del ADN de AT-hook con una entrada InterPro, IPR014476 y un dominio

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2440265 T3

conservado de planta y de procariotas (PPC), descrito como DUF296 (dominio de funcién desconocida 296) con una
entrada InterPro IPR005175, en la base de datos de dominios InterPro. Los dominios se pueden identificar también
utilizando técnicas de rutina, tales como mediante la alineacién de secuencias. Uno de tales dominios es el Dominio
Conservado (DC) de la SEQ ID NO: 2, como el representado por medio de la SEQ ID NO: 36. EI CD comprende un
NLS predicho, un motivo de enlazamiento del ADN de AT-hook, y un dominio de PPC, como el representado
esquematicamente en la Figura 3, mostrado en la Figura 4.

Los métodos para el alineamiento de secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica; tales métodos
incluyen GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA. GAP utiliza el algoritmo de Needleman & Wunsch ((1970) J Mol
Biol 48: 443 - 453) para hallar el alineamiento global (es decir, expansion de las secuencias completas) de dos
secuencias que maximizan la cantidad de coincidencias y minimizan el numero de brechas. El algoritmo BLAST
(Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215: 403 - 10) calcula el porcentaje de identidad de secuencia y realiza un analisis
estadistico de la similitud entre las dos secuencias. El software para realizar el andlisis con BLAST esta disponible al
publico a través del Centro Nacional para la Informaciéon Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés). Los
homélogos se pueden identificar facilmente utilizando, por ejemplo, el algoritmo de alineacion de secuencias
multiples ClustalW (version 1.83), con los parametros predeterminados de alineamiento por pares, y un método de
asignacion de puntajes en porcentaje. Los porcentajes globales de similitud y de identidad también se pueden
determinar utilizando uno de los métodos disponibles en el paquete de software MatGAT (Campanella et al., BMC
Bioinformatics, 10: 29. MatGAT: una aplicacion que genera matrices de similitud/identidad utilizando secuencias de
proteinas o de ADN). Se puede realizar una edicién manual menor para optimizar el alineamiento entre los motivos
conservados, como seria evidente para una persona normalmente capacitada en la técnica. Ademas, en lugar de
utilizar secuencias de longitud completa para la identificacion de homdlogos, se pueden utilizar también dominios
especif cos. Los valores de identidad de secuencia se pueden determinar sobre la secuencia completa del acido
nucleico o la secuencia del polipéptido o sobre dominios seleccionados o el(los) motivo(s) conservado(s), utilizando
los programas mencionados anteriormente que utilizan los parametros predeterminados. El Ejemplo 3 describe aqui
en la Tabla B el porcentaje de identidad entre el polipéptido AHL 19/20 como el representado mediante la SEQ ID
NO: 2 y los polipéptidos AHL 19/20 enumerados en la Tabla A, que esta en el intervalo entre 50 y 99% de identidad
de secuencia de aminoacidos. En la Tabla B1, se muestra el porcentaje de identidad entre el CD como el
representado por la SEQ ID NO: 36 (comprendida en la SEQ ID NO: 2) y el CD de los polipéptidos AHL 19/20
enlistados en la Tabla A del Ejemplo 1, en el intervalo de 70 a 99% de identidad de secuencia de aminoacidos.

La tarea de la prediccion de la localizacion de la proteina subcelular es importante y bien estudiada. Conocer la
localizacién de la proteina ayuda a elucidar su funciéon. Los métodos experimentales para la localizacion de la
proteina varian desde inmunolocalizacién hasta marcacion de proteinas utilizando proteina fuorescente verde
(GFP). Tales métodos son precisos si bien son muy laboriosos en comparacién con los métodos computacionales.
Recientemente se ha realizado un avance importante en la prediccion computacional de la localizacion de la
proteina a partir de los datos de la secuencia. Entre los algoritmos bien conocidos por una persona normalmente
capacitada en la técnica se encuentran disponibles en las herramientas EXPASy Proteomics de propiedad del Swiss
Institute for Bioinformatics, por ejemplo, PSort, TargetP, ChloroP, LocTree, Predotar, LipoP, MITOPROT, PATS,
PTS1, SignalP, TMHMM vy otras. La identificacion de la localizacion subcelular del polipéptido de la invenciéon se
muestra en el Ejemplo 6. Una sefial de localizacion nuclear predicha (NLS) se encuentra en el polipéptido AHL 19/20
de la SEQ ID NO: 2. Una NLS es una o mas secuencias cortas de lisinas o argininas positivamente cargadas. En
particular, se predice que la SEQ ID NO: 2 de la presente invencion se localiza en el compartimiento nuclear de
células eucariotas.

Ademas, los polipéptidos AHL 19/20 utiles en los métodos de la presente invencion (al menos en su forma nativa)
tipicamente, pero no necesariamente, tienen actividad reguladora transcripcional y capacidad para interactuar con
otras proteinas. Por lo tanto, los péptidos de AHL 19/20 con actividad reguladora transcripcional reducida, sin
actividad reguladora transcripcional, con capacidad de interaccion reducida proteina - proteina, o sin capacidad de
interaccion proteina - proteina, pueden igualmente ser utiles en los métodos de la presente invencion. La actividad
de enlazamiento del ADN vy las interacciones proteina - proteina se pueden determinar facilmente in vitro o in vivo
usando técnicas bien conocidas en el arte (por ejemplo en Current Protocols in Molecular Biology, Volimenes 1y 2,
Ausubel et al. (1994), Current Protocols). Para determinar la actividad de enlazamiento del ADN de los polipéptidos
AHL 19/20, se encuentran disponibles varios ensayos, tales como ensayos de desplazamiento en gel del
enlazamiento del ADN (o ensayos de retardo en gel; Korfhage et al. (1994) Plant C 6: 695 - 708), ensayos de
enlazamiento del ADN in vitro (Schindler et al. (1993) Plant J 4 (1) : 137 - 150), o activacion transcripcional de
polipéptidos AHL 19/20 en células de levadura, animal y planta (Halbach et al. (2000) Nucleic Acid Res 28 (18): 3542
- 3550). Las secuencias especificas de enlazamiento del ADN se pueden determinar utilizando la técnica de
seleccioén aleatoria de nucleétidos (Viola & Gonzélez (Mayo 26, 2007) Biochemistry) .

En una forma de realizacién, la presente invencion se ilustra por medio de la transformacion de plantas con la
secuencia de acido nucleico representada por la SEQ ID NO: 1, que codifica la secuencia del polipéptido AHL 19/20
de la SEQ ID NO: 2. Sin embargo, la realizacion de la invencién no esta restringida a estas secuencias; los métodos
de la invencién pueden ser llevados a cabo convenientemente utilizando cualquier secuencia de acido nucleico que
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codifica un polipéptido AHL 19/20 como se define en la presente invencion.

Ejemplos de secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20 se exponen en la Tabla A del
Ejemplo 1 aqui. Tales secuencias de acido nucleico son Uutiles para llevar a cabo los métodos de la invencién. Las
secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1 son ejemplos de secuencias de ortélogos y
paralogos del polipéptido AHL 19/20 representadas por la SEQ ID NO: 2, siendo los términos “ortélogos” y
"paralogos” como se los define aqui. Otros ortlogos y paralogos pueden ser facilmente identificados llevando a
cabo una busqueda denominada blast reciproco. Tipicamente, esto implica un primer BLAST que involucra el
someter una secuencia de consulta a BLAST (por ejemplo utilizando cualquiera de las secuencias enlistadas en la
Tabla A del Ejemplo 1) contra cualquier base de datos de secuencias, tal como la base de datos del NCBI disponible
al publico. BLASTN o TBLASTX (que utilizan valores estandar predeterminados) se utilizan generalmente cuando se
parte de una secuencia nucleotidica, y BLASTP o TBLASTN (que utilizan valores estandar predeterminados) cuando
se parte de una secuencia de proteina. Los resultados de BLAST opcionalmente se pueden filtrar. Las secuencias
de longitud completa ya sea de los resultados filtrados o de los resultados no filtrados, se someten luego
nuevamente a BLAST (segundo BLAST) contra las secuencias del organismo a partir del cual se deriva la secuencia
de consulta (donde la secuencia de consulta es la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, el segundo BLAST seria por lo
tanto contra las secuencias de Arabidopsis thaliana). Se comparan luego los resultados del primero y el segundo
BLAST. Se identifica un paralogo si una respuesta pertinente de alto rango del primer blast es de la misma especie
que aquella de la cual se deriva la secuencia de consulta, un BLAST posterior resulta idealmente luego en la
secuencia de consulta como una respuesta pertinente mas alta; se identifica un ortélogo si una respuesta pertinente
de alto rango en el primer BLAST no proviene de la misma especie que aquella de la cual se deriva la secuencia de
consulta, y preferiblemente resulta del BLAST posterior estando la secuencia de consulta entre las respuestas
pertinentes mas altas.

Las respuestas pertinentes de alto rango son aquellas que tienen un valor E bajo. Cuanto mas bajo es el valor E,
mas significativo es el puntaje (o en otras palabras, es mas baja la posibilidad de que la respuesta pertinente sea
hallada por casualidad). La computacion del valor E es bien conocida en la técnica. Ademas de los valores E, las
comparaciones también se les da puntaje por identidad porcentual. La identidad porcentual se refiere a la cantidad
de nucledtidos idénticos (o aminoacidos) entre las dos secuencias de acidos nucleicos (o0 polipéptidos) comparadas
sobre una longitud particular. En el caso de grandes familias, se puede utilizar ClustalW, seguido de un &rbol
filogenético (neighbour joining tree), para ayudar a visualizar el agrupamiento de genes relacionados y para
identificar ortdlogos y paralogos. Cualquier agrupamiento de la secuencia dentro del grupo que comprende la SEQ
ID NO: 2 (polipéptido AHL 19; encerrado en un circulo en las Figuras 1y 2) se consideraria que cae dentro de la
definicion anteriormente mencionada de un polipéptido AHL 19/20, y se consideraria adecuado para uso en los
métodos de la invencion.

Las variantes de acido nucleico también pueden ser Utiles para llevar a la practica los métodos de la invencién. Los
ejemplos de tales variantes incluyen secuencias de acidos nucleicos que codifican homodlogos y derivados de
cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, siendo los términos
“homadlogo" y “derivado” como se definieron aqui. También son utiles en los métodos de la invencion las secuencias
de acido nucleico que codifican homologos y derivados de ortélogos o paralogos de cualquiera de las secuencias de
polipéptidos que se exponen en la Tabla A del Ejemplo 1. Los homologos y derivados utiles en los métodos de la
presente invencioén tienen sustancialmente la misma actividad bioldgica y funcional que la proteina no modificada de
la cual se derivan.

Variantes de acido nucleico también pueden ser Utiles en la practica de los métodos de la invencién. Los ejemplos
de tales variantes incluyen secuencias de acido nucleico que codifican homélogos y derivados de cualquiera de las
secuencias de polipéptidos dadas en la Tabla A del Ejemplo 1, siendo los términos “homélogo” y “derivado” como se
define aqui. También utiles en los métodos de la invencién son las secuencias de acido nucleico que codifican
homélogos y derivados de ortdlogos o paralogos de cualquiera de las secuencias de polipéptidos dadas en la Tabla
A del Ejemplo 1. Los homodlogos y derivados utiles en los métodos de la presente invencion tienen sustancialmente
la misma actividad biolégica y funcional que la proteina no modificada a partir de la cual se derivan.

Otras variantes de acido nucleico utiles en la practica de los métodos de la invencion incluyen porciones de acido
nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20, secuencias de acido nucleico que hibridan a secuencias de acido
nucleico que codif can polipéptidos AHL 19/20, variantes de empalme de secuencias de acido nucleico que codifican
polipéptidos AHL 19/20, variantes alélicas de secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20 y
variantes de secuencias de &cido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20 obtenidos por medio de
transposicion de genes. Los términos secuencias de hibridacion, variante de empalme, variante alélica y
transposicion de genes son como se describe aqui.

Las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20 no necesitan ser secuencias de &cido
nucleico de longitud completa, ya que el desempefio de los métodos de la invencion no confia en el uso de
secuencias de acido nucleico de longitud completa. De acuerdo con la presente invencién, se provee un método
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para aumentar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, en las plantas, que comprende la
introduccion y la expresién en una planta de una porcion de cualquiera de las secuencias de acido nucleico
presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o una porcidon de una secuencia de acido nucleico que codifica un ortélogo,
paralogo u homologo de cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1.

Variantes de la secuencia de acidos nucleicos que codifican homélogos y derivados de la SEQ ID NO: 46 también
pueden ser utiles en la practica de los métodos de la invencion, siendo los términos “homadlogo” y "derivado” como
se define en este documento. También utiles en los métodos de la invencion son secuencias de acido nucleico que
codifican homologos y derivados de ortdlogos o paralogos de la SEQ ID NO: 46. Los homdlogos y derivados utiles
en los métodos de la presente invencion tienen sustancialmente la misma actividad biolégica y funcional que la
proteina no modificada de la que se derivan.

Una porcion de una secuencia de acido nucleico se puede preparar, por ejemplo, haciendo una o mas supresiones a
la secuencia de acido nucleico. Las porciones se pueden utilizar en forma aislada o se pueden fusionar a otras
secuencias codif cadoras (0 no codif cadoras) con el propdsito de producir, por ejemplo, una proteina que combina
diferentes actividades. Cuando se fusionan a otras secuencias codificadoras, el polipéptido resultante producido
después de la traduccion puede ser mas grande que el predicho para la porcién de proteina.

Las porciones utiles en los métodos de la invencion, codifican un polipéptido AHL 19/20 como se define aqui, y
tienen sustancialmente la misma actividad biolégica que las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A
del Ejemplo 1. Preferiblemente, la porciéon es una porcién de cualquiera de las secuencias de acido nucleico
presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o es una porcién de una secuencia de acido nucleico que codifica un
ortélogo o un paralogo de cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1.
Preferiblemente la porcion es, en orden creciente de preferencia al menos de 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 940 nucledtidos consecutivos de longitud, siendo los nucledtidos consecutivos de cualquiera de
las secuencias de acido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o de una secuencia de acido nucleico
que codifica un ortélogo o un paralogo de cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A
del Ejemplo 1. Preferiblemente, la porcidon es una porcién de una secuencia nucleica que codifica un polipéptido de
una secuencia de polipéptidos que cuando se utiliza en la construccion de un arbol filogenético de AHL, tal como
aquella descrita en la Figura 1 o en la Figura 2, agrupaciones con el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que
comprende la secuencia de polipéptidos representada por la SEQ ID NO: 2 en vez de con cualquier otro grupo de
AHL. Mas preferiblemente, la porcién es una porcion de la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 1.

Otra variante de la secuencia de &cido nucleico util en los métodos de la invencién es una secuencia de acido
nucleico capaz de hibridar, en condiciones de rigurosidad reducida, preferiblemente bajo condiciones rigurosas, con
una secuencia de acido nucleico que codif ca un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del grupo
que consiste de: uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20), o con una porcién como se
define aqui.

De acuerdo con la presente invencion, en una forma de realizacion se provee un método para incrementar las
caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas en plantas, que comprende la introduccion y expresion
en una planta de una secuencia de acido nucleico capaz de hibridar con cualquiera de las secuencias de acido
nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o que comprende la introduccién y expresion en una planta de
una secuencia de acido nucleico capaz de hibridar con una secuencia de acido nucleico que codifica un ortélogo,
paralogo u homologo de cualquiera de las secuencias de acido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1.

Las secuencias de hibridacién utiles en los métodos de la invencién codif can un polipéptido AHL 19/20 como se
define aqui, y tienen sustancialmente la misma actividad biolégica que las secuencias polipeptidicas presentadas en
la Tabla A del Ejemplo 1. Preferiblemente, la secuencia de hibridacién es capaz de hibridar con cualquiera de las
secuencias de acido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o a una porcion de cualquiera de estas
secuencias, siendo una porcidon como se definié anteriormente, o donde la secuencia de hibridacion es capaz de
hibridar con una secuencia de acido nucleico que codifica un ortélogo o paralogo de una cualquiera de las
secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1. Preferiblemente, la secuencia de hibridacion es
capaz de hibridar con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de polipéptidos que cuando se
utiliza en la construccion de un arbol filogenético de AHL, tal como el descrito en la Figura 1 o en la Figura 2, se
agrupa con el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprende la secuencia de polipéptidos representada por la
SEQ ID NO: 2 en vez de con cualquier otro grupo de AHL. Mas preferiblemente, la secuencia de hibridacion es
capaz de hibridar con una secuencia de acido nucleico como la representada mediante la SEQ ID NO: 1 o con una
porcion de la misma.

Otra variante de la secuencia de &cido nucleico util en los métodos de la invencién es una variante de empalme que
codif ca un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del grupo que consiste de: uno localizado en el
nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20) o una variante de empalme como se definié aqui.
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De acuerdo con la presente invencion, se provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el
rendimiento de semillas, que comprende introducir y expresar en una planta una variante de empalme de cualquiera
de las secuencias de acido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o una variante de empalme de una
secuencia de acido nucleico que codifica un ortdlogo, paralogo u homélogo de cualquiera de las secuencias de
polipéptidos presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1.

En una forma de realizacion, las variantes de empalme son variantes de empalme de una secuencia de éacido
nucleico representada por la SEQ ID NO: 1, o una variante de empalme de una secuencia de acido nucleico que
codif ca un ortélogo o un paralogo de la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la variante de empalme es una variante de
empalme de una secuencia de acido nucleico que codif ca una secuencia de polipéptidos que cuando se usa en la
construccién de un arbol filogenético de AHL, tal como el descrito en la Figura 1 o en la Figura 2, se agrupa con el
grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprende la secuencia de polipéptidos representada por la SEQ ID NO: 2 en
vez de con cualquier otro grupo de AHL.

Otra variante de la secuencia de acido nucleico util en la realizacion de los métodos de la invencién es una variante
alélica de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado
del grupo que consiste de: uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20) o una variante
alélica como se definié aqui.

En una forma de realizaciéon de acuerdo con la presente invencién, se provee un método para incrementar las
caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, que comprende introducir y expresar en una planta una
variante alélica de cualquiera de las secuencias de acido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o que
comprende introducir y expresar en una planta una variante alélica de una secuencia de acido nucleico que codif ca
un ortélogo, paralogo u homélogo de cualquiera de las secuencias polipeptidicas presentadas en la Tabla A del
Ejemplo 1.

Las variantes alélicas utiles en los métodos de la presente invencion tienen sustancialmente la misma actividad
biologica que el polipéptido AHL 19/20 de la SEQ ID NO: 2 y cualquiera de las secuencias polipeptidicas descritas
en la Tabla A del Ejemplo 1. Existen variantes alélicas en la naturaleza, y comprendido dentro de los métodos de la
presente invencion esta el uso de estos alelos naturales. Preferiblemente, la variante alélica es una variante alélica
de la SEQ ID NO: 1 o una variante alélica de una secuencia de acido nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo
de la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la variante alélica es una variante alélica de una secuencia de polipéptidos que
cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético de AHL, tal como el descrito en la Figura 1 o en la Figura
2, se agrupa con el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprende la secuencia de polipéptidos representada por
la SEQ ID NO: 2 en vez de con cualquier otro grupo de AHL.

La transposicion de genes o la evolucion dirigida también se puede utilizar para generar variantes de secuencias de
acido nucleico que codif can polipéptidos que incrementan el rendimiento seleccionados del grupo que consiste de:
uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20), siendo el término “transposicion de genes”
como se definié aqui.

En una forma de realizacion de acuerdo con la presente invencién, se provee un método para incrementar las
caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, que comprende introducir y expresar en una planta una
variante de cualquiera de las secuencias de &cido nucleico presentadas en la Tabla A del Ejemplo 1, o que
comprende introducir y expresar en una planta una variante de una secuencia de acido nucleico que codif ca un
ortélogo, paralogo u homologo de cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentadas en la Tabla A del
Ejemplo 1, en donde la variante de la secuencia de acido nucleico se obtiene por medio de transposicién de genes.

Preferiblemente, la variante de la secuencia de acido nucleico obtenida por transposicion de genes codifica una
secuencia de polipéptidos que cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético de AHL, tal como el
descrito en la Figura 1 o en la Figura 2, se agrupa con el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprende la
secuencia de polipéptidos representada por la SEQ ID NO: 2 en vez de con cualquier otro grupo de AHL.

Ademas, también se pueden obtener variantes de la secuencia de acido nucleico por mutagénesis dirigida al sitio.
Varios métodos se encuentran disponibles para lograr una mutagénesis dirigida al sitio, siendo los mas comunes los
métodos basados en PCR (Current Protocols in Molecular Biology. Wiley Eds.).

Las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20 pueden derivarse de cualquier fuente natural
o artificial. La secuencia de acido nucleico puede ser modificada a partir de su forma nativa en composicion y/o
ambiente gendmico a través de manipulacion humana deliberada. Preferiblemente, la secuencia de acido nucleico
que codifica un polipéptido AHL 19/20 es de una planta, preferiblemente ademas de una planta dicotiledénea, mas
preferiblemente de la familia Brassicaceae, lo mas preferible, la secuencia de acido nucleico es de Arabidopsis
thaliana.
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El desempefio de los métodos de la invencion producen plantas que tienen un incremento d caracteristicas
relacionadas con el rendimiento con relacion a las plantas que sirven de control. Los términos “rendimiento” y
“rendimiento de semilla” se describen con mas detalle en la seccion de “definiciones” aqui.

Rendimiento de los métodos de la invencion produce plantas cultivadas bajo condiciones de estrés abidtico que
tienen rasgos mejorados relacionados con el rendimiento en relacién con las plantas de control. En particular, el
rendimiento de los métodos de la invencién produce plantas cultivadas bajo condiciones de estrés abidtico que
tienen mayor vigor temprano y mayor rendimiento, especialmente aumento de la biomasa y mayor rendimiento de
semilla, en relacién con las plantas de control. Los términos "rendimiento” y "rendimiento de semillas" se describen
en mas detalle en la seccion "definiciones" de este documento.

La referencia aqui a los rasgos relacionados con rendimiento mejorado se considera que significa un aumento en el
vigor temprano y / o en la biomasa (peso) de una o mas partes de una planta, que puede incluir partes aéreas
(cosechables) y / o partes por debajo del suelo (cosechables). En particular, tales partes cosechables son biomasa y
/ o semillas, y el rendimiento de los métodos de la invencion resulta en plantas que crecen bajo condiciones de
estrés abidtico que tienen mayor vigor inicial, biomasa y / o rendimiento de semillas con relacion al vigor inicial,
biomasa o rendimiento de semillas de las plantas de control cultivadas en condiciones comparables.

Rendimiento de los métodos de la invencién produce plantas que tienen rasgos mejorados relacionados con el
rendimiento. En particular, el rendimiento de los métodos de la invencion produce plantas que tienen mayor
rendimiento, especialmente mayor rendimiento de semillas con relacién a las plantas de control. Los términos
"rendimiento” y "rendimiento de semillas" se describen en mas detalle en la seccién "definiciones" de este
documento.

La referencia aqui a rasgos mejorados relacionados con el rendimiento se entiende que significa un incremento en
biomasa (peso) de una o mas partes de una planta, que puede incluir partes aéreas (cosechables) y / o partes por
debajo del suelo (cosechable). En particular, tales partes cosechables son semillas.

La referencia aqui a los rasgos mejorados relacionados con el rendimiento se entiende que significa un incremento
en biomasa (peso) de una o mas partes de una planta, que puede incluir partes aéreas (cosechables) y / o partes
por debajo del suelo (cosechable). En particular, dichas partes cosechables son semillas, y el rendimiento de los
métodos de la invencion resulta en plantas que tienen mayor rendimiento de semillas con relacién al rendimiento de
semillas de las plantas de control.

Tomando el maiz como ejemplo, un incremento de rendimiento se puede manifestar como uno o mas de lo
siguiente: aumento en el numero de plantas establecidas por hectarea o acre, un aumento en el numero de
mazorcas por planta, un aumento en el numero de filas, en el nimero de granos por fila, peso del grano, peso de mil
granos, longitud/diametro de la mazorca, aumento en la taza de llenado de la semilla (que es el nimero de semillas
llenas dividido por el numero total de semillas y multiplicado por 100), entre otros. Tomando el arroz como ejemplo
un aumento en el rendimiento se puede manifestar en si mismo como un aumento en uno o mas de lo siguiente:
numero de plantas por hectarea o acre, numero de paniculas por planta, nimero de espiguillas por panicula, nimero
de flores (floretes) por panicula, que se expresa como una relacion del nimero de semillas llenas sobre el numero
de paniculas primarias), aumento en la tasa de llenado de semilla (que es el nUmero de semillas llenas dividido por
el nimero total de semillas y multiplicado por 100), aumento en el peso de mil granos, entre otros.

En una forma de realizacion, la presente invencion proporciona un método para incrementar las caracteristicas
relacionadas con el rendimiento de semillas de las plantas con relacién a las plantas que sirven de control, cuyo
método comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido AHL 19/20 como se definié aqui.

Ya que las plantas transgénicas de acuerdo con la presente invencién tienen un aumento de caracteristicas
relacionadas con el rendimiento, es probable que estas plantas exhiban una mayor tasa de crecimiento (durante al
menos parte de su ciclo de vida), con relacion a la tasa de crecimiento de las plantas que sirven como control en una
etapa correspondiente en su ciclo de vida.

En una forma de realizacion, la presente invencion proporciona un método para mejorar las caracteristicas
relacionados con el rendimiento de una planta bajo condiciones de crecimiento de estrés abidtico, especialmente el
rendimiento de biomasa y / o de semillas de las plantas, en relacion con las plantas de control cultivadas en
condiciones comparables, cuyo método comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido de GRP como se define aqui.

Ya que las plantas transgénicas de acuerdo con la presente invencion que crecen bajo condiciones de estrés
abidtico tienen un aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento, es probable que estas plantas
exhiban una mayor tasa de crecimiento (durante al menos parte de su ciclo de vida), con relaciéon a la tasa de
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crecimiento de las plantas que sirven como control en una etapa correspondiente en su ciclo de vida, y bajo
condiciones de crecimiento comparables.

Ya que las plantas transgénicas de acuerdo con la presente invencién tienen mayor rendimiento, es probable que
estas plantas exhiban una mayor tasa de crecimiento (durante al menos parte de su ciclo de vida), con relacién a la
tasa de crecimiento de las plantas que sirven como control en una etapa correspondiente en su ciclo de vida.

La mayor tasa de crecimiento puede ser especifica para una o mas partes de una planta (incluyendo las semillas), o
puede ser sustancialmente a través de la planta completa. Las plantas con una mayor velocidad de crecimiento
pueden tener un ciclo vital mas corto. El ciclo de vida de una planta puede entenderse como el tiempo necesario
para desarrollarse desde una semilla madura seca hasta la etapa donde la planta ha producido semillas maduras
secas, en forma similar al material de partida. Este ciclo de vida puede estar influido por factores tales como el vigor
temprano, la velocidad de crecimiento, el indice de verdor, el tiempo de floracion y la velocidad de maduracion de la
semilla. El incremento en la velocidad del crecimiento puede tener lugar en una o mas etapas en el ciclo de vida de
una planta o sustancialmente durante todo el ciclo de vida de la planta. La mayor velocidad de crecimiento durante
las etapas tempranas en el ciclo de vida de una planta puede reflejar un mayor vigor (temprano). El incremento en la
velocidad de crecimiento puede alterar el ciclo de cosecha de una planta permitiendo que las plantas sean
sembradas mas tarde y/o cosechadas mas pronto de lo que seria posible de otro modo (se puede obtener un efecto
similar con un tiempo de floracién mas temprano; la demora en la floracién no es usualmente una caracteristica
deseable en los cultivos). Si la velocidad del crecimiento se incrementa lo suficiente, puede permitir el sembrado
posterior de semillas de la misma especie de planta (por ejemplo el sembrado y cosecha de plantas de arroz
seguido por el sembrado y cosecha de otras plantas de arroz todo dentro de un periodo de crecimiento
convencional). De manera similar, si se incrementa suficientemente la velocidad de crecimiento, permitira el
posterior sembrado de diferente especies de planta (por ejemplo sembrado y cosecha de plantas de maiz, seguido
por ejemplo, del sembrado y de cosecha opcional de soja, patata o cualquier otra planta adecuada). También se
puede cosechar varias veces a partir del mismo rizoma en el caso de algunas plantas de cultivo. La alteracion del
ciclo de cosecha de una planta puede conducir a un incremento en la produccién anual de biomasa por acre (debido
a un incremento en el niumero de veces (digamos en un afo) que cualquier planta particular puede ser cultivada y
cosechada). Un incremento en la velocidad de crecimiento también puede permitir el cultivo de plantas transgénicas
en un area geografica mas amplia que sus contrapartes de tipo silvestre, dado que las limitaciones territoriales para
el crecimiento de un cultivo a menudo estan determinadas por condiciones ambientales adversas ya sea en el
momento de la plantacion (a principios de la estacion) o en el momento de la cosecha (finales de la estacion). Estas
condiciones adversas se pueden evitar si se acorta el ciclo de la cosecha. La velocidad de crecimiento puede
determinarse por medio de la derivacion de diferentes parametros a partir de las curvas de crecimiento; dichos
parametros pueden ser: T-Mid (el tiempo que les toma a las plantas alcanzar 50% de su tamafio maximo) y T-90 (el
tiempo que les toma a las plantas alcanzar 90% de su tamafio maximo), entre otros. La tasa de crecimiento definida
aqui no pretende significar retraso en la floracion.

De acuerdo con una caracteristica preferida de la presente invencion, el desempefio de los métodos de la invencion
produce plantas que tienen una mayor tasa de crecimiento con respecto a las plantas de control. Por lo tanto, de
acuerdo con la presente invencion, se provee un método para incrementar la tasa de crecimiento de las plantas, en
donde dicho método comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de &cido nucleico que
codifica un polipéptido AHL 19/20 como se definié aqui.

Un incremento de las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas se presenta si la planta esta bajo
condiciones no estresadas o si la planta es expuesta a varios tipos de estrés en comparacién con las plantas control
cultivadas bajo condiciones comparables. Una mejora de las caracteristicas relacionadas con el rendimiento (un
incremento en el rendimiento de semillas y/o en la tasa de crecimiento) se presenta si la planta esta bajo
condiciones no estresadas o si la planta es expuesta a diferentes tipos de estrés comparado con las plantas de
control.

En una forma de realizacion particularmente preferida, los métodos de la presente invencién se llevan a cabo bajo
condiciones no estresadas. Sin embargo, un incremento en el rendimiento y/o en la tasa de crecimiento se presenta
si la planta esta bajo condiciones no estresadas o si la planta es expuesta a diferentes tipos de estrés comparado
con las plantas de control.

Las plantas tipicamente responden a la exposicion al estrés creciendo en forma mas lenta. En condiciones de estrés
severo, la planta puede incluso detener el crecimiento completamente. Un estrés moderado por otro lado se define
aqui como cualquier estrés al cual se expone una planta que no produce como resultado que la planta cese su
crecimiento completamente sin la capacidad de reanudarlo. Un estrés moderado en el sentido de la invencion
conduce a una reduccion en el crecimiento de las plantas estresadas de menos del 40%, 35% o 30%,
preferiblemente menos del 25%, 20% o 15%, mas preferiblemente menos de 14%, 13%, 12%, 11% o 10% o menos
en comparacion con las plantas control bajo condiciones no estresantes. Debido a los avances en las practicas
agricolas (irrigacion, fertilizacion, tratamientos con pesticidas) no se encuentran a menudo estreses severos en las
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plantas de cultivo sembradas. En consecuencia, el crecimiento comprometido inducido por un estrés moderado a
menudo es una caracteristica indeseable para la agricultura. Los estreses moderados son los estreses biéticos y/o
abidticos (ambientales) de cada temporada a los cuales esta expuesta una planta. Los estreses abidticos pueden
deberse a sequia o exceso de agua, estrés anaerobico, estrés por salinidad, toxicidad quimica, estrés oxidativo y
temperaturas calurosas, frias o congelantes. El estrés abidtico puede ser un estrés osmotico causado por un estrés
por agua (particularmente debido a sequia), estrés por salinidad, estrés oxidativo o un estrés i6nico. Los estreses
bidticos son tipicamente aquellos estreses causados por patdgenos, tales como bacterias, virus, hongos,
nematodos, e insectos. El término condiciones “no estresantes” como se usa aqui son aquellas condiciones
ambientales que permiten el 6ptimo crecimiento de las plantas. Las personas normalmente capacitadas en el arte
son conscientes de las condiciones normales de suelo y las climaticas para una ubicacién dada.

De acuerdo a lo reportado en Wang et al. (Planta (2003) 218: 1 - 14), un estrés abidtico conduce a una serie de
cambios morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares que afectan adversamente el crecimiento y la
productividad de la planta. Se sabe que la sequia, salinidad, temperaturas extremas y estrés oxidativo estan
interconectados y pueden inducir dafio celular y de crecimiento a través de mecanismos similares. Rabbani et al.
(Plant Physiol (2003) 133: 1755 - 1767) describe un grado particularmente elevado de “interferencia” entre el estrés
por sequia y el estrés por alta salinidad. Por ejemplo, la sequia y/o la salinizaciéon se manifiestan principalmente
como estrés osmatico, produciendo la interrupcion de la homeostasis y la distribucion de iones en la célula. El estrés
oxidativo, que con frecuencia acompafa a temperaturas altas o bajas, al estrés por salinidad o por sequia, puede
causar desnaturalizacion de proteinas funcionales y estructurales. Como consecuencia, estos diversos estreses
ambientales a menudo activan rutas de sefalizacién celular y respuestas celulares similares, tales como la
produccion de proteinas por estrés, favorecimiento de la expresion de antioxidantes, acumulacion de solutos
compatibles y detencion del crecimiento. El término condiciones “no estresantes” como se usa aqui son aquellas
condiciones ambientales que permiten el éptimo crecimiento de las plantas. Las personas normalmente capacitadas
en el arte son conscientes de las condiciones normales de suelo y las climaticas para una ubicacién dada.

En una forma de realizacion, el desempefio de los métodos de la invencion produce plantas cultivadas bajo
condiciones no estresantes o bajo condiciones de estrés moderado que tienen mas caracteristicas relacionadas con
el rendimiento, con respecto a plantas de control cultivadas bajo condiciones comparables. Por lo tanto, de acuerdo
con la presente invencion, se provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento
en plantas cultivadas bajo condiciones no estresantes o bajo condiciones de estrés moderado, en donde el método
comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
AHL 19/20.

En una forma de realizacion, el desempefio de los métodos de la invencion produce plantas cultivadas bajo
condiciones de estrés moderado que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento, con respecto a
plantas de control cultivadas bajo condiciones comparables. Por lo tanto, de acuerdo con una forma de realizacion
de la presente invencién, se provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento
en plantas cultivadas bajo condiciones de estrés moderado, en donde el método comprende incrementar la
expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de GRP.

El desempefio de los métodos de acuerdo con la presente invencién da como resultado plantas que crecen bajo
condiciones de estrés abidtico que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento para controlar a las
plantas que crecen bajo condiciones comparables de estrés. De acuerdo a lo reportado en Wang et al. (Planta
(2003) 218: 1 - 14), un estrés abidtico conduce a una serie de cambios morfoldgicos, fisioldégicos, bioquimicos y
moleculares que afectan adversamente el crecimiento y la productividad de la planta. Se sabe que la sequia,
salinidad, temperaturas extremas y estrés oxidativo estan interconectados y pueden inducir dafo celular y de
crecimiento a través de mecanismos similares. Rabbani et al. (Plant Physiol (2003) 133: 1755 - 1767) describe un
grado particularmente elevado de “interferencia” entre el estrés por sequia y el estrés por alta salinidad. Por ejemplo,
la sequia y/o la salinizacion se manifiestan principalmente como estrés osmético, produciendo la interrupcion de la
homeostasis y la distribucién de iones en la célula. El estrés oxidativo, que con frecuencia acompafia a temperaturas
altas o bajas, al estrés por salinidad o por sequia, puede causar desnaturalizacion de proteinas funcionales y
estructurales. Como consecuencia, estos diversos estreses ambientales a menudo activan rutas de senalizacion
celular y respuestas celulares similares, tales como la produccidon de proteinas por estrés, favorecimiento de la
expresion de antioxidantes, acumulacion de solutos compatibles y detencion del crecimiento. Ya que diversos tipos
de estrés ambiental activan rutas similares, los ejemplos de la presente invencidn con estrés por sequia no deben
ser considerados como una limitacion al estrés por sequia, sino mas como una seleccion para indicar la participacion
de polipéptidos AHL 19/20 como se definié anteriormente, en el incremento de las caracteristicas relacionadas con
el rendimiento con relacién a las plantas que sirven como control cultivadas en condiciones de estrés comparables,
en estreses abidticos en general.

Ya que diversos estreses ambientales activan rutas similares, los ejemplos de la presente invencién con estrés por
sequia y estrés por salinidad no deben ser considerados como una limitacion al estrés por sequia o al estrés por
salinidad, sino mas como una selecciéon para indicar la participacion de polipéptidos de GRP como se definiod
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anteriormente, en el mejoramiento de las caracteristicas relacionadas con el rendimiento con relacion a las plantas
que sirven como control cultivadas en condiciones de estrés comparables, en estreses abiéticos en general.

El término "estrés abidtico” como se define aqui se entiende que significa uno o mas de: estrés por agua (causado
por sequia o exceso de agua), estrés anaerobico, estrés por salinidad, estrés por temperatura (causada por
temperaturas elevadas, frias o congelantes), estrés por toxicidad quimica y estrés oxidativo. De acuerdo con un
aspecto de la invencion, el estrés abidtico es un estrés osmotico, seleccionado de estrés por agua, estrés por
salinidad, estrés oxidativo y estrés ionico. Preferiblemente, el estrés por agua es estrés por sequia. El término estrés
por salinidad no se restringe a la sal comun (NaCl), sino que puede ser cualquier estrés causado por una o mas de:
NaCl, KClI, LiCl, MgCl,, CaCly, entre otras.

Preferiblemente, el estrés abiodtico es estrés por salinidad. Alternativamente, el estrés abidtico es estrés por
salinidad.

En una forma de realizacion, el desempefio de los métodos de la invenciéon produce plantas que tienen mas
caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, bajo condiciones de estrés abidtico con respecto a las
plantas de control cultivadas bajo condiciones de estrés comparables. Por lo tanto, de acuerdo con la presente
invencion, se provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, en
plantas cultivadas bajo condiciones de estrés abidtico, en donde el método comprende incrementar la expresion en
una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20. De acuerdo con un aspecto
de la invencion, el estrés abibtico es un estrés osmatico, seleccionado de uno o mas de los siguientes: estrés
hidrico, estrés por salinidad, estrés oxidativo y estrés idnico.

En una forma de realizacion el desempefio de los métodos de la invencién produce plantas que crecen bajo
condiciones de estrés abidtico que tienen caracteristicas mejoradas relacionadas con el rendimiento en relaciéon con
las plantas de control cultivadas en condiciones de estrés comparable. Por lo tanto, de acuerdo con la presente
invencion, se proporciona un método para mejorar las caracteristicas relacionados con el rendimiento en plantas
cultivadas bajo condiciones de estrés abidtico, cuyo método comprende incrementar la expresion en una planta de
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de GRP. De acuerdo con un aspecto de la invencion, el
estrés abidtico es un estrés osmotico, seleccionado de uno o mas de los siguientes: estrés hidrico, estrés por
salinidad, estrés oxidativo y estrés idnico. Preferiblemente, el estrés abidtico es estrés por sequia. Alternativa o
adicionalmente, el estrés abidtico es estrés por salinidad.

Otro ejemplo de estrés ambiental abidtico es la disponibilidad reducida de uno o mas nutrientes que deben ser
asimilados por las plantas para su crecimiento y desarrollo. Debido a la fuerte influencia de la eficiencia de la
utilizacién de la nutricién sobre el rendimiento de la planta y la calidad del producto, se vierte una enorme cantidad
de fertilizante en los campos para optimizar el crecimiento y calidad de las plantas. La productividad de las plantas
en general esta limitada por tres nutrientes principales, fésforo, potasio y nitrégeno, donde usualmente entre estos
tres se encuentra el elemento limitante de la velocidad de crecimiento de las plantas. Por lo tanto el elemento
nutricional principal requerido para el crecimiento de las plantas es el nitrégeno (N). Es un constituyente de
numerosos compuestos importantes hallados en las células vivientes, incluidos aminoacidos, proteinas (enzimas),
acidos nucleicos y clorofila. 1,5% a 2% del material seco de una planta es nitrégeno y aproximadamente 16% de la
proteina total de la planta. Por lo tanto, la disponibilidad de nitrégeno es un factor limitante principal para el
crecimiento y produccién de las plantas de cultivo (Frink et al. (1999) Proc Natl Acad Sci EUA 96(4): 1175 - 1180), y
tiene también un impacto principal en la acumulacion de proteinas y composiciéon de los aminoacidos. Por lo tanto,
son de gran interés las plantas de cultivo con mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento, cuando se
cultivan bajo condiciones limitantes de nitrogeno.

En una forma de realizacion, el desempefio de los métodos de la invenciéon produce plantas que crecen bajo
condiciones de disponibilidad reducida de nutrientes, particularmente bajo condiciones de disponibilidad reducida de
nitrégeno, que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas con respecto a las plantas de
control cultivadas bajo condiciones de estrés comparables. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, se
provee un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento en plantas cultivadas bajo
condiciones de disponibilidad reducida de nutrientes, preferiblemente disponibilidad reducida de nitrégeno, en donde
el método comprende incrementar la expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codif ca un
polipéptido AHL 19/20. La disponibilidad reducida de nutrientes puede resultar de una deficiencia o exceso de
nutrientes tales como nitrogeno, fosfatos y otros compuestos que contienen fosforo, potasio, calcio, cadmio,
magnesio, manganeso, hierro y boro, entre otros. Preferiblemente la disponibilidad reducida de nutrientes es
disponibilidad reducida de nitrégeno.

En una forma de realizacion, el desempefio de los métodos de la invenciéon produce plantas que crecen bajo
condiciones de disponibilidad reducida de nutrientes, particularmente bajo condiciones de disponibilidad reducida de
nitrégeno, que tienen caracteristicas mejoradas relacionadas con el rendimiento con respecto a las plantas de
control cultivadas bajo condiciones comparables. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencioén, se provee un
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método para mejorar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento en plantas cultivadas bajo condiciones de
disponibilidad reducida de nutrientes, en donde el método comprende incrementar la expresién en una planta de una
secuencia de acido nucleico que codif ca un polipéptido de GRP. La disponibilidad reducida de nutrientes puede
comprender una disponibilidad reducida de nutrientes tales como nitrégeno, fosfatos y otros compuestos que
contienen fésforo, potasio, calcio, cadmio, magnesio, manganeso, hierro y boro, entre otros.

La presente invencion abarca plantas o partes de las mismas (incluidas semillas) o células de las mismas que
pueden ser obtenidas mediante los métodos de acuerdo con la presente invencién. Las plantas o partes de las
mismas o células de las mismas comprenden un transgén de acido nucleico que codifica un polipéptido que
incrementa el rendimiento seleccionado del grupo que consiste de: uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo
AT-hook (AHL 19/20) como se definié anteriormente.

La invencion también provee construcciones y vectores genéticos para facilitar la introduccién y/o mayor expresion
en plantas de secuencias de &acido nucleico que codifican polipéptidos que incrementan el rendimiento
seleccionados del grupo que consiste de: uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20). Las
construcciones génicas se pueden insertar en vectores, que pueden encontrarse comercialmente disponibles,
adecuados para la transformacién en plantas y para la expresion del gen de interés en las células transformadas. La
invencion también provee el uso de una construccion génica como se define aqui en los métodos de la invencion.

En forma mas especifica, la presente invencion provee una construccion que comprende:

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del
grupo que consiste de: uno localizado en el nucleo 19/20 con el motivo AT-hook (AHL 19/20) como se definio
anteriormente;

(b) una o0 mas secuencias de control capaces de incrementar la expresion de la secuencia del acido nucleico de (a);
y opcionalmente

(c) una secuencia de terminacién de la transcripcion.

En una forma de realizacién, la secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 es como se
definié anteriormente. El término "secuencia control" y “secuencia de terminaciéon" son como se definen aqui.

Preferiblemente, una de las secuencias control de una construccién es un promotor constitutivo aislado de un
genoma de una planta. Un ejemplo de un promotor constitutivo es un promotor GOS2, preferiblemente un promotor
GOS2 de arroz, mas preferiblemente un promotor GOS2 como el representado mediante la SEQ ID NO: 35.

Las plantas se transforman con un vector que comprende cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas
anteriormente. La persona calificada en la técnica es muy consciente de los elementos genéticos que deben estar
presentes en el vector a fin de transformar, seleccionar y propagar exitosamente las células huéspedes que
contienen la secuencia de interés. La secuencia de interés esta operativamente enlazada a una o0 mas secuencias
de control (al menos a un promotor).

Convenientemente, se puede utilizar cualquier tipo de promotor, ya sea natural o sintético, para incrementar la
expresion de la secuencia de acido nucleico. Un promotor constitutivo es particularmente Gtil en los métodos,
preferiblemente un promotor constitutivo aislado de un genoma de una planta. El promotor constitutivo de una planta
dirige la expresion de una secuencia codificadora en un nivel que esta en todos los casos por debajo de aquel
obtenido bajo el control de un promotor viral 35S del CaMV.

Otros promotores especificos del 6rgano, por ejemplo para la expresion preferida en hojas, tallos, tubérculos,
meristemas, semillas (embrién y/o endospermo), son Utiles para llevar a cabo los métodos de invencién. Véase la
seccion "Definiciones" aqui para las definiciones de los diferentes tipos de promotores.

Debe aclararse que la aplicabilidad de la presente invencion no esta restringida a una secuencia de acido nucleico
que codifica el polipéptido AHL 19/20, como el representado mediante la SEQ ID NO: 1, ni la aplicabilidad de la
invencion esta restringida a la expresion de una secuencia de &cido nucleico que codifica el polipéptido AHL 19/20
cuando esta dirigida por un promotor constitutivo.

El promotor constitutivo es preferiblemente un promotor GOS2, preferiblemente un promotor GOS2 de arroz.
Preferiblemente ademas, el promotor GOS2 esta representado por una secuencia de acido nucleico sustancialmente
similar a la SEQ ID NO: 47, lo mas preferible, el promotor GOS2 es como el representado por la SEQ ID NO: 47.
Véase la Tabla 2 en la seccién de “Definiciones” aqui para otros ejemplos de promotores constitutivos.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2440265 T3

Véase aqui la seccion "Definiciones" para las definiciones de los distintos tipos de promotores. Particularmente util
en los métodos de la invencién es un promotor especifico de la raiz, en particular un promotor especifico de la
epidermis de la raiz. ElI promotor especifico de la raiz es preferiblemente un promotor transportador de nitrato, mas
preferiblemente de arroz (promotor Os NRT1 como lo describe Lin, 2000). El promotor esta representado por la SEQ
ID NO: 59. Una secuencia de acido nucleico sustancialmente similar a la SEQ ID NO: 59 también seria util en los
métodos de la invencion. Ejemplos de otros promotores especificos de la raiz, que también pueden ser utilizados
para llevar a cabo los métodos de la invencion se muestran en la Tabla 2b en la seccién "Definiciones" mas arriba.

Opcionalmente, se pueden utilizar una o mas secuencias terminadoras en la construccion introducida en una planta.
Los elementos reguladores adicionales pueden incluir mejoradores de la transcripcion asi como también de
traduccion. Las personas normalmente capacitadas en la técnica seran conscientes de las secuencias terminadoras
y mejoradores que puedan ser adecuadas para uso en la realizacién de la invencion. También se puede afadir una
secuencia de intron a la region no traducida (UTR) 5’ o en la secuencia de codificacion para incrementar la cantidad
del mensaje maduro que se acumula en el citosol, como se describe en la seccién de las definiciones. Otras
secuencias control (ademas de las secuencias promotoras, mejoradoras, silenciadoras, del intron, regiones 3'UTR
y/o 5'UTR) pueden ser proteinas y/o elementos estabilizantes del ARN. Tales secuencias serian conocidas o pueden
ser facilmente obtenidas por una persona normalmente capacitada en la técnica.

Las construcciones genéticas divulgadas en la invencion pueden incluir ademas un origen de secuencia de
replicacién que se requiere para el mantenimiento y/o replicacion en un tipo de célula especifico. Un ejemplo es
cuando se requiere mantener una construccién genética en una célula bacteriana como un elemento genético
episomal (por ejemplo, una molécula de plasmido o de césmido). Los origenes de replicacion preferidos incluyen,
pero no se limitan al f1-ori y colE1.

Para la deteccion de la transferencia exitosa de las secuencias de acido nucleico tal como se utiliza en los métodos
de la invencidon y/o seleccion de planta transgénicas que comprende estas secuencias de &cido nucleico, es
conveniente utilizar genes marcadores (0 genes reporteros). Por lo tanto, la construccion genética puede
comprender opcionalmente un gen marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables se describen en mas
detalle en la seccién “definiciones” aqui.

Los genes marcadores pueden ser removidos o cortados de la célula transgénica una vez no se los necesite mas.
Las técnicas para remocion del marcador se conocen en la técnica. Se describen técnicas utiles mas arriba en la
seccion de definiciones.

Se sabe que tras la integracion estable o transitoria de secuencias de acido nucleico en las células de la planta, sélo
una minoria de las células incorpora el ADN foraneo vy, si se desea, lo integra en su genoma, dependiendo del vector
de expresion utilizado y de la técnica de transfeccidn utilizada. Para identificar y seleccionar estos integrantes, un
gen que codif ca para un marcador seleccionable (tal como los descritos anteriormente) es usualmente introducido
en las células huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores, por ejemplo, pueden utilizarse en mutantes en
los cuales estos genes no son funcionales, por ejemplo, por medio de la supresién mediante métodos
convencionales. Ademas, se pueden introducir moléculas de secuencias de acido nucleico que codifcan un
marcador seleccionable en una célula huésped sobre el mismo vector que comprende la secuencia que codif ca los
polipéptidos de la invencion o que se utiliza en los métodos de la invencion, o bien en un vector separado. Las
células que han sido transfectadas en forma estable con la secuencia introducida de acido nucleico se pueden
identificar por ejemplo mediante seleccion (por ejemplo, las células que han integrado el marcador seleccionable
sobreviven mientras que las otras células mueren). Los genes marcadores pueden ser removidos o escindidos de la
célula transgénica una vez que no se los necesita. Las técnicas para remocion del gen marcador son conocidas en
el arte; las técnicas utiles fueron descritas anteriormente en la seccion de definiciones.

En una forma de realizacion, la invencién también provee un método para la produccién de plantas transgénicas que
tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas con relacién a las plantas que sirven como
control, que comprende la introduccion y expresién en una planta de cualquier secuencia de acido nucleico que
codif que un polipéptido AHL 19/20 como se definié aqui anteriormente.

Mas especificamente, la presente invencién provee un método para la produccién de plantas transgénicas que
tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas con respecto a las plantas que sirven como
control, el cual comprende:

(i) la introduccién y expresion en una planta, parte de una planta, o una célula de una planta, de una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20, bajo el control de un promotor constitutivo de una planta; y

(ii) el cultivo de la célula de la planta, parte de la planta o la planta en condiciones que promuevan el crecimiento y
desarrollo de la planta.
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La secuencia de acido nucleico de (i) puede ser cualquiera de las secuencias de acido nucleico capaces de codificar
un polipéptido AHL 19/20 como se definio aqui.

La secuencia de acido nucleico se puede introducir directamente en una célula de una planta o dentro de la planta
misma (incluyendo la introduccion en un tejido, 6rgano o cualquier otra parte de una planta). De acuerdo con una
caracteristica preferida de la presente invencion, se introduce preferiblemente la secuencia de acido nucleico en una
planta mediante transformacion. El término "transformacion" se describe en forma mas detallada, en la seccion
“definiciones" en la presente descripcion.

Las células de la planta genéticamente modificadas se pueden regenerar mediante todos los métodos con los cuales
esta familiarizado la persona capacitada en la técnica. Los métodos adecuados pueden encontrarse en las
publicaciones antes mencionadas por S. D. Kung y R. Wu, Potrykus o Héfgen y Willmitzer.

En general después de la transformacién, las células de la planta o los agrupamientos celulares se seleccionan para
determinar la presencia de uno o mas marcadores que son codificados por genes que pueden expresase en una
planta transferidos junto con el gen de interés, después de lo cual se regenera el material transformado en una
planta entera. Para seleccionar las plantas transformadas, el material vegetal obtenido en la transformacion es
sometido, como regla, a condiciones selectivas de modo que las plantas transformadas puedan distinguirse de las
plantas no transformadas. Por ejemplo, las semillas obtenidas en la forma antes descrita se pueden plantar vy,
después de un periodo de crecimiento inicial, ser sometidas a una selecciéon adecuada por medio de rociado. Otra
posibilidad adicional consiste en el crecimiento de las semillas, si procede después de esterilizacion, sobre placas de
agar utilizando un agente de seleccion adecuado de modo que Unicamente las semillas transformadas pueden
convertirse en plantas. En forma alternativa, se seleccionan las plantas transformadas para determinar la presencia
de un marcador seleccionable tal como las descritas anteriormente.

Después de la transferencia y regeneracion del ADN, las plantas putativamente transformadas también se pueden
evaluar, por ejemplo utilizando el analisis tipo Southern, para determinar la presencia del gen de interés, el nimero
de copias y/o organizacion gendémica. En forma alternativa o adicional, se pueden monitorear los niveles de
expresion del ADN recientemente introducido utilizando analisis tipo Northern y/o tipo Western, siendo ambas
técnicas bien conocidas por las personas ordinariamente capacitadas en la técnica.

Las plantas transformadas generadas se pueden propagar mediante una variedad de medios, tales como por medio
de técnicas de propagacion clonal o de fitomejoramiento clasico. Por ejemplo, una primera generacion de la planta
transformada (o T1) puede ser autofecundada y los transformantes homocigotos de segunda generacion (o T2)
seleccionados, y las plantas T2 pueden ser luego adicionalmente propagadas a través de las técnicas clasicas de
fitomejoramiento. Los organismos transformados generados pueden adoptar una variedad de formas. Por ejemplo,
pueden ser quimeras de células transformadas y de células no transformadas; transformantes clonales (por ejemplo,
todas las células transformadas para contener el casete de expresion); injertos de tejidos transformados y sin
transformar (por ejemplo, en plantas, un rizoma transformado injertado a un vastago sin transformar).

La presente invencion claramente se extiende a cualquier célula de una planta o planta producida mediante uno
cualquiera de los métodos descritos aqui, y a todas las partes de la planta y propagulos de la misma. La presente
invencion se extiende ademas para abarcar la progenie de una célula primaria transformada o transfectada, tejido,
organo o planta completa que ha sido producida mediante cualquiera de los métodos antes mencionados, siendo el
Unico requisito que la progenie exhiba la(s) misma(s) caracteristica(s) fenotipica(s) y/o genotipica(s) que las
producidas por la progenie en los métodos de acuerdo con la invencién.

En una forma de realizacion, la invencion también incluye células huésped que contienen una secuencia aislada de
acido nucleico que codif ca un polipéptido AHL 19/20 como se definié aqui anteriormente, operativamente enlazada
a un promotor constitutivo.

Las células huésped preferidas de acuerdo con la invencion son las células de la planta. Las plantas huésped para
los acidos nucleicos o el vector utilizado en el método de acuerdo con la invencion, el casete de expresion o la
construccién o el vector estan, en principio, en forma conveniente en todas las plantas, las cuales son capaces de
sintetizar los polipéptidos utilizados en el método de la invencion.

Los métodos de la invencién se aplican convenientemente a cualquier planta. Las plantas que son particularmente
utiles en los métodos de la invencién incluyen todas las plantas que pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en
particular plantas monocotiledéneas y dicotiledéoneas que incluyen forraje o leguminosas forrajeras, plantas
ornamentales, cultivos alimenticios, arboles o arbustos. De acuerdo con una realizacion preferida de la presente
invencion, la planta es una planta de cultivo. Los ejemplos de plantas de cultivo incluyen soja, girasol, canola, alfalfa,
colza, algodon, tomate, patata y tabaco. Preferiblemente ademas, la planta es una planta monocotiledénea. Los
ejemplos de plantas monocotiledoneas incluyen a la cafia de azucar. Mas preferiblemente la planta es un cereal. Los
ejemplos de cereales incluyen arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, triticale, sorgo y avena.
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La invencién también se extiende a las partes cosechables de una planta que comprende una secuencia aislada de
acido nucleico que codifica un AHL 19/20 (como se definié aqui anteriormente) operativamente enlazado a un
promotor constitutivo de una planta, tal como, pero sin limitarse a semillas, hojas, frutos, flores, tallos, rizomas,
tubérculos y bulbos. La invencién se refiere ademas a productos derivados, preferiblemente directamente derivados
de una parte cosechable de dicha planta, tal como granulos o polvos secos, aceite, grasa y acidos grasos, almidén o
proteinas.

Los métodos para incrementar la expresion de las secuencias de acido nucleico o los genes, o productos génicos,
estan bien documentados en la técnica y se proveen ejemplos en la seccién de definiciones.

Como se mencionoé anteriormente, un método preferido para incrementar la expresion de una secuencia de acido
nucleico que codif ca un polipéptido AHL 19/20 es por medio de la introduccién y expresion en una planta de una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20; sin embargo, los efectos de llevar a cabo el
método, es decir, de incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento, también pueden lograrse
utilizando otras técnicas bien conocidas, que incluyen pero no se limitan a marcacion de la activacion del ADN-T,
TILLING, recombinacién homéloga. Una descripcion de estas técnicas es suministrada en la seccion de definiciones.

La presente invencién abarca también el uso de secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos AHL 19/20
como se describe aqui; y el uso de estos polipéptidos AHL 19/20 para incrementar cualquiera de las caracteristicas
relacionadas con el rendimiento de semillas anteriormente mencionadas en plantas, bajo condiciones de crecimiento
normales, y bajo condiciones de disponibilidad reducida de nutrientes, preferiblemente bajo condiciones de
disponibilidad reducida de nitrégeno.

Las variantes alélicas de una secuencia de un gen/acido nucleico que codifican un polipéptido que incrementa el
rendimiento pueden encontrar uso también en programas de fitomejoramiento asistidos por marcadores. Tales
programas de fitomejoramiento algunas veces requieren la introduccién de una variante alélica por medio de
tratamiento mutagénico de las plantas, utilizando por ejemplo mutagénesis EMS; alternativamente, el programa
puede iniciarse con un grupo de variantes alélicas de las asi llamadas de origen “natural”’ originadas en forma no
intencional. La identificacién de variantes alélicas tiene lugar entonces, por ejemplo, por medio de PCR. Esto es
seguido por una etapa para la seleccion de variantes alélicas superiores de la secuencia en cuestion y que producen
mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento. La seleccion se lleva a cabo tipicamente monitoreando el
desempefio del crecimiento de las plantas que contienen diferentes variantes alélicas de la secuencia en cuestion. El
desempefio del crecimiento puede ser monitoreado en un invernadero o en el campo. Otras etapas opcionales
incluyen cruzamiento de plantas en las cuales se identificod la variante alélica superior con otra planta. Esto podria
ser utilizado, por ejemplo, para elaborar una combinacion de caracteristicas fenotipicas interesantes.

Los acidos nucleicos que codifican un polipéptido que incrementa el rendimiento pueden ser utilizados también como
sondas para mapear genética y fisicamente los genes de los cuales hacen parte, y como marcadores para
caracteristicas enlazadas a esos genes. Tal informacién puede ser util en fitomejoramiento de plantas con el
proposito de desarrollar lineas con fenotipos deseados. Tal uso de las secuencias de acido nucleico que codifican
polipéptidos que incrementan el rendimiento requiere Unicamente una secuencia de acido nucleico de al menos 15
nucleotidos de longitud. Los acidos nucleicos que codifican un polipéptido que incrementa el rendimiento se pueden
utilizar como marcadores de polimorfismo con la longitud del fragmento de restriccion (RFLP). Las transferencias
tipo Southern (Sambrook J, Fritsch EF y Maniatis T (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual) del ADN
genodmico de la planta digerido con enzimas de restriccion pueden ser sondeadas con los acidos nucleicos del tipo
AAT. Los patrones de bandas resultantes pueden ser luego sometidos a andlisis genético utilizando programas de
computador tales como MapMaker (Lander et al. (1987) Genomics 1: 174 - 181) con el propésito de construir un
mapa genético. Ademas, los acidos nucleicos pueden ser utilizados para examinar las transferencias tipo Southern
que contienen los ADN gendmicos tratados con endonucleasa de restriccion de un conjunto de individuos que
representan al progenitor y a la progenie de un cruce genético definido. Se observa la segregacién de los
polimorfismos de ADN y se utilizan para calcular la posicion del acido nucleico que codifica un polipéptido que
incrementa el rendimiento en el mapa genético previamente obtenido utilizando esta poblacién (Botstein et al. (1980)
Am. J. Hum. Genet. 32: 314 - 331).

La produccion y el uso de las sondas derivadas de genes de la planta para uso en mapeo genético se describe en
Bernatzky y Tanksley (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4: 37 - 41. Numerosas publicaciones describen el mapeo
genético de clones especificos de ADNc utilizando la metodologia expuesta anteriormente o variantes de la misma.
Por ejemplo, poblaciones de entrecruzamientos F2, poblaciones de retrocruzamiento, poblaciones apareadas al
azar, lineas isogénicas cercanas, y otros conjuntos de individuos pueden ser utilizados para el mapeo. Estas
metodologias son bien conocidas por aquellos ordinariamente capacitados en la técnica.

Las sondas de la secuencias de acido nucleico también se pueden utilizar para mapeo fisico (es decir, colocacion de
secuencias sobre mapas fisicos; véase Hoheisel et al. En: Non-mammalian Genomic Analysis: A Practical Guide,
Academic Press 1996, paginas 319 - 346, y las referencias citadas alli).
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En otra realizacion, las sondas de secuencias de acido nucleico pueden ser utilizadas en el mapeo de la hibridacion
in situ de fluorescencia directa (FISH por su siglas en inglés) (Trask (1991) Trends Genet. 7: 149 - 154). Aunque los
métodos actuales de mapeo FISH favorecen el uso de clones grandes (varios kb hasta varios cientos de kb, véase
Laan et al. (1995) Genome Res. 5: 13 - 20), las mejoras en sensibilidad pueden permitir la realizacion del mapeo
FISH utilizando sondas mas cortas.

Una variedad de métodos basados en la amplificacion de las secuencias de acido nucleico para mapeo genético y
fisico pueden ser llevados a cabo utilizando las secuencias de acido nucleico. Los ejemplos incluyen amplificacion
especifica de alelos (Kazazian (1989) J. Lab. Clin. Med 11: 95 - 96), polimorfismo de fragmentos amplificados por
PCR (CAPS; Sheffield et al. (1993) Genomics 16: 325 - 332), ligacion especif ca de alelos (Landegren et al. (1988)
Science 241: 1077 - 1080), reacciones de extension del nucledétido (Sokolov (1990) Nucleic Acid Sequence Res. 18:
3671), Mapeo Hibrido por Radiaciéon (Walter et al. (1997) Nat. Genet. 7: 22 - 28) y Mapeo Happy (Dear and Cook
(1989) Nucleic Acid Sequence Res. 17: 6795 - 6807). Para estos métodos, se utiliza la secuencia de una secuencia
de acido nucleico para disefhar y producir pares de cebadores para uso en la reaccion de amplificacion o en
reacciones de extension del cebador. El disefio de tales cebadores es bien conocido por aquellos ordinariamente
bien capacitados en la técnica. En los métodos que emplean mapeo genético con base en PCR, puede ser
necesario identificar las diferencias en la secuencia de ADN entre los progenitores del mapeo entrecruzado en la
region correspondiente a la presente secuencia de acido nucleico. Esto, sin embargo, generalmente, no es
necesario para métodos de mapeo.

Los métodos de acuerdo con la presente invencion dan como resultado plantas que tienen mas caracteristicas
relacionadas con el rendimiento de semillas, como se describié anteriormente aqui. Estas caracteristicas pueden ser
combinadas también con otras caracteristicas econdmicamente ventajosas, tales como las caracteristicas que
incrementan adicionalmente el rendimiento, tolerancia a otros estreses abidticos y bidticos, caracteristicas que
modifican diferentes caracteristicas arquitectonicas y/o caracteristicas bioquimicas y/o fisiolégicas.

Los métodos de acuerdo con la presente invencion dan como resultado plantas cultivadas bajo condiciones de
estrés abidtico que tienen caracteristicas mejoradas relacionadas con el rendimiento, como se describié aqui
anteriormente. Estas caracteristicas pueden ser combinadas también con otras caracteristicas econdémicamente
ventajosas, tales como las caracteristicas que incrementan adicionalmente el rendimiento, tolerancia a otros
estreses abidticos y bidticos, caracteristicas que modifican diferentes caracteristicas arquitecténicas y/o
caracteristicas bioquimicas y/o fisiolégicas.

En una forma de realizacion, la invencion se relaciona con la materia resumida de la siguiente manera:

item 1: Un método para aumentar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas en plantas en
relacion con las plantas de control, que comprende incrementar la expresién en una planta de una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido 19/20 localizado en el nucleo con el motivo AT-hook (AHL19/20), donde el
polipéptido AHL19/20 comprende un dominio que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas
de identidad de secuencia de aminoacidos de un dominio conservado (CD) como se representa por la SEQ ID NO:
36, y, opcionalmente, seleccionar las plantas que tienen un aumento de caracteristicas relacionados con el
rendimiento de semillas.

item 2: Método de acuerdo con el item 1, en donde dicho polipéptido AHL 19/20 comprende: (i) un motivo que tiene
al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia de aminoacidos con un motivo AT-
hook como el representado por la SEQ ID NO: 37, y (ii) un dominio que tiene al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad de secuencia de aminoacidos con un dominio conservado de
planta y de procariota (PPC), tal como el representado por la SEQ ID NO: 38 .

ftem 3: Método de acuerdo con el item 1 0 2 , en el que dicho polipéptido AHL 19/20 comprende: (i) una sefial de
localizacién nuclear; (ii) un motivo de enlazamiento de ADN AT-hook con una entrada InterPro IPR014476, y (iii) un
dominio conservado de planta y de procariota (PPC) con una entrada InterPro IPR005175.

item 4: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho polipéptido AHL 19/20, cuando se utiliza en
la construccién de un arbol filogenético AHL, tal como el representado en la Figura 1 o en la Figura 2, se agrupa con
el grupo de polipéptidos AHL 19/20 que comprenden la secuencia de polipéptido tal como la representada por la
SEQ ID NO: 2, en lugar de con cualquier otro grupo de AHL.

ftem 5: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho polipéptido AHL 19/20 tiene en orden
creciente de preferencia al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas
identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido AHL 19/20 tal como el representado por la SEQ ID NO: 2
o con cualquiera de las secuencias de polipéptidos presentados en la Tabla A en este documento.

item 6: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicha secuencia de acido nucleico que codifica un
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polipéptido AHL 19/20 esta representado por una cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos SEQ ID NOs
presentadas en la Tabla A o una parte de las mismas, 0 una secuencia capaz de hibridarse con una cualquiera de
las secuencias de acidos nucleicos SEQ ID NOs presentadas en la Tabla A.

item 7: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicha secuencia de acido nucleico codifica un
ortélogo o paralogo de cualquiera de las secuencias de polipéptido de las SEQ ID NOs presentadas en la Tabla A.

item 8: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho aumento de la expresion es llevado a cabo
por uno o mas cualquiera de: marcado de la activacién del ADN-T, TILLING, o recombinaciéon homologa.

ftem 9: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho aumento de la expresion se lleva a cabo
mediante la introduccién y expresion en una planta de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
AHL 19/20.

item 10: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho aumento de caracteristicas relacionadas
con el rendimiento de semillas es uno o mas de: (i) aumento del nimero de flores por panicula; (ii) aumento del peso
total de las semillas por planta; (iii) aumento del nimero de semillas llenas; o (iv) aumento de indice de cosecha.

item 11: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicho aumento de caracteristicas relacionadas
con el rendimiento de semillas se produce en plantas cultivadas bajo condiciones de disponibilidad reducida de
nutrientes, preferiblemente bajo condiciones de disponibilidad reducida de nitrégeno, en relacion con las plantas de
control.

ftem 12: Método segln el item 11, en el que dicho aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento de
semillas es uno o mas de: (i) aumento del rendimiento total de semillas por planta, (ii) aumento del numero de
semillas llenas, o (iii) aumento de indice de cosecha.

item 13: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicha secuencia de &cido nucleico estd
operativamente enlazada a un promotor constitutivo, preferiblemente a un promotor constitutivo de la planta, mas
preferiblemente a un promotor GOS2, lo mas preferible a un promotor GOS2 de arroz como el representado por la
SEQ ID NO: 35.

ftem 14: Método de acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicha secuencia de acido nucleico que codifica
una polipéptido AHL 19/20 es de origen vegetal, preferiblemente de una planta dicotiledénea, adicionalmente
preferiblemente de la familia Brassicaceae, o mas preferible de Arabidopsis thaliana.

item 15: Plantas, sus partes (incluidas las semillas), o células de la planta que se pueden obtener por un método de
acuerdo con cualquier item anterior, en el que dicha planta, parte o célula de la misma contienen un transgén de
acido nucleico aislado que codifica una polipéptido AHL 19/20 operativamente enlazado a un promotor constitutivo
de la planta.

ftem 16: construccion que comprende:

(a) Una secuencia de acido nucleico que codifica una polipéptido AHL 19/20 como se define en cualquiera de los
items 1a5;

(b) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a); y
opcionalmente;

(c) una secuencia de terminacioén de la transcripcion.

item 17: Construccién de acuerdo con el item 16, en el que dicha secuencia de control es un promotor constitutivo
de la planta, preferiblemente un promotor GOS2, més preferiblemente un promotor GOS2 como el representado por
la SEQ ID NO: 35.

ftem 18: El uso de una construccién de acuerdo con los items 16 0 17 en un método para la elaboracién de plantas
que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas en relacién con las plantas de control, en
donde dicho aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas son una o mas de: (i) aumento
del numero de flores por panicula; (ii) aumento del peso total de las semillas por planta; (iii) aumento en el numero
de semillas llenas; o (iv) aumento del indice de cosecha.

item 19: Planta, parte de la planta o célula de la planta transformada con una construccion de acuerdo con el item 16
o 17.
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ftem 20: Método para la produccion de plantas transgénicas que tienen mayores caracteristicas relacionadas con el
rendimiento de semillas en relacién con las plantas de control, que comprende:

(i) introducir y expresar en una planta, parte de la planta, o célula de la planta, una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido AHL 19/20 como se define en uno cualquiera de los items 1 a 6, bajo el control del promotor
constitutivo de la planta; y

(ii) cultivar la célula de la planta, parte de la planta, o planta en condiciones que promuevan el crecimiento y
desarrollo de la planta.

ftem 21: Planta transgénica que tiene un aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas en
relacion con las plantas de control, como resultado de un aumento de la expresion de una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 como se define en cualquiera de los items 1 a 5, operativamente
enlazada a un promotor constitutivo de la planta, o una célula de una planta transgénica o parte de la planta
transgénica derivada de dicha planta transgénica.

item 22: Planta transgénica de acuerdo con el item 15, 19 0 21, en donde dicha planta es una planta de cultivo o una
monocotiledénea o un cereal, tal como arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, triticale, sorgo y avena, o una célula
de la planta transgénica derivada de dicha planta transgénica.

ftem 23: Partes cosechables que contienen una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20
de una planta de acuerdo con el item 22, en donde dichas partes cosechables son preferiblemente semillas.

ftem 24: Productos derivados de una planta de acuerdo con el item 22 y / o de partes cosechables de una planta de
acuerdo al item 23.

item 25: Uso de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 como se define en
cualquiera de los items 1 a 6 en el aumento de las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas, que
comprende uno o mas de: (i) aumento del numero de flores por panicula; (i) aumento del peso total de las semillas
por planta; (iii) aumento en el numero de semillas llenas; o (iv) aumento del indice de cosecha.

{tem 26: El uso de acuerdo con el item 25, en el que dicho aumento de caracteristicas relacionadas con el
rendimiento de semillas se presenta en condiciones de disponibilidad reducida de nutrientes, preferiblemente bajo
condiciones de disponibilidad reducida de nitrégeno.

Descripcion de las figuras
La presente invencion sera descrita a continuacion con referencia a las siguientes figuras en las cuales:

La Figura 1 representa un arbol filogenético construido después de una alineacion de todos los polipéptidos que
pertenecen a la familia AHL (descrito en Fujimoto et al., (2004) Plant Molec Biol., 56: 225 - 239) llevado a cabo
utilizando el algoritmo Clustal (1.83) de alineacion progresiva, utilizando valores predeterminados. El grupo de
interés, que comprende los dos paralogos de Arabidopsis AHL19 (SEQ ID NO: 2 o AT3G04570) y AHL20 (SEQ ID
NO: 4 0 AT4G14465) ha sido encerrado en un circulo .

La Figura 2 representa un arbol filogenético construido después de una alineacion de todos los polipéptidos que
pertenecen a la familia AHL (descrito en Fujimoto et al., (2004) Plant Molec Biol., 56: 225 - 239), y todos los
ortdlogos y paralogos AHL 19/20 de la Tabla A en el Ejemplo 1 en este documento, llevado a cabo utilizando el
algoritmo Clustal (1.83) de alineacién progresiva, utilizando valores predeterminados.

La Figura 3 representa un boceto de un polipéptido AHL 19/20 tal como el representado por la SEQ ID NO: 2, que
comprende la siguientes caracteristicas: una NLS predicha, un motivo de enlazamiento de ADN AT-hook (del que el
nucleo es el tripéptido GRP; comprendido en la entrada InterPro IPR014476 (enlazamiento predicho de ADN AT-
hook)), un dominio de PPC (dominio conservado de planta y de procariotas; comprendido en la entrada InterPro
IPR005175 (proteina de funcion desconocida DUF296)), y Dominio Conservado (CD) que comprende tanto un
motivo de enlazamiento de ADN AT-hook y un dominio de PPC.

La Figura 4 muestra una alineacion de multiples secuencias por CLUSTAL W (1.83) del Dominio Conservado de
polipéptidos AHL 19/20 de la Tabla A (como el representado por la SEQ ID NO: 38 para la SEQ ID NO: 2), donde se
identifican una serie de caracteristicas. Desde el extremo del terminal N hasta el extremo del terminal C de los
polipéptidos, estos son: (i) una sefial de localizacion nuclear predicha (NLS), (ii) un motivo de enlazamiento de ADN
AT-hook, con el nucleo tripéptido GRP, y (iii) un dominio de PPC (DUF 296) .
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La Figura 5 muestra el vector binario para aumento de la expresion en Oryza sativa de una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 bajo el control de un promotor GOS2 (pGOS2) de arroz.

La Figura 6 detalles ejemplos de secuencias Utiles en la realizacion de los métodos de acuerdo con la presente
invencion.

Ejemplos

La presente invencion sera descrita a continuacion con referencia a los siguientes y ejemplos, que se citan sélo para
efectos ilustrativos. Los siguientes ejemplos no pretenden definir completamente o limitar de algun otro modo el
alcance de la invencion.

Manipulacién del ADN: a menos que se establezca otra cosa, las técnicas de ADN recombinante se llevan acabo de
acuerdo con protocolos estandar descritos en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3° Edicion
Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New York) o en los Volumenes 1y 2 de Ausubel et al. (1994), Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols. Los materiales estandar y los métodos para el trabajo molecular
de la planta se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) de R. D. D. Croy, publicado por BIOS Scientific
Publications Ltd (RU) y Blackwell Scientific Publications (RU).

Ejemplo 1: Identificacion de secuencias relacionadas con la secuencia de acido nucleico utilizada en los métodos de
la invencion

Las secuencias (ADNc de longitud completa, los EST o genémicas) relacionadas con la secuencia de acido nucleico
usadas en los métodos de la presente invencion fueron identificadas entre aquellas mantenidas en la base de datos
de nucledtidos Entrez en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando herramientas de busqueda
de secuencias en la base de datos, tales como la Basic Local Alignment Tool (BLAST) (Altschul et al. (1990) J. Mol.
Biol. 215: 403 - 410; y Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389 - 3402). El programa se utiliza para
encontrar regiones de similitud local entre secuencias mediante la comparacion de secuencias de acido nucleico o
de secuencias de polipéptidos con las bases de datos de secuencias y calculando el significado estadistico de las
coincidencias. Por ejemplo, el polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico de la presente invencion se
utilizé para el algoritmo TBLASTN, con parametros predeterminados y el filtro desactivado para ignorar secuencias
de baja complejidad. El resultado del analisis se obtuvo a través de la comparacién por pares, y se clasifico de
acuerdo con el puntaje de la probabilidad (valor E), donde el puntaje refleja la probabilidad de que ocurra una
alineacion particular al azar (entre mas bajo el valor E, mas significativa la coincidencia). Ademas de los valores E,
también se dio puntaje a las comparaciones mediante el porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad se
refere a la cantidad de nucledtidos (o aminoacidos) idénticos entre las dos secuencias de acido nucleico (o
polipeptidicas) comparadas sobre una longitud particular. En algunos casos, se pueden ajustar los parametros por
defecto para modificar la rigurosidad de la busqueda. Por ejemplo, se puede incrementar el valor E para mostrar
menos coincidencias estrictas. De este modo, se pueden identificar coincidencias cortas casi exactas.

La Tabla A proporciona un listado de secuencias de acidos nucleico relacionadas con la secuencia de acido nucleico
utilizada en los métodos de la presente invencion.

Tabla A: Ejemplos de polipéptidos AHL 19/20:

Nombre Organismo Acido nucleico | Polipéptido Numero de acceso Estatus
fuente SEQ ID NO: SEQ ID NO: | ala base de datos
Arabidopsis AT3G04570 Longitud
Arath_AHL19 thaliana ! 2 NP 566232 completa (FL)
Arabidopsis AT4G14465 NP_
Arath_AHL20 thaliana 3 4 567432 FL
'%ig;fg aX Céntigo de
Aqufo_AHL19/20 o 5 6 DT758489, FL
Aguilegia DT758488.1
pubescens )
Brana_AHL19/20 Brassica napus | 7 8 CS226287 FL
Brara_AHL 19/20 Brassica rapa 9 10 AC189468 FL
Glyma_ AHL19/20 Glycine max 11 12 CS137412 FL
Goshi_AHL19/20 | Gossypium 13 14 DW519458 FL
hirsutum
Lacsa_AHL19/2 0 Lactuca sativa 15 16 DW047323 FL
Lotja AHL19/20 Lotus japonicus | 17 18 AP004971 FL
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(continuacién)

Nombre Organismo Acido nucleico | Polipéptido Numero de acceso Estatus
fuente SEQ ID NO: SEQ ID NO: | ala base de datos
. AK110263
Orysa_AHL19/2 0 Oryza sativa 19 20 05089056320 0 FL
. CT837915
Orysa_AHL19/20 Il | Oryza sativa 21 22 05029082080 0 FL
Poptr AHL19/20 | Fopulus 23 24 scaff XII.441 FL
tremuloides
Solanum Céntigo de
Soltu_ AHL19/20 tuberosum 25 26 CN215397.1 FL
CK276075.1
Thilaspi
Thica_AHL19/2 0 caerulescens 27 28 DQ022564 FL
Vitvi-AHL19/20 Vitis vinifera 29 30 AM463589 FL
Vitvi_ AHL19/20 11 Vitis vinifera 31 32 AM429692 FL
Zeama_AHL19/20 | Zea mays 33 34 AC190270 FL

En algunos casos, las secuencias relacionadas han sido ensambladas tentativamente y divulgadas al publico por
parte de instituciones de investigacion, tales como The Institute for Genomic Research (TIGR). La base de datos
Eukaryotic Gene Orthologs (EGO) puede ser utilizada para identificar tales secuencias relacionadas, ya sea por
medio de una busqueda de palabras clave o por medio del uso del algoritmo BLAST con la secuencia de éacido
nucleico o la secuencias de polipéptidos de interés. En otros casos, se han creado bases de datos especiales de
secuencias de acido nucleico para organismos particulares, tales como por el Joint Genome Institute, por ejemplo
para Ostreococcus tauri.

Ejemplo 2: Alineacion de secuencias de polipéptidos de la invencion

La alineacion de secuencias de polipéptidos se lleva a cabo utilizando el programa AlignX del paquete Vector NTI
(Invitrogen), que se basa en el algoritmo popular ClustalW de alineacion progresiva (Thompson et al. (1997) Nucleic
Acids Res. 25: 4876 - 4882; Chenna et al. (2003). Nucleic Acids Res 31: 3497 - 3500). Los valores predeterminados
son para la penalizacidon por abertura de espacio de 10, para penalizacion por extension de espacio de 0,1 y la
matriz de peso seleccionada es Blosum 62 (si se alinean polipéptidos). Se puede hacer una edicién manual menor
se puede hacer para optimizar aun mas la alineacion. Se construye un arbol filogenético de polipéptidos utilizando
un algoritmo de agrupamiento unién de vecinos (neighbour-joining) conforme a lo dispuesto en el programa AlignX
de Vector NTI (Invitrogen) .

La alineacion de todas las secuencias de polipéptidos AHL de Arabidopsis thaliana identificadas en Fujimoto et al.
(2004; Tableau mas adelante) se realizd usando el algoritmo Clustal (1.83) de alineacién progresiva, con valores
predeterminados (Thompson et al. (1997) Nucleic Acids Res 25: 4876 - 4882; Chenna et al. (2003). Nucleic Acids
Res 31: 3497 - 3500). Se construy6 un arbol de uniéon de vecinos después de eso, y se representa en la Figura 1 de
la presente solicitud. El grupo de interés, que comprende los dos paralogos AHL19 de Arabidopsis (SEQ ID NO: 2 o
AT3G04570), y AHL20 (SEQ ID NO: 4 o AT4G14465) encerrado en un circulo. Cualquier polipéptido que caiga
dentro de este grupo de AHL19/20 (después de una nueva etapa de alineacion multiple como se describe
anteriormente en esta memoria ) se considera que es util en la realizacion de los métodos de la invencién como se
describié en este documento mas arriba.

Tabla A1: Polipéptidos AHL identificados en Arabidopsis thaliana

Numero AHL | Numero de acceso de Tair | Nimero de acceso del NCBI
AHLA1 At4g12080 NP 192945
AHL2 At4g22770 NP 194008
AHL3 At4g25320 NP_194262
AHL4 At5g51590 NP 199972
AHL5 At1g63470 NP_176536
AHL6 At5g62260 NP 201032
AHL7 At4g00200 NP 191931
AHLS8 At5g46640 NP_ 199476
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(continuacién)

Nuamero AHL | Numero de acceso de Tair | Niumero de acceso del NCBI
AHL9 At2g45850 NP 182109
AHL10 At2g33620 NP_ 565769
AHL11 At3g61310 NP 191690
AHL12 At1g63480 NP_ 176537
AHL13 At4g17950 NP _ 567546
AHL14 At3g04590 NP_187109
AHL15 At3g55560 NP 191115
AHL16 At2g42940 NP_ 181822
AHL17 At5g49700 NP_199781
AHL18 At3g60870 NP 191646
AHL19 At3g04570 NP 566232
AHL20 At4g14465 NP_ 567432
AHL21 At2g35270 NP_ 181070
AHL22 At2g45430 NP_182067
AHL23 At4g17800 NP 193515
AHL24 At4922810 NP_194012
AHL25 At4g35390 NP 195265
AHL26 At4g12050 NP_192942
AHL27 At1g20900 NP 173514
AHL28 At1g_14490 NP 172901
AHL29 At1g76500 NP_177776

Una segunda alineacion de secuencias multiples se realizé incluyendo todos los polipéptidos ortélogos AHL19/20 de
la Tabla A y todas las secuencias de AHL de la Tabla A1. Se construyd un arbol de unién de vecinos después de
eso, y se representa en la Figura 2 de la presente solicitud. El grupo de interés, que comprende los dos paralogos
AHL19 de Arabidopsis (SEQ ID NO: 2 o AT3G04570), y AHL20 (SEQ ID NO: 4 o AT4G14465) ha sido encerrado en
un circulo. Cualquier polipéptido que caiga dentro de este grupo de AHL19/20 se considera que es Uutil en la
realizacién de los métodos de la invencion como se describe en este documento.

El Dominio Conservado (CD) de la SEQ ID NO: 2, tal como la representada por la SEQ ID NO: 36, fue identificado
después de la alineacion de multiples secuencia de los polipéptidos AHL19/20 de la Tabla A. En una segunda etapa,
se seleccionaron los CD de los polipéptidos AHL19/20 de la Tabla A (fuera de la secuencia del polipéptido de
longitud completa) y alinearon, utilizando el algoritmo Clustal (1.83) de alineacion progresiva, utilizando valores
predeterminados. Se pueden identificar una cantidad de caracteristicas, y estan marcadas en la Figura 4. Desde el
extremo del terminal N hasta el extremo del terminal C de los polipéptidos, estos son: (i) una sefal de localizacion
nuclear predicha (NLS) , (i) un motivo de enlazamiento de ADN AT-hook, con el tripéptido nuclear GRP, vy (iii) un
dominio de PPC (DUF 296) .

Ejemplo 3: Célculo del porcentaje global de identidad entre secuencias de polipéptidos utiles en la realizacion de los
métodos de la invencién

Se determinaron los porcentajes globales de similitud e identidad entre secuencias de polipéptidos de longitud
completa Utiles para llevar a cabo los métodos de la invencion utilizando uno de los métodos disponibles en el arte,
el software MatGAT (Matrix Global Alignment Tool) (BMC Bioinformatics. 2003 4: 29. MatGAT: una aplicacion que
genera matrices de similitud/identidad utilizando secuencias de proteina o de ADN. Campanella J. J., Bitincka L,
Smalley J; software administrado por Ledion Bitincka). El software MatGAT genera matrices de similitud/identidad
para secuencias de ADN o de proteina sin necesidad de una alineacién previa para los datos. El programa realiza
una serie de alineaciones de pares utilizando el algoritmo de alineacién global de Myers y Miller (con una
penalizacién por apertura de brecha de 12, y una penalizacion por extension de brecha de 2), calcula la similitud y la
identidad utilizando por ejemplo Blosum 62 (para polipéptidos), y luego coloca los resultados en una matriz de
distancia. La similitud de secuencia se muestra en la mitad inferior de la linea divisoria y la identidad de la secuencia
se muestra en la mitad superior de la linea divisoria en diagonal.

Los parametros utilizados en la comparacion fueron:
Matriz de puntuacion: Blosum62
Primera brecha: 12

Extension de la brecha: 2
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También se pueden generar una tabla de MATGAT para alineacion local de un dominio especifico, o datos sobre en
% de identidad / similitud entre dominios especificos.

Los resultados del analisis del software se muestran en la Tabla B para la similitud e identidad global sobre la
longitud completa de las secuencias de polipéptidos (excluyendo las secuencias parciales de polipéptidos). El
porcentaje de identidad se presenta encima de la diagonal y el porcentaje de similitud se presenta debajo de la
diagonal.

El porcentaje de identidad entre las secuencias de polipéptidos utiles en la realizacion de los métodos de la
invencion puede ser tan bajo como un 52% de identidad de aminoacidos comparado con la SEQ ID NO: 2.

Tabla B: Resultados de MatGAT para la similitud e identidad globales sobre la longitud completa de las secuencias
de polipéptidos.

1 2 3 |4 5 6 |7 |8 |9 [10]|11]12]13 |14 |15 |16 |17
1. Aqufo_ AHL19_20 63 |64 |61 |61 |60|73 |66 |71 |59 |61]|66]|70|63|73|71|58
2. Arath_ AHL19 72 56 |94 |94 |56 |59 615948 5561|6397 |61]|57)52
3. Arath AHL20 76 | 70 54 |54 |56 |63 |63|61|54|58|59|61|57|61|63]54
4. Brana AHL19 20 70 | 96 | 67 100 | 56 | 59 | 61 | 58 | 49 | 55 | 60 | 61 | 94 | 60 | 56 | 52
5. Brara AHL19_ 20 70 |96 | 67 | 100 56 |69 | 61 | 58 |49 |55 |60 | 61 |94 | 60 | 56 | 52
6. Glyma_ AHL19 20 75 |68 |73 |68 |68 60 | 64 | 59 | 52 | 58 | 66 | 63 | 58 | 67 | 59 | 55
7. Goshi_ AHL19_20 82169 | 75|67 |67 |77 64 | 70 | 61 |66 |64 |67 |59 | 71 | 79 | 61
8. Lacsa_ AHL19 20 79 |72 |77 |72 |72 |81]80 63 | 56 | 59 |69 | 73 |61 |72 | 64 | 56
9. Lotja_ AHL19_20 82172 | 75|71 |71 74 180 | 77 59 |61 |63 |69 |58 |71]|72]|62
10. Orysa_ AHL19 20 | 67 |58 |65 |58 |58 |65 |68 |69 | 66 66 | 52 | 55 |48 | 56 | 62 | 70
11.0rysa AHL19_20MI | 71 |64 |69 |63 |63 |73 |76 |73 |72 |70 59 | 60 | 56 | 60 | 66 | 67
12. Poptr_ AHL19 20 |81 |71 |73 |71 |71 |80 |80 |81[80|64)74 72 16175 |62 | 54
13. Soltu_ AHL19 20 82|75 |76 |75 |75 |79 |77 |81]80]|61)|70]87 63 | 78 | 66 | 58
14. Thica_ AHL19_20 73198 |69 |95 |95 |70 |68 | 72|73 |58 |66]|72]|75 61 | 58 | 52
15. Vitvi_ AHL19_20 865 |72 |74 |71 |71 |81[79|82|82|65|70|85]|90 |71 69 | 57
16. Vitvi_ AHL19 20 Il | 80 |66 |74 |66 |66 |73 |84 |78 |79|70]|76)|75|76]|66]78 63

Se puede aumentar considerablemente el porcentaje de identidad si el calculo de identidad se lleva a cabo entre el
Dominio Conservado (CD) de la SEQ ID NO: 2 (como el representado por la SEQ ID NO: 36) y los CD de los
polipéptidos utiles en la realizacion de la invencién. Un CD comprende un motivo de enlazamiento de ADN AT-hook
(tal como el representado por la SEQ ID NO: 37 para la SEQ ID NO: 2) y un dominio de PPC (como el representado
por la SEQ ID NO: 38 para la SEQ ID NO: 2). El porcentaje de identidad sobre los CD entre las secuencias de
polipéptidos utiles en la realizacion de los métodos de la invencion oscila entre 75% y 99% de identidad de
aminoacidos, como se muestra en la Tabla B1. Esto es significativamente mas alto que el porcentaje de identidad de
aminoacidos calculado entre las secuencias de polipéptidos AHL19/20 de longitud completa.

Tabla B1: Resultados de MatGAT para similitud e identidad globales sobre el dominio de los CD entre las
secuencias de polipéptidos

1 [2 [3 [4 [5 [6 [7 [8 ]9 [10[11[12[13[14[15][16][17
AHL7G o 818180 |80 |77|92|83|87|86|87 |81 |84 |81 84|092|86
2 o0 Arath 91 78 |98 |98 |75 /82|77 |78 |76 |80 |78 |80 |99 |81 81|77
2’H?_26Arath— 93 | 88 77 |77 |73 |84 |80 |79 |77 |81 |76 |79 |78 |79 82|78
g e 91 | 99 | 88 100 | 75 |82 |77 |78 |76 | 79 | 78 | 79| 98 | 80 | 80 | 78
2‘H(|3_?§ Bzroara— 91| 99 | 88 | 100 75 (82|77 |78 |76 |79 |78 |79 |98 |80 80|78
2.H$-I?§_(§B/ma_ 92 | 88 |89 | 88 | 88 80 |78 |80 |74 |79 |81 |78|75|82]|80]|78
LoD oS98 1910391 |91 |93 86| 92|87 |89 | 85|88 8290|0488
f\'H(f_?g I_2aocsa_ 96 (90|92 |90 |90 |92]|96 81|78 |83|86|87|77|88|83|78

42




10

15

ES 2440265 T3

(continuacién)

1 2 3 14 |5 |6 |7 |8 |9 |10 1112|1314 |15 |16 | 17
96 | 90 | 93 |90 |90 | 94 | 98 | 95 86 | 86 | 81|86 |78 |86 |94 |89

9. CD_ Lotja_
AHL19 20

10.CD_

Orysa_ 94 |87 |89 (87|87 (89|92 |92 93 89 |78 |84 |76 |81 |86 |95
AHL19_20
11.CD_
Orysa_ 94 |88 |89 |88 |88 [93|95|93 |96 |95 81187 (80|86 |89 |90
AHL19_20/II
12.CD_

Poptr_ 96 |88 | 91|88 |88|93 |97 |95|96 |92 |93 86 | 78 |87 | 84 | 78
AHL19_ 20
13.CD_
Soltu_ 94 |89 (9189|8993 |96 |95 |96 |90 |93 |96 80 | 90 | 89 | 83
AHL19 20
14. CD_
Thica_ 91100 | 88 |99 |99 |88 |91 |90 |90 | 87 | 88 | 89 | 89 81|81 |77
AHL19_20

15.CD_ Vitvi_
AHL19 20

16. CD_

Vitvi_ 96 |90 [ 92 |90 |90 |93 |98 |94 |99 9295|9595 |90 |95 87
AHL19 20\
17.CD_

Zeama_ 94 |88 |90 |88 88|91 |94 |93|95|96|96|92|90 |88 |90 |93
AHL19_20

94 190 | 91190 |90 |94 |96 |96 |96 |90 |93 |95 |96 |90 88 | 81

Ejemplo 4: Identificacién de dominios comprendidos en las secuencias de polipéptidos utiles en la realizacion de los
métodos de la invencion.

La base de datos de Recursos Integrados de Familias de Proteinas, Dominios y Sitios (InterPro) es una interfaz
integrada para las bases de datos de firma comunmente utilizadas para busquedas con base en textos y secuencias.
La base de datos InterPro combina estas bases de datos, que utilizan diferentes metodologias y diferentes grados
de informacién bioldgica sobre proteinas bien caracterizadas para derivar firmas de proteina. Las bases de datos
colaboradoras incluyen SWISS-PROT, PROSITE, TrEMBL, PRINTS, Panther, ProDom y Pfam, Smart y TIGRFAMs.
InterPro se encuentra alojada en el European Bioinformatics Institute en el Reino Unido.

Los resultados del barrido con InterPro de la secuencia de polipéptidos representadas por la SEQ ID NO: 2 se
presentan en la Tabla C.

Tabla C: Resultados del barrido con InterPro de la secuencia de polipéptidos como la representada por la SEQ ID
NO: 2

Nombre y nimero
de acceso del
InterPro

Nombre en la
base de datos
integrada

NiUmero de acceso
en la base de datos
integrada

Nombre de acceso
en la base de datos
integrada

Coordenadas del
aminoacido en la
SEQID NO: 2

IPR005175
Dominio: Proteina
de funcién
desconocida
DUF296

PFAM

PF03479

DUF 296

107 - 232

InterPro
IPR014476
Familia: Motivo de
enlazamiento
predicho de ADN
AT-hook

PIR

PIRSF016021

ESCAROLA

1-315

Ejemplo 5: Prediccion de la localizacion subcelular de las secuencias de polipéptidos utiles para llevar a cabo los
métodos de la invencion

TargetP 1.1 predice la localizacion subcelular de las proteinas eucariotas. La asignacion de ubicacion se basa en la
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presencia predicha de cualquiera de las secuencias previas del terminal N: péptido de transito al cloroplasto (cTP),
péptido mitocondrial objetivo (mTP) o péptido sefal de la ruta secretora (SP). Los puntajes en los que se basa la
prediccion final no son realmente probabilidades, y no necesariamente se afiaden a uno. Sin embargo, la ubicacion
con el puntaje mas alto es la mas probable de acuerdo con TargetP, y la relacion entre los puntajes (la clase de
confiabilidad) puede ser una indicacion de qué tan cierta es la prediccién. La clase de confiabilidad (RC) varia de 1 a
5, donde 1 indica la prediccion mas fuerte. TargetP es mantiene en el servidor de la Universidad Técnica de
Dinamarca.

Para las secuencias que se predice que contienen una secuencia previa en el terminal N se puede predecir también
un sitio de escision potencial.

Se seleccionaron una cantidad de parametros, tales como el grupo del organismo (vegetal o no vegetal), conjuntos
de puntos de corte (ninguno, conjuntos de puntos de corte predefinidos, o conjunto de puntos de corte especificados
por el usuario), y el calculo de la prediccion de los sitios de escision (si 0 no).

Los resultados del analisis con TargetP 1.1 de la secuencia polipeptidica como la representada por la SEQ ID NO: 2
se presentan en la Tabla D7. El grupo del organismo "planta" ha sido seleccionado, y no se definieron puntos de
corte. La localizacion subcelular predicha de la secuencia polipeptidica como la representada por la SEQ ID NO: 2
no es del cloroplasto, no es mitocondrial y no es la ruta secretora, sino mas probablemente del ntcleo.

Una sefal de localizacion nuclear prevista (NLS) se encuentra (por medio de la alineaciéon de secuencias multiples,
seguida por inspeccion ocular, por ejemplo) en el polipéptido AHL19/20 de la SEQ ID NO: 2. Una NLS es una o mas
secuencias cortas lisinas o argininas positivamente cargadas. Se predice que la SEQ ID NO: 2 de la presente
invencion se localiza en el compartimento nuclear de las células eucariotas.

Tabla D. Analisis con TargetP 1.1 de la secuencia de polipéptidos como la representada por la SEQ ID NO: 2

Longitud (AA) 315
Péptido de transito en el cloroplasto | 0.100
Péptido de transito mitocondrial 0.278
Péptido sefal de la ruta secretora 0.033
Otro objetivo subcelular 0.703
Ubicacién predicha Otra
Clase de confiabilidad 3

Los resultados del analisis con TargetP 1.1 de la secuencia de polipéptido como la representada por la SEQ ID NO:
51 se presentan a continuacion.

Prediccion de TargetP: mitocondrial (0,837, calidad 2)

Se pueden utilizar muchos algoritmos para llevar a cabo los analisis de prediccién de la ubicacién subcelular,
incluyendo:

» ChloroP 1.1 alojado en el servidor de la Universidad Técnica de Dinamarca;

» Protein Prowler Subcellular Localisation Predictor version 1.2 alojado en el servidor del Institute de Biociencia
Molecular, Universidad de Queensland, Brisbane, Australia;

* PENCE Proteome Analyst PA-GOSUB 2.5 alojado en el servidor de la Universidad de Alberta, Edmonton, Alberta,
Canada;

* TMHMM, alojado en el servidor de la Universidad Técnica de Dinamarca;
Ejemplo 6: Clonacion de una secuencia de acido nucleico de la invencion.

A menos que se establezca otra cosa, se llevan a cabo técnicas de ADN recombinante de acuerdo con protocolos
estandar que se describen en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3° ediciéon Cold Spring
Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los Volumenes 1y 2 de Ausubel et al. (1994), Current Protocols in
Molecular Biology, Current Protocols. Los materiales y métodos estandar para trabajo molecular en plantas se
describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R. D. D. Croy, publicado por BIOS Scientific Publications Ltd
(RU) y Blackwell Scientific Publications (RU).
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Se amplificé el ADNc de Arabidopsis thaliana que codifica el polipéptido AHL 19/20 por medio de PCR utilizando
como molde un banco de ADNc de Arabidopsis sintetizado a partir del ARNm extraido de tejidos mezclados de
plantas. Se utilizaron el cebador prm8135 (SEQ ID NO: 41, sentido: 5-
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaaacaatggcgaatccatggtg-3’) y el cebador prm08136 SEQ ID NO: 42; inverso,
complementario: 5 - ggggaccactttgtacaagaaagctgggttaaaaaccattttaacgcacg -3’), que incluyen los sitios AttB para
recombinacion Gateway, para amplificacion por PCR. Se llevé a cabo la PCR utilizando Tag ADN polimerasa Hifi en
condiciones estandar. Se amplificé y purificod también un fragmento PCR de la longitud esperada (incluyendo sitos
attB), empleando métodos estandar. Luego se llevo a cabo la primera etapa del procedimiento Gateway, la reaccion
BP, durante la cual el fragmento de la PCR recombinado in vivo con el plasmido pDONR201 para producir, de
acuerdo con la terminologia Gateway, un "clon de entrada". Se adquirid el plasmido pDONR201 a través de
Invitrogen, como parte de la tecnologia Gateway®.

Ejemplo 7: Construccion del vector de expresion utilizando una secuencia de acido nucleico como la divulgada

El clon de entrada que comprende la SEQ ID NO: 1 se utilizdé posteriormente en una reaccion LR con un vector de
destinacion usado para la transformacion de Oryza sativa. Este vector contenia como elementos funcionales dentro
de los bordes del ADN-T: un marcador seleccionable de una planta; un casete de expresién de un marcador
cribable; y un casete Gateway destinado a la recombinacion in vivo de LR con la secuencia de acido nucleico de
interés ya clonada en el clon de entrada. Se localizé un promotor GOS2 de arroz (SEQ ID NO: 35) para expresion
constitutiva secuencia arriba de este casete Gateway.

Después de la etapa de recombinacion de LR, se transformé el vector de expresion resultante pGOS2::de AHL
19/20 y (Figura 5) en una cepa LBA4044 de Agrobacterium, de acuerdo con los métodos bien conocidos en el arte.

Ejemplo 8: Transformacion de plantas
Transformacion de arroz

Se utilizé Agrobacterium que contiene los vectores de expresion en forma independiente para transformar plantas de
Oryza sativa. Se descascarillaron semillas secas maduras de la variedad de cultivo Japdnica de arroz Nipponbare.
Se realizo la esterilizacion incubando durante un minuto en etanol al 70%, seguido por 30 minutos en HgCl, al 0,2%,
seguido de 6 lavados durante 15 minutos con agua destilada estéril. Las semillas estériles fueron luego germinadas
en un medio que contenia 2,4-D (medio de induccion de callos). Después de la incubacién en la oscuridad durante
cuatro semanas, se cortaron y propagaron los callos embriogénicos derivados de escutelo sobre el mismo medio. Al
cabo de dos semanas, los callos se multiplicaron o propagaron mediante un subcultivo en el mismo medio durante
otras 2 semanas, se multiplicaron o propagaron los callos por medio de subcultivo sobre el mismo medio durante
otras dos semanas. Se subcultivaron piezas de callo sobre medio fresco 3 dias antes del cocultivo (para reforzar la
actividad de la divisidn celular).

Se utilizd la cepa LBA4404 de Agrobacterium que contenia cada vector de expresion individual en forma
independiente para el cocultivo. Se inoculé Agrobacterium sobre medio AB con los antibidticos apropiados y se
cultivd durante 3 dias a 28°C. Se recolectaron luego las bacterias y se suspendieron en un medio de cocultivo
liquido hasta una densidad (ODggo) de aproximadamente 1. Se transfirid luego la suspensién a una placa de Petri y
se sumergieron los callos en la suspensién durante 15 minutos. Los tejidos de los callos fueron transferidos secos
sobre un papel de filtro y transferidos a un medio de cocultivo solidificado e incubados durante 3 dias en la oscuridad
a 25°C. Los callos cocultivados crecieron en un medio que contenia 2,4-D durante 4 semanas en la oscuridad a
28°C en presencia de un agente de seleccion. Durante este periodo, se desarrollaron rapidamente islas de callos
resistentes. Luego de transferir este material a un medio de regeneracion e incubarlo a la luz, se liberd el potencial
embriogénico y se desarrollaron brotes en las proximas cuatro a cinco semanas. Se cortaron los brotes de los callos
y se incubaron durante 2 a 3 semanas en un medio que contenia auxina, desde el cual fueron transferidos al suelo.
Se cultivaron los brotes encallecidos bajo humedad alta y dias cortos en un invernadero.

Se generaron aproximadamente 35 transformantes independientes de arroz TO para cada construccion. Los
transformantes primarios se transfirieron desde una camara de cultivo de tejido a un invernadero. Luego de un
analisis por PCR cuantitativo para verificar la cantidad de copias del inserto de ADN-T, se conservaron unicamente
copias simples de plantas transgénicas que exhibieron tolerancia al agente de seleccion para la cosecha de semillas
T1. Luego se cosecharon las semillas tres a cinco meses después de ser trasplantadas. El método produjo
transformantes de un solo locus en una proporcion superior al 50 % (Aldemita y Hodges1996, Chan et al. 1993, Hiei
et al. 1994).

Ejemplo 9: Procedimiento de evaluacion fenotipica

10.1 Disposicion para la evaluacion

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2440265 T3

Se generaron aproximadamente 35 nuevos transformantes independientes de arroz TO. Se transfirieron los
transformantes primarios desde una camara de cultivo de tejidos hasta un invernadero para crecimiento y cosecha
de semilla T1. Se retuvieron seis eventos, de los cuales la progenie T1 segreg6 3:1 por la presencia /ausencia del
transgén. Para cada uno de estos eventos se seleccionaron aproximadamente 10 plantas de semillero T1 que
contenian el transgén (hetero y homocigotos) y aproximadamente 10 plantas de semillero T1 que carecian del
transgén (nulicigotos) y por medio de control visual de expresion del marcador. Las plantas transgénicas y los
correspondiente nulicigotos se cultivaron uno al lado del otro en posiciones aleatorias. Las condiciones del
invernadero fueron de dias cortos (12 horas de luz), 28°C en la luz y 22°C en la oscuridad, y una humedad relativa
del 70%.

Desde la etapa de siembra hasta la etapa de maduracion, se pasaron varias veces las plantas a través de una
cabina de formacién de imagenes digitales. En cada instante de tiempo se tomaron imagenes digitales (2048 x 1536
pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 angulos diferentes.

Cribado de la disponibilidad reducida de nutriente (nitrdgeno)

Las plantas de seis eventos (semillas T2) fueron cultivadas en tierra para macetas en condiciones normales excepto
por la solucion de los nutrientes. Las macetas se regaron desde el trasplante hasta la maduracion con una solucion
nutriente especifica que tenia un contenido reducido de nitrégeno (N), por lo general entre 7 a 8 veces menos. El
resto del cultivo (maduracién de la planta, la cosecha de semillas) fue el mismo que para las plantas no cultivadas
bajo estrés abidtico. Los parametros de crecimiento y el rendimiento se registraron como se detalla para el
crecimiento en condiciones normales.

10.2 Andlisis estadistico: prueba F

Se utilizé un ANOVA de dos factores (andlisis de variantes) como un modelo estadistico para la evaluacién general
de las caracteristicas fenotipicas de las plantas. Se realizé una prueba F sobre todos los pardmetros medidos de
todas las plantas de todos los eventos transformados con el gen de la presente invencion. Se realizé la prueba F
para controlar el efecto del gen sobre todos los eventos de transformacion y para verificar el efecto total del gen,
también conocido como efecto global del gen. El umbral de significacién para un efecto global verdadero del gen se
fijo en un nivel de probabilidad del 5% para la prueba F. Un valor significativo de la prueba F indica un efecto del
gen, lo que significa que no es soélo la mera presencia o la posicion del gen lo que esta causando las diferencias en
el fenotipo.

Cuatro eventos T1 fueron evaluados en la generacion T2 siguiendo el mismo procedimiento de evaluaciéon que para
la generacién T1 pero con mas individuos por evento.

Cuando se llevaron a cabo dos experimentos con eventos de solapamiento, se realizé un analisis combinado. Es util
comprobar la consistencia de los efectos sobre los dos experimentos, y si este es el caso, acumular evidencia a
partir ambos experimentos con el fin de aumentar la confianza en la conclusion. El método utilizado es un enfoque
de modelo mixto que tiene en cuenta la estructura multinivel de los datos (es decir, experimento - evento -
segregantes). Los valores de p fueron obtenidos por comparacion de la prueba de tasa de probabilidad con las
distribuciones de chi cuadrado.

Desde la etapa de siembra hasta la etapa de maduracion, se pasaron varias veces las plantas a través de una
cabina de formacién de imagenes digitales. En cada instante de tiempo se tomaron imagenes digitales (2048 x 1536
pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 angulos diferentes.

10.3 Parametros medidos
Medicién de parametros relacionados con la biomasa

Desde la etapa de siembra hasta la etapa de maduracion, se pasaron las plantas varias veces a través de una
cabina de formacién de imagenes digitales. En cada instante de tiempo se tomaron imagenes digitales (2048 x 1536
pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 angulos diferentes.

Se determind el area de la planta sobre el suelo (o biomasa foliar) contando el numero total de pixeles en la
imagenes digitales de partes de la planta aéreas discriminadas desde el fondo. Se promedi6 este valor para las fotos
tomada en el mismo instante de tiempo desde los diferentes angulos y fue convertido a un valor de superficie fisica
expresado en mm cuadrados por calibracién. Los experimentos muestran que el area de la planta sobre el suelo
medida de esta manera se correlaciona con la biomasa de las partes de la planta aéreas. El area por encima del
suelo es el area medida en el instante de tiempo en el que la planta habia alcanzado su biomasa foliar maxima. El
vigor temprano es el area por encima del suelo de la planta (planta de semillero) tres semanas después de la
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germinacion. El aumento de la biomasa de la raiz se expresa como un aumento en la biomasa total de la raiz
(medida como biomasa maxima de las raices observada durante la vida util de una planta); o como un aumento en
el indice raiz / brote (medido como la relacion entre los masa de la raiz y la masa de los brotes en el periodo de
crecimiento activo de las raices y los brotes).

El vigor inicial se determiné contando el numero total de pixeles de partes de la planta sobre el suelo discriminadas
del fondo. Este valor fue el promedio de las fotografias tomadas en el mismo instante desde diferentes angulos y se
convirtié en un valor de superficie fisica expresado en milimetros cuadrados por medio de calibracion. Los resultados
relativos al vigor inicial descritos a continuacién son para plantas tres semanas después de la germinacion.

Mediciones de parametros relacionados con la semilla

Se cosecharon las paniculas primarias maduras, se contaron, se empacaron en bolsas, se etiquetaron con un
codigo de barras y luego se secaron durante tres dias en un horno a 37° C. Se ftrillaron luego las paniculas, y se
recogieron y contaron todas las semillas. Se separaron las vainas llenas de las vacias utilizando un dispositivo de
soplado de aire. Las vainas vacias se descartaron y la fraccion restante se conté de nuevo. Las vainas llenas se
pesaron en una balanza analitica. EI numero de semillas llenas se determiné contando el nimero de vainas llenas
que quedd después de la etapa de separacion. El peso total de semillas por planta se midid pesando todas las
vainas llenas cosechadas de una planta. Se midi6 la cantidad total de semillas por planta contando el nimero de
vainas cosechadas de una planta. Se extrapolé el Peso de Mil Granos (PMG) a partir del nimero de semillas llenas
contadas y su peso total. El indice de Cosecha (IC) en la presente invencién se define como la relacién entre el peso
total de semillas por planta y el area por encima del suelo (mmz), multiplicado por un factor de 10°. El numero total
de flores por panicula tal como se define en la presente invencion es la relacién entre el nimero total de semillas y el
numero de paniculas primarias maduras. La tasa de llenado de semilla tal como se define en la presente invencion
es la proporcion (expresada como %) del numero de semillas llenas sobre el nimero total de semillas (o floretes).

Ejemplo 10: Resultados de la evaluacion fenotipica de las plantas de arroz transgénicas bajo condiciones de
crecimiento normales

Los resultados de la evaluaciéon de plantas de arroz transgénicas que expresan la secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido AHL 19/20 como el representado por la SEQ ID NO: 2, bajo el control del promotor GOS2
para expresion constitutiva, y cultivadas bajo condiciones normales de crecimiento, se presentan a continuacion.

Hubo un incremento significativo en el nimero de floretes por panicula, en el rendimiento total de semillas por
planta, en el nimero de semillas llenas, y en el indice de cosecha de las plantas transgénicas comparado con los
correspondientes nulicigotos (controles), como se muestra en la Tabla E.

Tabla E: Resultados de la evaluacion de las plantas de arroz transgénico que expresan la secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 como el representado por la SEQ ID NO: 2, bajo el control del
promotor GOS2 para expresion constitutiva, bajo condiciones de crecimiento normales.

Caracteristica Incremento promedio en % en 6 eventos en la generacion T1
Numero de flores por panicula 14%
Rendimiento total de semillas por planta | 17%
Numero total de semillas llenas 17%
indice d cosecha 17%

Ejemplo 11: Resultados de la evaluacion fenotipica de las plantas de arroz transgénicas bajo condiciones de
crecimiento_con disponibilidad reducida de nutrientes (nitrégeno)

Los resultados de la evaluaciéon de plantas de arroz transgénicas que expresan la secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido AHL 19/20 como el representado por la SEQ ID NO: 2, bajo el control del promotor GOS2
para expresion constitutiva, y cultivadas bajo condiciones de crecimiento con disponibilidad reducida de nutrientes
(nitr6geno), se presentan a continuacion.

Hubo un incremento significativo en el rendimiento total de semillas por planta, en el numero de semillas llenas, y en
el indice de cosecha de las plantas transgénicas comparado con los correspondientes nulicigotos (controles), como
se muestra en la Tabla F.
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Tabla F: Resultados de la evaluacion de las plantas de arroz transgénico que expresan la secuencia de acido

nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20 como el representado por la SEQ ID NO: 2, bajo el control del

promotor GOS2 para expresion constitutiva, bajo condiciones de crecimiento con disponibilidad reducida de
nutrientes (nitrégeno).

Caracteristica Incremento promedio en % en 2 eventos en la generacion T1
Vigor temprano 18%
Rendimiento total de semillas por planta | 26%
Numero total de semillas llenas 27%
Numero total de semillas 24%

Ejemplo 12: Ejemplos de transformacion de otros cultivos
Transformacion de maiz

La transformacién de maiz (Zea mays) se realiza con una modificacién del método que describid por Ishida et al.
(1996) Nature Biotech 14(6): 745 - 50. La transformacién depende del genotipo en el maiz y unicamente genotipos
especificos son responsables por la transformacion y regeneraciéon. La linea endogamica A188 (Universidad de
Minnesota) o hibridos con A188 como progenitores son buenas fuentes de material donante para transformacion,
pero también pueden utilizarse otros genotipos exitosamente. Se cosecharon las mazorcas de plantas de maiz
aproximadamente 11 dias después de la polinizacion (DAP) cuando la longitud del embriéon inmaduro es de
aproximadamente 1 a 1,2 mm. Se cocultivaron los embriones inmaduros con Agrobacterium tumefaciens que
contenia el vector de expresion, y se recuperaron las plantas transgénicas a través de organogénesis. Se cultivaron
los embriones cortados en un medio de induccién de callos, luego en un medio de regeneracién de maiz, que
contiene el agente de seleccion (por ejemplo imidazolinona, pero pueden utilizarse diferentes marcadores de
seleccion). Las placas de Petri se incubaron a la luz a 25°C durante 2 - 3 semanas, o hasta que crecieron brotes.
Los brotes verdes se transfieren desde cada embrion a un medio enraizador de maiz y se incuba a 25°C durante 2 -
3 semanas, hasta que brotan raices. Los brotes con raices se trasplantan a suelo en el invernadero. Se producen
semillas T1 a partir de las plantas que exhiben tolerancia al agente de seleccién y que contienen una sola copia del
inserto de ADN-T.

Transformacion de trigo

La transformacion de trigo se realiza con el método descrito por Ishida et al. (1996) Nature Biotech 14(6): 745 - 50.
La variedad cultivada Bobwhite (disponible a través de CIMMYT, Méjico) es comunmente utilizada en la
transformacion. Los embriones inmaduros se cocultivan con Agrobacterium tumefaciens que contienen el vector de
expresion, y se recuperan las plantas transgénicas a través de organogénesis. Después de incubaciéon con
Agrobacterium, se cultivan los embriones in vitro en un medio de induccién de callos, luego en un medio de
regeneracion que contiene el agente de seleccion (por ejemplo imidazolinona, pero pueden utilizarse diferentes
marcadores de seleccion). Las placas de Petri se incuban a la luz a 25°C durante 2 - 3 semanas, o hasta que se
desarrollaron brotes. Los brotes verdes se transfieren de cada embriéon al medio enraizador y se incuban a 25°C
durante 2 - 3 semanas, hasta que brotaron raices. Los brotes con raices se trasplantan a suelo en el invernadero. Se
producen semillas T1 a partir de las plantas que exhiben tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola
copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de soja

La soja se transforma de acuerdo con una modificacion del método que se describe en la patente de los Estados
Unidos No. 5.164.310 de Texas A&M. Diferentes variedades comerciales de soja son adecuadas para la
transformacion mediante este método. La variedad cultivada Jack (disponible a través de la fundacién de Semillas
de lllinois) es comunmente utilizada para la transformacion. Las semillas de soja se esterilizan para el sembrado in
vitro. Se cortan el hipocotilo, la radicula y un cotiledén de plantulas jovenes de 7 dias. Se cultivan luego el epicotilo y
el cotileddn restante hasta desarrollar nodos axiales. Estos nodos axiales se cortan y se incuban con Agrobacterium
tumefaciens que contenian el vector de expresion. Después del tratamiento de cocultivo, se lavaron los explantes y
se los transfirio a un medio de seleccidon. Los brotes regenerados se cortan y se colocan en un medio para
alargamiento del brote. Los brotes no mayores a 1 cm se colocan en un medio de enraizamiento hasta desarrollar
raices. Los brotes con raices se trasplantan a suelo en el invernadero. Se producen semillas T1 a partir de las
plantas que exhiben tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de colza / canola
Se usaron peciolos e hipocotilos de cotiledones de una plantula joven de 5 - 6 dias como explantes para el cultivo de

tejidos, y se transformaron de acuerdo con Babic et al. (1998, Plant Cell Rep 17: 183 - 188). La variedad cultivada
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comercial Westar (Agriculture Canada) es la variedad estandar usada para la transformacion, pero también pueden
usarse otras variedades. Las semillas de canola se esterilizan en la superficie para la siembra in vitro. Se cortan los
explantes de peciolo de cotiledon con el cotiledon unido a partir de las plantulas in vitro, y se inoculan con
Agrobacterium (que contienen el vector de expresion) sumergiendo el extremo cortado del explante del peciolo en la
suspension bacteriana. Se cultivan luego los explantes durante 2 dias sobre medio MSBAP-3 que contiene 3 mg/l de
BAP, 3% de sacarosa, 0,7% de Phytagar a 23°C, con 16 h de luz. Después de dos dias de cocultivo con
Agrobacterium, los explantes de peciolos se transfieren a un medio MSBAP-3 que contiene 3 mg/l de BAP,
cefotaxima, carbenicilina o Timentina (300 mg/l) durante 7 dias, y luego se cultivaron sobre medio MSBAP-3 con
cefotaxima, carbenicilina o Timentina y un agente de selecciéon hasta la regeneracion de los brotes. Cuando los
brotes tienen 5 - 10 mm de longitud, se cortan y se transfieren al medio para alargamiento de los brotes (MSBAP-
0,5, que contiene 0,5 mg/l de BAP). Se transfieren los brotes de aproximadamente 2 cm de longitud al medio de
enraizado (MS0) para la induccion de la raiz. Los brotes con raices se trasplantan a suelo en el invernadero. Se
producen semillas T1 a partir de las plantas que exhiben tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola
copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de alfalfa

Se transforma un clon de regeneracion de alfalfa (Medicago sativa) utilizando el método de (McKersie el al., 1999
Plant Physiol 119: 839 - 847). La regeneracion y transformacion de alfalfa depende del genotipo y por lo tanto se
requiere una planta regeneradora. Ya se han descrito métodos para obtener plantas que se regeneran. Por ejemplo,
estas pueden seleccionarse de la variedad cultivada Rangelander (Agriculture Canada) o de cualquier otra variedad
comercial de alfalfa como lo describe Brown D. C. W. y A Atanassov (1985. Plant Cell Tissue Organ Culture 4: 111 -
112). Alternativamente, se ha seleccionado la variedad RA3 (Universidad de Wisconsin) para ser usada en el cultivo
de tejidos (Walker et al., 1978 Am J Bot 65: 654 - 659). Los explantes de peciolos se cocultivan con un cultivo de
C58C1 pMP9O de Agrobacterium tumefaciens durante la noche (McKersie et al., 1999 Plant Physiol 119: 839 - 847)
o LBA4404 que contiene el vector de expresion. Los explantes se cocultivan durante 3 dias en la oscuridad en un
medio de induccion SH que contiene 288 mg/L de Pro, 53 mg/L de tioprolina, 4,35 g/L de K2SQO4, y 100 pm de
acetosiringinona. Los explantes se lavan en un medio de Murashige-Skoog de fuerza media (Murashige y Skoog,
1962) y se siembran en placa sobre el mismo medio de induccién SH sin acetosiringinona, pero con un agente de
seleccion adecuado y un antibidtico adecuado para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Después de varias
semanas, se transfieren los embriones somaticos a un medio de desarrollo BOi2Y que no contiene reguladores de
crecimiento ni antibioticos, y con 50 g/L de sacarosa. Luego se germinan los embriones somaticos en un medio de
Murashige-Skoog de fuerza media. Las plantulas enraizadas se trasplantaron a macetas y se desarrollaron en un
invernadero. Se producen semillas T1 a partir de las plantas que exhiben tolerancia al agente de seleccion y que
contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de algodén

La transformacion del algodon (Gossypium hirsutum L.) se lleva a cabo utilizando Agrobacterium tumefaciens, sobre
explantes de hipocotilos. Las variedades de cultivo comerciales tales como Coker 130 o Coker 312 (SeedCo,
Lubbock, TX) son variedades estandares utilizadas para la transformacion, pero también se pueden utilizar otras
variedades. Las semillas se esterilizan en la superficie y se germinan en la oscuridad. Los explantes de hipocotilos
se cortan de las plantulas germinadas hasta longitudes de aproximadamente 1 - 1,5 centimetros. El explante de
hipocotilo se sumerge en el inéculo de Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector de expresion, durante 5
minutos y luego se cocultivan durante 48 horas sobre MS + 1,8 mg/l de KNO3 + 2% de glucosa a 24° C, en la
oscuridad. Los explantes se transfieren al mismo medio que contiene los marcadores seleccionables apropiados
bacterianas y vegetales (renovados varias veces), hasta que se observan callos embriogénicos. Los callos se
separan y se subcultivan hasta que aparecen embriones somaticos. Las plantulas derivadas de los embriones
somaticos se maduran sobre el medio de enraizamiento hasta que se desarrollan las raices. Los brotes con raiz se
trasplantan a suelo en macetas en el invernadero. Se producen semillas T1 a partir de las plantas que exhiben
tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Ejemplo 13: Ejemplos de cribas de estrés abiotico
Criba por sequia

Se cultivan plantas de un numero seleccionado de eventos en tierra para macetas bajo condiciones normales hasta
que se acercan a la etapa de retiro de las mismas. A continuacion, se transfieren a una seccion "seca", donde se
suprime el riego. Se insertan sondas de humedad en macetas elegidas al azar para controlar el contenido de agua
del suelo (CAS). Cuando el CAS va por debajo de ciertos umbrales, se riega nuevamente las plantas en forma
automatica y continua hasta que se vuelva a alcanzar un nivel normal. Las plantas son entonces transferidas de
nuevo a condiciones normales. El resto del cultivo (maduracion de la planta, cosecha de semillas) es el mismo que
para las plantas no cultivadas bajo condiciones de estrés abiético. Los parametros de crecimiento y rendimiento se
registran como se detalla para el crecimiento bajo condiciones normales.
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Criba por estrés salino

Las plantas se cultivan en un sustrato elaborado a base de fibras de coco y Argex (relacién 3 a 1). Se utiliza una
solucion nutriente normal durante las dos primeras semanas después del trasplante de las plantulas en el
invernadero. Después de las dos primeras semanas, se afiade sal 25 mM (NaCl) a la solucion nutriente, hasta que
se cosechan las plantas. Los parametros de crecimiento y rendimiento se registran como se detalla para el
crecimiento bajo condiciones normales.

Ejemplo 14: Cribas por estrés abidtico

Cribado de eficiencia con uso de nitrégeno

Se cultivan plantas de arroz de generaciones T1, T2 o posteriores en tierra para macetas bajo condiciones normales
excepto para la soluciéon nutriente. Las macetas se riegan desde el trasplante hasta la maduracién con una solucion
nutriente especifica que tiene un contenido reducido de nitrégeno (N), usualmente entre 7 a 8 veces menos. El resto
del cultivo (maduracién de la planta, cosecha de semillas) es el mismo que para las plantas no cultivadas bajo estrés
abidtico. Los parametros de crecimiento y rendimiento se registran como se detalla para el cultivo bajo condiciones
normales.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BASF Plant Science GmbH

<120> Plantas que tienen un aumento de caracteristicas relacionadas con el rendimiento y un método para

elaboracion de las mismas

<130> PF59353

<160> 59

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 948

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

atggcgaatc catggtggac aggacaagtg aacctatccg gocctcgaaac gacgccgcct 60
ggttcctctec agttaaagaa accagatctc cacatctcca tgaacatggc catggactca 120
ggtcacaata atcatcacca tcaccaagaa gtcgataaca acaacaacda cgacdgataga 180
gacaacttga gtggagacga ccacgagcca cgtgaaggag ccgtagaagc ccccacgcgc 240
cgtccacgtyg gacgtcctge tggttccaag aacaaaccaa agcoccaccgat cttegtcact 300
cgcgattete caaatgctcet caagagccat gtcatggaga tcgctagtgg gactgacgtco 360
atcgaaaccce tagctacttt tgctaggcgg cgtcaacgtg gcatctgecat cttgagcgga 420
aatggcacag tggctaacgt caccctcegt caaccctega ccgetgeccgt tgecggegget 480
cctggtggtg cggctgbttt ggctttacaa gggaggtttg agattettte tttaaccggt 540
tctttcttge caggaccggc tccacctggt tccaccggtt taacgattta cttagccggt 600
ggtcaaggtc aggttgttgg aggaagcgtg gtgggcccat tgatggcage aggtcoccggtg 660
atgctgatcg ccgocacgtt ctctaacgocg acttacgaga gattgccatt ggaggaggaa T20
gaggcagcag agagaggcgg tggtggaggc agcggaggag tggttccggg gcagcetcegga 780
ggcggaggtt cgccactaag cagcggtgct ggtggaggcg acggtaacca aggacttcoccog 840
gtgtataata tgccgggaaa tcttgtttct aatggtggca gtggtggagg aggacagatg 900
agcggccaag aagcttatgg ttgggctcaa gctaggtcag gatittaa 548
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10

<210>2

<211> 315

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2
Met
Thr
Ser
Gln
Gly
65
Arg
Ile
Glu

Arg

Ala
145
Pro
Ser
Gly
Ser
Ala
225
Glu
Gly
Gly
Val
Ala
305
<210> 3
<211> 846

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

BRla
Thr
Mat
Glu
50

Asp
FPro
Phe

Ile

Arg

130
Asn

Gly
Leu
Leu
Wal
210
Thr
Ala
Gln
Asp
Ser

290
Tyr

Asn
Pro
Asn
35

Val
Asp
Arg
Val
Ala

115
Arg

Val
Gly
Thr
Thr
195
Val
Phe
Ala
Leu
Gly
275

Asn

Gly

Pro
Pro
20

Met
Asp
His
Gly
Thr
100

Ser

Gln

Thr
Ala
Gly
180
Ile
Gly
Ser
Glu
Gly

260
Asn

Trp

Trp
Gly
Ala
Asn
Glu
Arg
85

Arg

Gly

Arg

Leu
Ala
165
Ser
Tyr
Pro
Asn
Arg
245
Gly

Gln

Ala

ES 2 440 265 T3

Trp
Ser
Met
Asn
Fro
T0

Pro
Asp
Thr
Gly
Arg
150
Val
Phe
Len
Leu
Ala
230
Gly
Gly
Gly

Ser

Gln
310

Thr
Ser
Asp
Asn
55

Arg
Ala
Ser
Asp
Ile

135
Gln

Leu
Leu
Ala
Met
215
Thr
Gly
Gly
Leu
Gly

295
Ala

Gly Gln

Gln Leu
25

Ser Gly

40

Asn Asp

Glu Gly
Gly Ser

Pro Asn
105

Val Ile

120

Cys Ile

Pro Ser
Ala Leu
Pro Gly

185
Gly Gly

200
Ala Ala

Tyr Glu

Gly Gly

Ser Pro
265

Pro Val

280

Gly Gly

Arg Ser

51

Val Asn

10

Lys Lys

His Asn

Asp Asp

Ala Val

75

Lys Asn

90

Ala Leu

Glu Thx

Leu Ser

Thr
Gln
170
Pro
G1ln
Gly
Arg
Gly
250
Leu
Tyr
Gly

Gly

Ala
155
Gly
Ala
Gly
Pro
Leu
235
Ser
Ser
Asn

Gln

Phe
315

Leu
Fro
Asn
Arg
a0

Glu
Lys

Lys

Leu

140
Ala

Arg
Pro
Gln
Val
220
Pro
Gly
Ser

Met

Met
300

Ser
Asp
His
45

Asp
Ala
Pro
Ser
Ala

125
Gly Asn

Val
Fhe
Pro
Val
205
Met
Leu
Gly
Gly
Pro

285
Ser

Gly
Leu
30

His
Asn
Pro
Lys
His
110
Thr

Gly

BRla
Glu
Gly
1350
Val
Leu
Glu
val
Ala
270
Gly

Gly

Leu
15

His
His
Leu
Thr
Pro
as

Val

Phe

Thr

Ala
Ile
175
Ser
Gly
Ile
Glu
Val
255
Gly

Asn

Gln

Glu
Ile
His
Ser
Arg
80

Pro
Met

Ala

Val

Ala
160
Leu
Thr
Gly
Ala
Glu
240
Fro
Gly

Leu

Glu



<400> 3

atggcaaacc
tecctcaggoc
atagccatga
gcocgttgagg
aaagctccaa
atctccgacg
ggcgtttgeg
gcaccaggag
ttectecectg
cagggtcagg
gtgattgctyg
gacggtggcg
aacctgecctyg
ccaaatgggg
tactga

<210> 4
<211> 281

<212> PRT

cttggtggac
atcaccaaaa
atcagagcca
tggtcaaccg
tctttgtgac
gcagtgacgt
ttctcagecgg
gtgtggtctc
gaccttcccc
tcgttggagg
ctactttctc
gctcaagaca
atctatcagg
ctggtcagct

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

ES 2 440 265 T3

gaaccagagt
ccatcaccac
agacaacgac
tagaccaaga
aagagacagc
cgccgacaca
gacaggctca
tcteccaaggce
acccgggtca
tagcgttgta
taacgctact
gattcacgga

gatggccggg
agggcacgaa

ggtttagcgg
caaagtcttc
caagacgaad
ggtagaccac
cccaacgcac
atcgctcact
gtcgctaacg
aggtttgaaa
accggtttaa
ggcccactct
tatgagagat
ggcggtgact
ccaggctaca
ccatatacat

52

gcatggtgga
ttaccaaagg
aagatgatcc
caggatccaa
tccgtageca
tctcaagacg
tcacccteeg
tettatcttt
cggtttactt
tagccatagg
tgcccatgga
caccgcccag
atatgccgcc
gggtccacgc

ccattecggte
agatcttgga
tagagaagga
aaacaaaccc
tgtcttggag
caggcaacgc
ccaagccgcc
aaccggtgcet
agccggggtc
gtcggtcatg
agaagaggaa
aatcggtagt
gcatctgatt
aagaccacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
B840
846



Met
Asp
Leu

Asn

Val
65

Lys
His
His
Gly
Val
145
Fhe
Leu
Leu
Ala
Ser
225
Asn

Pro

Thx

<210>5

<211> 867

2la
His
Leu

Asp

50
Asn

Ala
Val
Fhe
Ser
130
Val
Leu
Ala
Leu
Thr
210
Arg
Leu
His

Trp

<212> ADN

Asn
Ser
Thr

35
Gln

Pro
Leu
Ser
115
Val
Ser
FPrao
Gly
Ala
195
Tyr
Gln
Fro

Leu

Val
273

Fro
Val
20

Lys

Asp

Ile

Glu
100
Arg

Ala
Leu
Gly
Val
180
Ile
Glu
Ile
Asp
Ile

260
His

Trp
Ser
Gly

Glu

Pro
Fhe
85

Ile
Arg
Asn
Gln
Fro
165
Gln
Gly
Arg
His
Leu
245

Prao

Rla

Trp
Ser
Asp

Glu

Arg
T0

Val
Ser
Arg
Val
Gly
150
Ser
Gly
Ser
Leun
Gly
230
Ser

Asn

Arg

ES 2 440 265 T3

Thr
Gly
Leu

Asp

55
Gly

Thr
Asp
Gln
Thr
135
Arg
Pro
Gln
Val
Fro
215
Gly
Gly
Gly

Fro

<213> Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens

<400> 5

Asn
His
Gly

40
Asp

Arg
Arg
Gly
Arg
120
Leu
Fhe
Fro
Val
Met
200
Met
Gly
Met

Ala

Pro
280

Gln
His
25

Ile

Pro

Pro

Ser
105
Gly
Arg
Glu
Gly
Val
185
Val
Glu
Rsp
Ala
Gly

265
Tyr

53

Ser
10

Gln
Lla

Arg

Pro
Ser
a0

Asp
Val
Gln
Ile
Ser
170
Gly
Ile
Glu
Ser
Gly

250
E1ln

Gly
Asn
Met

Glu

Gly
75

Pro
Val
Cys
Ala
Leu
155
Thr
Gly
Ala
Glu
Pro
235

Pro

Leu

Leu
His
Asn

Gly

60
Ser

Asn
Ala
Val
Ala
140
Ser
Gly
Ser
Ala
Glu
220

Pro

Gly

Ala
His
Gln

45
Ala

Lys
Ala
RAsp
Leu
125
Ala
Leu
Leu
Val
Thr
205
Asp
Arg
Tyr

His

Gly
His
30

Ser

Val

Asn
Leu
Thr
110
Ser
Fro
Thr
Thr
Val
190
Fhe
Gly
Ile

Asn

Glu
270

Met
15

Gln
Gln

Glu

Lys
Arg
85

Ile
Gly

Gly

Val
175
Gly

Ser

Gly

Met
255
FPro

Val
ser
Asp

Val

Pro
g0

Ser
Ala
Thr
Gly
Ala
160
Tyr
Fro
Asn
Gly
Ser
240

Fro

Tyr



atggcaaatc
ggttcacctg
ggtagaggag
gtagagatag
ccaccgattt
tcaagtggga
gtttgtgtac
ccaagtgcag
ttgectgggce
gggcaagtgg
attgcagcaa
gcaggaagtg
ggaagcagta
aatatgccac
tgggctcatg

catggtggac
cgtttagaaa
gtgaggatga
gtaaccgccg
ttgtgactcg
ctgatgtagc
ttagtggtag
ttgtggctct
cggcaccccc
taggcggtag
catttgcaaa
gaggtcaggg
ccgggcaaca
caaacctact
ctcggccace
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tgggcaggtyg
acgcgatcga
cgatgaaaga
tccaaggggce
cgatagccca
cgaaagtgta
tggcgtagtag
gcaaggtcga
aggatcaact
cgtggttggt
tgcaacatat
acaactccag
gcaaccaggg
ccaaaatgga
gtattga

<210>6

<211> 288

<212> PRT

<213> Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens

<400> 6

ggactgcctyg
gatttatcga
gataacggtg
cgaccacctg
aacgcgctta
gcccaatttg
gccaatgtaa
ttcgaaatat
gggctgacgg
actcttattg
gagagactac
ggcggtgcag
atgccagacc
gggcagatga

gtggtttaga
tgaatgaaag
atgagcctaa
ggtcaaagaa
ggagccatgt
ctaggaggcyg
cattgcgaca
tgtctctaac
tctacttggc
cagctggtce
caattgagga
gaagctcacc
tatcctcttt
accagcaaga

aacaggagcg
tgtaagtggt
agaaggtgcg
caagccaaaa
gatggaggtc
acaaagaggt
accttcagct
tggttcattc
aggcggtcag
agttattgtg
ggaggaggat
accaccaatt
gccagtgtat
agcatatgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
e00
660
720
780
840
867



<210>7

Met Ala Asn

1
Glu

Ser
Glu
Asn
65

Pro
Val
Fhe
Val
Val
145
Leu
Ala
Ile
Thr
Gly
225
Gly

Leu

Met

<211> 948

<212> ADN

Thr
MeL
Arg
50

Arg
Fro
Met
Ala
Val
130
Ala
Pro
Gly
Ala
Tyr
210
Gln
Ser

Pro

Asn

Gly
Asn
35

Asp
Arg
Ile
Glu
Arg
115
Ala
Leu
Gly
Gly
Ala
195
Glu
Gly
Ser

Val

Gln
275

<213> Brassica napus

<400>7

Fro

Ala
20

Glu
Asn
FPro
Fhe
Val
100
Arg
Asn
Gln
Pro
Gln
180
Gly
Arg
Gln
Thr
Tyr

260
Gln

Trp Trp Thr Gly

5
Gly

Ser
Gly
Arg
Val
B85

Ser
Arg
Val
Gly
Ala
165
Gly
Fro
Leu
Leu
Gly
245

Asn

Glu
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Ser
Val
Asp
Gly
70

Thr
Ser
Gln
Thr
Arg
150
Fro
Gln
Val
Pro
Gln
230
Gln

Met

Ala

Pro
Ser
Glu
55

Arg
Arg
Gly
Arg
Leu
135
Phe
FPro
Val
Ile
Ile
215
Gly
Gln

Pro

Tyr

Ala
Gly
40

Fro
Fro
Asp
Thr
Gly
120
Arg
Glu
Gly
Val
Val
200
Glu
Gly
Gln

Pro

Ala
280

Gln Val
10

Phe Arg

25

Gly RArg

Lys Glu
Pro Gly

Ser Pro
90

Asp Val

105

Val Cys

Gln Pro
Ile Leu

Ser Thr
170

Gly Gly

185

Ile Ala

Glu Glu
Ala Gly
Pro Gly

250
Asn Leu

265
Trp Ala

55

Gly Leu

Lys
Gly
Gly
Ser
75

Asn
Ala
Val
Ser
Ser
155
Gly
Ser
Ala
Glu
Ser
235
Met

Leau

His

Arg
Gly
Ala
&0

Lys
Ala
Glu
Leu
Ala
140
Leu
Leu
Val
Thr
Asp
220
Ser
Pro

Gln

Ala

Fro

Asp
Glu
45

Val
Asn
Leu
Ser
Ser
125
Pro
Thr
Thr
Val
Phe
205
hla
Pro
Asp

Asn

Arg
285

Gly

Arg
30

Asp
Glu
Lys
Arg
Val
110
Gly
Ser
Gly
Val
Gly
190
Ala
Gly
Pro
Leu
Gly

270
Pro

Gly

15
Asp

Asp
Ile
Pro
Ser
95

Ala
Ser
Ala
Ser
Tyr
175
Thr
Asn
Ser
Pro
Ser
255
Gly

Fro

Leu

Leu
Asp
Gly
Lys
80

His
Gln
Gly
Val
Phe
160
Leu
Leu
Ala
Gly
Ile
240
Ser

Gln

Tyr



atggcgaatc
agttcctctc
ggtcataaca
gatagagaca
acgcgccgac
gtcacgcgtg
gacgtcatcg
agcggtaacg
gctgoccectg
accggttctt
gctggtggte
ccggtgatge
gaggaagaad
ctcgggggcg
cttccecgegt
agcggccaag

<210> 8
<211> 315

<212> PRT

catggtggac
agttaaagac
accaccacca
acttgagcgyg
cacgtggacg
actctccaaa
aaaccctagc
gcacggtggc
gtggtgcggc
tcttacctgg
aaggtcaggt
taatcgctge
cggctgaaag
taggttcccc
ataatatgcc
aagcttacgg

<213> Brassica napus

<400> 8
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aggacaagtg
accagatctc
tcatcaccaa
cgacgaccac
tcctgectggt
cgctctcaag
tacttteget
taacgtcaca
tgtattggcg
accggctcca
tgttggagga
cacgttttct
aggtggcggt
gctgagtagt
cggaaatctt
ttgggctcaa

aatctcteocg
cacatctcca
gaagtcaaca
gagccacgtg
tccaagaaca
agccatgtca
aggcggogcco
ctccgtcaac
ttacaaggga
cctggatcca
agcgtggtgg
aatgcgactt
ggaagcgacg
ggtggcggtyg
gcttctaatg
gctaggtcag

56

gcctcgaaac
tgaatatggc
ccaacaacaa
aaggagccgt
aaccaaagcc
tggagatcge
aacgtggcat
catcagtggc
ggtttgagat
ctggtttaac
ggccattgat
atgagagatt
gaggagtggt
gaggccatgg
gcggtggagg
gattttaa

gacgccgccg
catggactca
caacgaagac
ggaagctcce
accaatcttt
tagtgggact
ctgecatecttyg
tcoccgttgea
tctttectecta
tatttactta
ggctgectggt
acctttggat
tccagggcag
gaaccaagga
aggacagatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
948



Met
Thr
Ser
His
Leu
65

Thr
Fro
Val
Fhe
Thr
145
Ala
Ile
Ser
Gly
Ile
225
Glu

Val

Gly Gly

Asn

Ala
305

<210>9
<211> 978

<212> ADN

Bla
Thr
Met
Gln
50

Ser
Arg
Pro
Met
Ala
130
Val
Ala
Leu
Thr
Gly
210
Ala

Glu

Fro

Leu
290
Tyr

Asn
Pro
Esn
35

Glu
Gly
Arg
Ile
Glu
115
Arg
Ala
Pro
Ser
Gly
195
Ser
Ala
Glu
Gly
Gly
275
Ala

Gly

<213> Brassica rapa

<400>9

Pro
Pro
20

Met
Val
Asp
Pro
Fhe
100
Ile
Arg
Asn
Gly
Leu
180
Leu
Val
Thr
Ala
Gln
260
His
Ser

Trp

Trp
Ser
Rla
Asn
Asp
Arg
85

Val
Ala
Arg
Val
Gly
165
Thr
Thr
Val
Fhe
Ala
245
Leu
Gly

Asn

Ala

Trp
Ser
Met
Thr
His
70

Gly
Thr
Ser
Gln
Thr
130
Ala
Gly
Ile
Gly
Ser
230
Glu
Gly
Asn

Gly

Gln
310
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Thr
Ser
Asp
Asn
55

Glu

Arg

Arg

Arg
135
Leu
Ala
Ser
Tyr
Pro
215
Asn
Arg
Gly
Gln
Gly

295
Ala

Gly
Gln
Ser
40

Asn
Pro
Pro
Asp
Thr
120
Gly
Arg
Val
Fhe
Leu
200

Leu

Rla

Val

Gly
280
Gly

Gln
Leu
25

Gly
Asn
Arg
Ala
Ser
105
Asp
Ile
Gln
Leu
Leu
185
Ala
Met
Thr
Gly
Gly
265
Leu

Gly

Ser

57

Val
10

Lys
His
Asn
Glu
Gly
90

Fro
Val
Cys
Pro
Ala
170
Pro
Gly
Ala
Tyr
Gly
250
Ser
FPro

Gly

Gly

Asn
Thr
Asn
Glu
Gly
75

Ser
Asn
Ile
Ile
Ser
155
Leu
Gly
Gly
Ala
Glu
235
Gly
Pro
Ala
Gln

Phe
315

Leu
Pro
Asn
Asp
60

Ala
Lys
Ala
Glu
Leu
140
Val
Gln
Pro
Gln
Gly
220
Arg
Ser
Leu

Tyr

Met
300

Ser
Asp
His
45

Asp
Val
Asn
Leu
Thr
125
Ser
Ala
Gly
hla
Gly
205
Bro
Leu
Asp
Ser
Asn

285
Ser

Gly
Leu
30

His
Arg
Glu
Lys
Lys
110
Leu
Gly
Pro
Arg
Fro
190
Gln
Val
Pro
Gly
Ser
270

Met

Gly

Leu
15

His
His
Asp
Ala
Pro
95

Ser
Ala
Asn
Val
Phe
175
Fro
Val
Met
Leu
Gly
255
Gly

Pro

Gln

Glu
Ile
His
Asn
Pro
a0

Lys
His
Thr
Gly
Ala
160
Glu
Gly
Val
Leu
Asp
240
Val
Gly
Gly

Glu
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ataatcagat acaatctatt tagggtttta atggcgaatc catggtggac aggacaagtyg 60
aatctctcocg gectcgaaac gacgocogoced agttcctcote agttaaagac accagatctc 120
cacatctcca tgaatatggc catggactca ggtcataaca accaccacca tcatcaccaa 180
gaagtcaaca ccaacaacaa caacgaagac gatagagaca acttgagcgg cgacgaccac 240
gagccacgtg aaggagccgt ggaagctccc acgcgocgac cacgtggacg tcctgctggt 300
tccaagaaca aaccaaagcc accaatcttt gtcacgcgtg actctccaaa cgctctcaag 360
agccatgtca tggagatcge tagtgggact gacgtcatcg aaaccctage tacttteget 420
aggcggcgcce aacgtggcat ctgecatcttg agecggtaacg gcacggtgge taacgtcaca 480
ctcegtcaac catcagtgge tcecccgttgea getgcccctg gtggtgcgge tgtattggeg 540
ttacaaggga ggtttgagat tetttctcta accggtictt tcttacctgg accggetcca 600
cctggatcca ctggtttaac tatttactta gctggtggtc aaggtcaggt tgttggagga 660
agcgtggtgg ggccattgat ggctgoctgght cocggtgatge taatcgoctge cacgttttct 720
aatgcgactt atgagagatt acctttggat gaggaagaag cggctgaaag aggtggcggt 780
ggaagcgacg gaggagtggt tccagggcag ctcgggggcg taggttccce gcoctgagtagt 840
ggtggcggtg gaggccatgg gaaccaagga cttcocccgegt ataatatgcocc cggaaatctt 200
gcttctaatg gcggtggagg aggacagatg agcggccaag aagcttacgg ttgggctcaa 960
gctaggtcag gattttaa 978

<210>10

<211> 315

<212> PRT

<213> Brassica rapa

<400> 10

58



Met
Thr
Ser
His
Leu
65

Thr
Pro
Val
Phe
Thr
145
Ala
Ile
Ser
Gly
Ile
225
Glu
Val
Gly

Asn

Ala
305

<210> 11
<211> 843

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 11

Rla
Thr
Met
Gln
50

Ser
Arg
Pro
Met
Ala
130
Val
Ala
Leu
Thr
Gly
210
Ala
Glu
Pro
Gly
Leu

2390
Tyr

Asn
Pro
Asn
35

Glu
Gly
Arg
Ile
Glu
115
Arg
Ala
FPro
Ser
Gly
185
Ser
Ala
Glu
Gly
Gly
275

Ela

Gly

Fro
Pro
20

Mat
Val
Asp
Pro
Phe
100
Ile
Arg
Asn
Gly
Leu
180
Leu
Val
Thr
Rla
Gln
260
His
Ser

Trp

Trp
Ser
Ala
Asn
Asp
Arg
85

Val
Ala
Arg
Val
Gly
165
Thr
Thr
Val
Fhe
Ala
245
Leu
Gly

Asn

Ala
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Trp
Ser
Met
Thr
His
70

Gly
Thr
Ser
Gln
Thr
150
Ala
Gly
Ile
Gly
Ser
230
Glu
Gly
Asn

Gly

Gln
310

Thr Gly Gln

Ser
Asp
Asn
55

Glu
Arg

Arg

Arg
135
Leu
Ala
Ser
Tyr
Pro
215
Asn
Arg
Gly
Gln
Gly

295
Ala

Gln
Ser
40

Esn
Pro
Pro
Asp
Thr
120
Gly
Arg
Val
Fhe
Leu
200
Leu
Ala
Gly
Val
Gly
280
Gly

Arg

Leu
25

Gly
Asn
Arg
Ala
Ser
105
Asp
Ile
Gln
Leu
Leu
185
Ala
Met
Thr
Gly
Gly
265
Leu

Gly

Ser

59

Val
10

Lys
His
Asn
Glu
Gly
90

Pro
Val
Cys
Pro
Ala
170
Pro
Gly
Ala
Tyr
Gly
250
Ser

Pro

Gly

Asn
Thr
Asn
Glu
Gly
75

Ser
Asn
Ile
Ile
Ser
155
Leu
Gly
Gly
Ala
Glu
235
Gly
Pro
Ala

Gln

Phe
315

Leu
Pro
Asn
Asp
Ala
Lys
Ala
Glu
Leu
140
Val
Gln
Pro
Gln
Gly
220
Arg
Ser
Leu
Tyr

Met
300

Ser
Asp
His
45

Asp
val
Asn
Leu
Thr
125
Ser
Ala
Gly
Ala
Gly
205
Fro
Leu
Asp
Ser
Asn

285
Ser

Gly
Leu
30

His
Arg
Glu
Lys
Lys
110
Leu
Gly
Pro
Arg
Pro
130
Gln
Val
Fro
Gly
Ser
270

Met

Gly

Leu
15

His
His
Asp
Ala
Pro
95

Ser
Ala
Asn
Val
Phe
175
Pro
Val
Met
Leu
Gly
255
Gly

Fro

Gln

Glu
Ile
His
Bsn
Fro
80

Lys
His
Thr
Gly
hla
160
Glu
Gly
Val
Leu
Asp
240
Val
Gly
Gly

Glu



atggccaacc
aaaccggate
gaagatgagg
acgcgccgcc
gtcacccgag
gacatcgccg
ageggcagcg
atggcgctcc
tccecteeceg
ggcggcggag
ttttcecaatg
ggcggaggcg
tcgatttcgg
ctgaaccatg
taa

<210> 12

<211> 280

<212> PRT

<213> Glycine max

<400> 12

Met Ala

His Ser

Val Thr
Glu
50
Gly

Asp

Arg
65
Val Thr

Ala Val

Arg Gln

Val Asn
130
Gly Arg
145
Ser Pro

Gly Gln

Pro Val

Pro
210
Gly

Leu

Gly
225

Ser Ile

ggtggtggac
tggggtttte
acagagaaaa
ctaggggacg
acagccctaa
actgcgtggce
ggaccgtegt
acggccgett
gcgccaccgy
tggtgggcce
ctacgtatga
gaggaggttc
tttataacaa
aagcttatte

Asn Arg

Met Lys
20
Gly Asn
35
Pro Arg

Arg Pro

Arg Asp

Trp Trp
Lys Pro
His
Glu
Pro

Ser
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cgggtcggtyg
catgaacgag
cagcgacgag
tccaccgggc
cgcgctgegg
gcagttcgct
caacgtcaat
cgacatcctc
gctcacaatc
gctcgtggeg
aagattgecct
gccgcaggaa
taatgttcct
ttctcettgg

Thr
Asp
Ile Gly
Bla

55
Ser

Gly

Gly
70

Fro Asn

85

Ala
100
Gly

Gly

Arg
115
Leu
FPhe Asp

Pro Gly

Asp
Val
Gln
Ile

Ala

Ile Ala

Ser Ile

Thr
135
Ser

Pro

Leu
150

Thr Gly

165

Ile val
180
Leu Val
195
Leu Glu

Ser Pro

Ser Val

Gly
Met
Asp
Gln

Tyr

Gly Gly

Ala Ala

Asp
215
Lys

Asp

Glu
230

Asn Asn

ggtctagaga
agtacggtga
ccaagagagg
tccagaaaca
agccacgtca
cggaggcgcc
ctccggcaac
tccctcaccg
tacctcgccg
gcgggccceg
ttagaggatg
aaaaccgggg
cogagtttag
ggtcattctc

Gly Ser
10
Leu Gly
25
Glu Glu
40
Ile Asp
Asn
Ala Leu
a0
Cys
105
Ser

Asp

Leu
120
Ala Pro

Leu Thr

Leu Thr

val
185
Phe

Val

Thr
200
Gln Glu

Thr Gly

Asn Val

60

Val Gly
Phe Ser
Asp
Val
Lys
Arg
Val
Gly
Gly
Gly
Ile
170
Gly
Ser
Gln
Gly

Fro

actctggcca
cggggaacca
gagctattga
agccgaaacc
tggagattgc
agcgcggggt
ccacggcacc
gctecctttct
gaggccaggg
tattggtaat
atgatcagga
gtceococggocga
gtcttecgaa
ctcatgccag

Leu
Met

Glu Asp

Ala Thr
60
Pro Lvys
75
Ser His

Ala Gln

Ser Gly

Glu
Asn
Arg
Thr
Pro
Val
Phe

Thr

ctcgatgaaa
tataggagaa
cgtcgccacc
gccgatattc
cgtcggagec
ttccattcte
cggcgecgte
cocctgggoecg
gcagatcgtc
ggcggctact
acaacacggc
ggcgtegtog
tgggcaacat
acctcctttc

Ser
15
Ser

Asn

Glu
30
Glu Asn

Arg Arg

Pro Ile

Glu
95
Arg

Met

Ala
110

Val Val

125

Ala val
140
Ser Fhe
155
Tyr Leu

Fro Leu

Asn RAla

Mat

Leu

Ala

Val

Thr

Ala Leu

Pro Gly
Gly
175
Ala

Gly

Ala
190

Tyr Glu

205

His Gly
220
Pro Gly
235

Pro Ser

Gly
Glu

Leu

Gly
Ala Ser

Gly Leu

Gly
Thr
Ser
Pro
Fhe
80

Ile
Arg
Asn
His
Pro
160
Gln
Gly
Arg
Gly
Ser

240
Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
843
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10

15

245 250 255
Asn Gly Gln His Leu Asn His Glu Ala Tyr Ser Ser Pro Trp Gly His
260 2653 270
Ser Pro His Ala Arg Pro Pro Phe
275 280

<210> 13

<211> 834

<212> ADN

<213> Gossypium hirsutum

<400> 13
atggacccgg caggcaattc accagcttta aacaaacgtg accttgaaat ttctatgaac 60
gatgctaaca aaagtagaag caacggaaga ggggatgatg atgatgaaga tagagacacc 120
ggcgatgage ctaaagaagg agcggtcgag gtcggtaacc gaagaccccg aggtegtcoca 180
ccgggatcoca aaaacaagoc taaaccaccce atttttgtga caagggatag ccctaacgcg 240
ctccgtagtc atgttatgga agtcgcaagt ggaaccgatg tagcoccgagag tatagcccaa 300
ttcgctecgga gaagacaacg tggagtttgt ttgecttagecg gcagcggctc ggtcgccaac 360
gttactctaa gacaaccggc agcacccggc goggtggtitg cocttecatgg aaggtttgaa 420
attttgtett tgaccggggce ttttctcoccce ggaccggctc caccgggatc gacagggctco 480
accgtgtact tagctggtgg tcaaggacaa gttgttggag gaagtgttgt cggoctcactt 240
atagcagcag ggcctgttat ggtcattgeca gcecaactittt ccaacgcaac ttatgaaaga 600
ctgcctttag aagatgaaga agaagttgta agegcocggtc acggtbggacc gatgoaaggc 660
ggagcaaacg attcaccgcc ggaaattggg agtagcggag gcoggoggttc acacacaggt 720
ctgcctgatc catcttcact tccaatatac aatttgcctce ctaatttact ctcaaatgga T80
gggcaactag ggcatgaacc ctatggttgg acacatggga gaccacccta ttaa 834

<210> 14

<211> 277

<212> PRT

<213> Gossypium hirsutum

<400> 14

61



Met Asp
Ile Ser
Asp Asp
Val Glu
50
Rsn Lys
65
Leu Arg
Ser Ile
Ser Gly
Pro Gly
130
Thr Gly
145
Thr Val
Val Gly

Phe Ser

Val Val
210

Ser Pro

225

Leu Pro

Leu Ser

Gly Arg

<210> 15

<211> 813

<212> ADN

<213> Lactuca sativa

<400> 15

Pro
Met
Asp
35

Val
Pro
Ser
Ala
Ser
115
Ala
Ala
Tyr

Ser

Asn
155

Ser

Fro

Asn

Pro
275

Ala
Asn
20

Glu
Gly
Lys
His
Gln
100
Gly
Val
Phe
Leu
Leu

180
Ala

Ala
Glu
Pro
Gly

260
Pro

Gly
Asp
Asp
Asn
Pro
Val
85

Phe
Ser
Val
Leu
Ala
165

Ile

Thr

Gly
Tle
ser

245
Gly
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Asn
Ala
Arg
Arg
Pro
70

Met
Ala
Val
Ala
Pro
150
Gly

Ala

Tyr

His
Gly

230
Ser

Gln

Ser
Asn
Asp
Arg
55

Ile
Glu
Arg
hla
Leu
135
Gly
Gly

Ala

Glu

Gly
215
Ser

Leu

Leu

Pro Ala
Lys Ser
25
Thr Gly
40
Pro Arg
Phe Val
Val Ala
Arg Arg
105
Asn Val
120
His Gly
Pro Ala
Gln Gly
Gly Pro
185

Arg Leu
200

Gly Pro
Ser Gly
Fro Ile

Gly His
265

62

Leu
10

Arg
Asp
Gly
Thr
Ser
90

Gln
Thr
Arg
Fro
Gln
170
Val

Pro

Met
Gly
Tyr

250
Glu

Asn
Ser
Glu
Arg
Arg
75

Gly
Arg
Leu
Phe
Pro
155
Val

Met

Leu

Gln
Gly
235
AsSn

Pro

Lys
Asn
Pro
Pro
60

Bsp
Thr
Gly
Arg
Glu
140
Gly
Val

Val

Glu

Gly
220
Gly

Leu

Tyr

Arg
Gly
Lys
45

Pro
Ser
Asp
Val
Gln
125
Ile
Ser
Gly

Ile

Asp
205

Gly
Ser

Pro

Gly

Asp
Arg
30

Glu
Gly
Pro
Val
Cys
110
Pro
Leu
Thr
Gly
Ala

190
Glu

Ala
His
Pro

Trp
270

Leu
15

Gly
Gly
Ser
Asn
Ala
95

Leu
Ala
Ser
Gly
Ser
175
Ala

Glu

Asn
Thr
Asn

255
Thr

Glu
Asp
Ala
Lys
Ala
80

Glu
Leu
Ala
Leu
Leu
160
Val

Thr

Glu

Asp
Gly
240

Leu

His



atgtctaacc
gcgatcaaga
gatgaaagag
aggccacgag
agagacagcc
gcagaaagta
agcggcacag
ctacaaggcc
cctggatcca
agcgtggtgg
aacgccacat
gggctaggtyg
gggtataata
tttgectttgg

gatggtggac
aaccagatct
acaacaacayg
gccgacctce
ctaacgccct
tagctcaatt
tcatgaatgt
ggttcgagat
cegggcteac
gatcattggt
atgaaagact
gtggtggatc
tgcagcoccgaa
ctcatggececg

<210> 16

<211> 270

<212> PRT

<213> Lactuca sativa

<400> 16

ES 2 440 265 T3

cggccaggte
gggtatctca
cgatgatcca
gggatccaaa
cocgcagccac
cagccdaaaa
aaccctaaga
tttatcccta
tatatattta
ggcatcagga
cccggttgag
accaccgcaa
tttgatcecg
goccacgtac

aacgtggcag
atgaatgata
agagaaggtyg
aacaaaccaa
gtcatggagg
cgacaacgcg
caaccttcgg
accggtgect
gctggtggce
ccagtgatgg
gaagaggagd
ctcggaatgg
aatggtggtg
tag

63

gcgtagaaac
ccaccacagg
caattgaccc
agccaccgat
tagcgagtgg
gtgtgtgtgt
cacctggctc
tcttaccggg
agggccaggt
ttatagcagc
aagcagatac
gtgatcagaa
gacagatgaa

atcatctcag
aagtgaagaa
ttctaacegt
tttcgtcacc
tacagatatc
gatgagtgct
agtcatggct
tcctteotect
tgtgggceggt
cacgttctce
cgtgacacct
tccgatggeca
ccatgaagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
813



Met
Thr
Asp
Asp
Arg
Arg
Gly
Arg
Leu
FPhe

145

Pro

Val
Met
Val
Gly
225
Gly

Asn

<210> 17
<211> 882

<212> ADN

Ser
Ser
Thr
Pro
50

Fro
Asp
Thr
Gly
Arg
130
Glu

Gly

Val
Val
Glu
210
Gly
Tyr

His

Asn
Ser
Thr
35

Arg
Pro
Ser
AsSp
Val
115
Gln

Ile

Ser

Gly
Ile
195
Glu
Ser

Asn

Glu

<213> Lotus japonicus

<400> 17

Arg
Gln
20

Thr
Glu
Gly
Pro
Ile
100
Cys
Pro

Leu

Thr

Gly
180
Ala
Glu
Pro

Met

Ala
260

Trp
Ala
Gly
Gly
Ser
Asn
85

Ala
Val
Ser
Ser
Gly
165
Ser
Ala
Glu
Pro
Gln

245
Fhe
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Trp Thr Gly

Ile
Ser
Ala
Lys
70

Ala
Glu
Met
Ala
Leu

150
Leu

Val
Thr
Glu
Gln
230

Pro

Ala

Lys
Glu
Ile
35

Asn
Leu
Ser
Ser
Fro
135
Thr

Thr

Val
Phe
Ala
215
Leu

Asn

Leu

Lys
Glu
40

Asp
Lys
Arg
Ile
Bla
120
Gly
Gly

Ile

Gly
ser
200
Asp
Gly

Leu

Ala

Gln
Pro
25

Asp
Pro
Fro
Ser
Ala
105
Ser
Ser

Ala

Tyr

Ser
185
Asn
Thr
Met
Ile

His
265

Val
10

Asp
Glu
Ser
Lys
His
90

Gln
Gly
Val
FPhe
Leu
170
Leu
Ala
Val
Gly
Pro

250
Gly

Asn
Leu
Arg
Asn
Pro
15

Val
Phe
Thr
Met
Leu

155
Ala

Val
Thr
Thr
AsSp
235

Asn

Arg

Val
Gly
Asp
Arg
60

Fro
Met
Ser
Val
Ala
140

Pro

Gly

aAla
Tyr
Pro
220
Gln
Gly

Pro

Ala
Ile
Asn
45

Arg
Ile
Glu
Arg
Met
125
Leu

Gly

Gly

Ser
Glu
205
Gly
Asn

Gly

Thr

Gly
Ser
30

Asn
Pro
Fhe
Val
Lys
110
Asn
Gln

Pro

Gln

Gly
190
Arg
Leu
Pro

Gly

Tyr
270

Val
15

Met
Ser
Arg
Val
Ala
95

Arg
Val
Gly
Ser
Gly
175
Fro
Leu
Gly

Met

Gln
255

Glu
Asn
Asp
Gly
Thr
80

Ser
Gln
Thr
Arg
Pro

160
Gln

Val
Fro
Gly
Ala

240
Met
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atggctaatc cttggtggac aagccaggga dggttctctg gggttgaccc aggaacccat 60
tcacctgget tgagcaaacg tcacacggac cttgtgatca atgaaaacag cagcggtggt 120
aatagagatg aagatgaaga tgataacagg gaagatgagc caaaagaagg tgcagttgag 180
gttggaactc ggagaccaag gggaagacca ccgggatcca agaacaagcc aagaccaccc 240
atctttgtaa caagggacag cccaaacgcc ctgaggagtc atgttatgga ggttgcagga 300
ggagctgatg tcgcagaaag cgtggecccag tttgcgagga ggcgccageg tggggtttgt 360
gtgatgageg ggagtggcte tgtggcaaac gttaccctga gacaacctgce ggctccgggt 420
gctgttgtag cactccatgg caggtttgag atcttatcce taactgggge gttcctacct 480
ggccctgcte ctccaggatc cactggtcta acagtgtatc tttctggagg acagggtcag 540
gtagtgggag ggagtgtggt ggggtctcta gttgoagcag gaccagttat ggtcattgcet 800
gcaacttttg ctaatgcaac atatgagagg ttgccacttg atgatgatga tgagggacct 660
agtggggeceg ctacggegge aagcggagga ggaagtggat cgtcectectcece acctggaatt 720
ggaattggca gtggtggggg tcatcaactg caggctggac tggttccaga tccatcatcce 780
atgccgttgt ataatctgcc accaaatctg ttgtccaatg gaggaggagg acaagtgggg 840
catgatgctec ttgcttggge tcatggaaga acaccttact ga 882
<210> 18
<211> 293
<212> PRT
<213> Lotus japonicus
<400> 18
Met Ala Asn Pro Trp Trp Thr Ser Gln Gly Gly Phe Ser Gly Val Asp
1 5 10 15
Pro Gly Thr His Ser Pro Gly Leu Ser Lys Arg His Thr Asp Leu Val
20 25 30
Ile Asn Glu Asn Ser Ser Gly Gly RAsn Arg Asp Glu Asp Glu Asp Asp
35 40 45
Asn Arg Glu Asp Glu Pro Lys Glu Gly Ala Val Glu Val Gly Thr Arg
50 55 60
Arg Pro Arg Gly Arg Pro Pro Gly Ser Lys Asn Lys Pro Arg Pro Pro
65 70 15 80
Ile Phe Val Thr Arg Asp Ser Pro Asn Ala Leu Arg Ser His Val Met
85 S0 95
Glu Val Ala Gly Gly Ala Asp Val Ala Glu Ser Val Ala Gln Phe RZla
100 105 110
Arg Arg Arg Gln Arg Gly Val Cys Val Met Ser Gly Ser Gly Ser Val
115 120 125
Ala Asn Val Thr Leu Arg Gln Pro Ala Ala Pro Gly Ala Val Val Ala

65



10

15

Leu
145
Gly
Gly
Ala
Glu
Thr
225
Gly
Asp

Asn

Gly

<210> 19
<211>708

<212> ADN

130
His

FPro
Gln
Gly
Arg
210
Ala
Ile
Pro

Gly

Arg
290

<213> Oryza sativa

<400> 19

Gly
Ala
Gly
Pro
135
Leu
Ala
Gly
Ser
Gly

275
Thr

Arg
Fro
Gln
180
Val
Pro
Ser
Ser
Ser
260
Gly

Pro

Phe
Pro
165
Val
Met
Leu
Gly
Gly
245
Met

Gly

Tyr
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Glu
150
Gly
Val
Val
Asp
Gly
230
Gly

Fro

Gln

135
Ile

Ser
Gly
Ile
Asp
215
Gly
Gly

Leu

Val

atggcgtcca
ggcggcgagce
ccgoccgggcet
gcgctgcgca
cacttcgcege
gacgtggccc
gagatcctgt
ctgaccgtgt
ctcaccgcgg
aggctgccge
ccactcatgg
cttgctgcat

aggagccaag
ccaaggacgg
ccaagaacaa
gccacgtcat
ggcggoggcea
tgcgccageco
ccctgacggg
acctcgecgg
cggggceggt
tggatcagga
ccggcgccgco
ggcaccatgc

cggcgaccac
cgcggtggtyg
gcocccaagcecg
ggaggtggcc
gcgeggcgte
ggccgcgocg
gacgttcctg
cgggcagggg
catggtgatc
ggaggaggaa
cgatccacta
ccgecccteeg

<210> 20

<211> 235

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 20

Leu Ser Leu

Thr Leu
170

Val

Gly

Ser
185
Ala

Gly
Ala Thr
200
Asp

Asp Glu

Ser Gly Ser

Gln Leu
250

Leu

His

Asn
265
His

Tyr

Gly
280

Lsp

gaccacgaga
accggccgca
cccatctteg
ggcggcgecg
tgcgtgctea
agcgccgtgg
ccggggcecgg
caggtggtgg
gcctccacct
gcagcggcag
cttttocggcg
ccgccgeocgce

66

140
Thr Gly
155

Thr

Ala
Val

Val Gly Ser

Fhe Ala Asn

205

Pro Ser
220

Ser Pro Pro

235

Gln Ala

Fro Pro

Ala Leu
285

tgaacgggac
accggcgocc
tgacgcggga
atgtcgcocga
gcggggccgg
tggcgcteeyg
cgccgccgdyg
gcggcagcgt
tcgccaacgco
gcggecatgat
ggggaatgca
cctactag

Tyr

Gly
Asn

RAla

Phe Leu
Ser
175
Val

Leu

Leu
190
Ala Thr

Gly Ala

Pro Gly

Val
255
Leu

Leu

Leu
270

Trp Ala

Pro
160
Gly
Ala
Tyr
Ala
Ile
240
Fro

Ser

His

cagcgccggg
ccgcggacgg
cagcccgaac
gtccatcgeg
caccgtgacc
tgggcggttc
ctccaccggg
ggtggggacg
cacctacgag
ggcgceegecy
cgacgccgdg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708
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Asn
15
Thr

His His Glu Met Gly

10
Asp

Met Ala Ser Lys Glu Pro Ser Gly Asp Asp

Val
30
Asn

Thr Ser Ala Gly Glu Pro Gly Ala Val Gly

20
Arg

Gly Gly Lys

25

Pro Pro

Asn Arg Pro Gly Arg Pro Gly Ser Lys Lys

Asn Ala Leu Arg Ser

a0
Ala

Thr Ser Pro
55

Gly

Pro Pro Ile Phe Val

50
Val

Lys Arg Asp

Ile Ala
80

Ala

Val Glu Ser
75

Cys

Ala Ala
70

Arg

His Met Glu Val

65

His

Gly Asp

Gln Vval Leu Ser Gly

g0

Fhe Ala Arg Arg Gly Val

5

Arg

Ala Pro Ser Ala

110
Thr

Thr Val Ala Leu Gln Pro Ala

100
Leu

Thr val Arg
105

Glu

Gly Asp

Ile Thr

Leu Gly
125

Leu

Phe
120
Pro

Ala Leu Ser
115

Pro

Val Val Arg Gly Arg

Thr Gly Thr Val Tyr

140
Ser

Pro Ser
135

Gln

Phe Leu Gly Pro Ala Gly

130

Ala Thr

160
Asn

Gly Gly Gln Gly Val val Wal Val Gly

150
Pro

Gly Gly
155

Ala

Leu
145

Leu Ala

175
Ala

Val Val Ile Thr Phe

170
Gln

Thr Ala Ala Gly Met Ser

165

Arg Ala

Glu
190

Ala

Thr Glu Leu Pro Leu Glu Glu Glu

180
Met

Ala Tyr Asp

185

Ala Pro Pro Pro Leu Met Ala Ala

200
Met

Gly
205
Leu

Ala Gly Gly Met Asp

195

Leu Phe Gly Gly His Ala Ala Ala Trp

215
Pro

Asp Gly
220
Tyr

235

Leu
210
His

Fro Gly

Pro Pro Pro Pro

230

His Rla Arg Pro

225
<210> 21
<211> 801
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 21

atgggcttgce
aaggagccgg
gaatccggcg
cgcggccgcc
agccccaacg
gccatcgoge
acggbcgcca
ggccgctteg
tccacggggce
gtggggtcge
acctacgagc
ggcgoccgagc
ttcaacctgc
cacccctgco

cggagcagcc
aggcgagocc
gcoggcgagcc
cgccgggotc
cgctgcgcag
agttctcgeg
acgtcgeoget
agatcctecte
tcaccgtcta
tcatcgccocgo
gcctgccact
ccctcatgge
cgccgagcaa
caccgtactyg

gtccggotog
gacggggggc
gcgggagggc
caagaacaag
tcacgtcatg
ccgoocgocag
gcgccagccg
cctcaccggc
cctogeoogge
gggccoggtc
ggaggaagaa
cggoggcocac

cgggctcgge
a

tcgggocccca
gcggcggcgg
gccgtggtgg
ccgaagccgco
gaggtggccg
cgcggegtet
tcggcgcccg
accttcctee
ggccagggcc
atggtgatcg
gaggagggct
ggcatcgccg
ggcggcggcyg

67

aggcggagct
accacgccga
cggcgcoccaa
ccatcttegt
gcggcgecga
gcgtgctcag
gocgoccgtegt
caggcccgge
aggttgtcgg
cgtccacgtt
caggcccgeo
acccttcgge
acggcttece

cccggtggce
cgagaacaac
ccggcgcccc
gacgcgcgac
cgtcgccgac
cggcgecggg
cgcocctgcac
gcctecegggt
cggcagcgtc
cgccaacgca
catgcccggco
gctgccaatg
atgggcggcy

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
801
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<210> 22

<211> 266

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 22

Met
1
Leu
Ala
Glu
Pro
05

Ser

Asp

Val
Gln
Ile
145
Ser
Gly
Ile
Glu
Leu
225
Phe

Pro

<210> 23
<211> 855

<212> ADN

Gly
Pro
Asp
Gly
50

Gly

Fxo

Val

Cys
Pro
130
Leu
Thr
Gly
Ala
Glu
210
Met

Asn

Trp

Leu
Val
His
35

Ala
Ser

Asn

Ala

Val
115
Ser
Ser
Gly
Ser
Ser
195
Glu
Ala

Leu

Ala

Pro
Ala
20

bla
Val
Lys
Ala
Asp
100
Leu
Ala
Leu
Leu
Val
180
Thr
Glu
Gly

Fro

Ala
260

<213> Populus tremuloides

<400> 23

Glu
Lys
Asp
Val
Asn
Leu

85
Ala

Ser
Pro
Thr
Thr
165
Val
Fhe
Gly
Gly
Fro

245
His

Gln
Glu
Glu
Ala
Lys
70

Arg

Ile

Gly
Gly
Gly
150
Val
Gly

Ala

Ser

His
230
Ser

Pro

ES 2 440 265 T3

Pro
Pro
Asn
Ala
55

Pro

Ser

Ala

Rla
Ala
135
Thr
Tyr
Ser
Asn
Gly
215
Gly

Asn

Cys

Ser
Glu
Asn
40

Pro
Lys
His

Gln

Gly
120
Val
Fhe
Leu
Leu
hla
200
Pro
Ile
Gly

Pro

Gly
Ala
25

Glu
Asn
Fro

Val

Fhe

105
Thr

Val
Leu
Ela
Ile
185
Thr
Pro
Ala

Leu

Pro
265

68

Ser
10

Ser
Ser
Arg
Pro
Met

80
Ser

Val
Ala
Pro
Gly

170
Ala

Met
Asp
Gly

250
Tyr

Ser
Pro
Gly
Arg
Ile
75

Glu

Arg

Ala
Leu
Gly
155
Gly
Ala
Glu
Pro
Pro

235
Gly

Gly
Thr
Gly
Pro
60

Fhe

Val

Arg

Asn
His
140
Pro
Gln
Gly
Arg
Gly
220

Ser

Gly

Fro
Gly
Gly
45

Arg
Val

Ala

Arg

Val
125
Gly
Ala
Gly
Pro
Leu
205
Gly
Ala

Gly

Lys
Gly
Glu
Gly
Thr
Gly

Gln

110
Ala

Arg
Pro
Gln
Val
190
Fro
Ala

Leu

Asp

Ala
15

Ala
Pro
Arg
Arg
Gly

95
Arg

Leu
Phe
Pro
Val
175
Met
Leu
Glu

Pro

Gly
255

Glu
Ala
Arg
Pro
Asp
80

Ala

Gly

Arg
Glu
Gly
160
Val
Val
Glu
Fro
Met

240
Fhe



10

atggcaaacc
tcatcatctc
goccaccgaga
gagcctagag
tccaagaaca
agtcatgtga
aggaagagac
ctcaagcaac
tcactcactyg
tatttagccg
tcaggaccygg
ctagaagatg
agcggtgagg
ttgccaaata
agaccaccct

ggtggtggac
caatgaaaaa
gtggtgctgg
aaggcgctat
agcctaagcec
tggagatagc
aaagaggagt
cttctgecctc
gagcgttctt
gagggcaagyg
taatggttat
aagaggaagg
gtaatggtgg
tggtgcctaa
attag

ES 2 440 265 T3

agggcaagtg
gccagatcta
caaagaagat
agatatcgcc
accaattttc
tagtggatct
tcgtgtgett
aggbtgctgtt
gcctggacca
acaagtggta
tgctgcaaca
cagtggtggeo
gggcatgggg
tggacaattg

<210> 24

<211> 284

<212> PRT

<213> Populus tremuloides

<400> 24

Met Ala Asn Arg Trp Trp Thr

1 5

Thr

Ser

Glu Asp

Ser

Met

20

35

50

Gly Ala

Thr Ser Ser
Ser Asn Asn
Glu Gln Glu

Ile Asp Ile

Ser Ser

Asn Arg
Asp Glu
55

Ala Ser

ggattgccgg
ggtatatcca
gagcaagaag
CLcteocgecgeo
gttactcgag
gatatagctg
agtggaagtyg
atggctctcc
gccccacctg
ggaggcagtg
ttttcaaatg
gcacaagggec
gatccagcaa
aaccatgaag

Gly Gln Val
10
Pro Met Lys

25
Glu Ala
40

Arg Glu

Thr
Asn

Arg Arg Pro

69

ggatggacac
tgtccaacaa
acgaaagaga
ctagaggccg
acagccctaa
aaaatttagc
gtatggtaac
atggtaggtt
gagcgacadgg
tggtaggatc
ctacttatga
agctcggtgg
catcaatgcc
gatatgggtg

Gly Leu

Lys Pro

Glu Ser

45
Ser Asp
80

Arg Gly

Pro

Asp
Gly
Glu

Arg

atcaaccagt
caatagagaa
aaatagcgac
tccaccaggg
tgcactcaaqg
ttgttttgca
caatgtaacc
tgagattttg
actaactata
actagttgca
gagattgcca
cggcaacggt
agtttatcaa
ggctcacggc

15

30

Gly Met Asp

Leu Gly Ile
Ala Gly Lys
Pro Arg Glu

Pro Pro Gly

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
855
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65 70 75

Ser Lys Asn Lys Pro Lys Pro Pro Ile Phe Val

B85 90

Ser His Val Met Glu Ile Ala

105

Phe Ala Arg Lys Arg Gln Arg
120 125

Met Val Leu

135

Val Met Ala

150

Phe

Thr Arg

Asn Ala Leu Lys Ser Gly
100

Ala Glu Asn Leu Ala Cys

115

Leu Ser Gly

130

Ser Ala Ser Gly Ala

145

Ser Leu

Thr
140
His Gly Arg
155
Pro Gly Pro Ala
170
Gly Gly Gln
185
Ala Ser Gly Pro Val
200
Tyr Glu Arg Leu Pro
220
Leu Gly Gly
235
Gly Met Gly Asp
250
Pro

Val Ser Gly Thr Asn Val

Leu Phe

Thr Gly Ala Leu Pro Pro

165
Ile Tyr Leu Ala Gly Gln Val
180

Gly

Gly Leu Thr

Met
205
Leu

Val Ser Leu Val
195

Phe Ser Asn

Ser Val

Ala Thr
215

Gly Ala

230

Gly Gly

Ala Thr
210

Glu Glu Gly Ser Gly

225

Ser Gly Glu

Gln Gly Gln

Gly Asn Pro Ala
245
Tyr Gln Leu
260
Glu Gly Tyr Gly Trp Ala
275

Met Val

265
His Gly Arg
280

Pro vVal Pro Asn Asn Gly Gln

Pro Pro Tyr

<210> 25

<211> 885

<212> ADN

<213> Solanum tuberosum

<400> 25

atgtcaaacc
gcgggttcge
ggtagtggta
gaagtagcca
ccaatatttg
aatggagctg
tgtgttttga
ggagctgtca
cctggacceg
caagttgtgg
gcatcaactt
ggtggaacgg
agtggtggtyg
tcatcaaata
aaccatgaag

catggtggac
cttctctcaa
gtcatgatga
ctecgtegacc
ttacaaggga
atgtggcgga
gtgctactgg
tggcattaca
ccectectgg
gaggaagtgt
tttttaatgce
tggcccaagg
gtggtggagg
tgccagtata
catttggttg

aggccaagta
gaagccagat
agatagggac
cagaggtcga
tagccctaac
aagtatagct
aactgttact
cggccggtte
atcaacaggg
agtagggtct
aacatatgag
acaacttggt
acaacaacaa
taatttgcca
ggcacatgga

ggtttacaag
ctaggcgtat
catagcgacyg
ccagctggct
gcacttagaa
caatttgcta
aatgtaaccc
gagatcttat
ttgactatat
ttagtggectt
aggctacctt
ggtggtggat
caaggtggtg
ccaaatttgc
cgccctectt

gagttgaaac
caatgaacga
accctaaaga
caaagaacaa
gccacgtaat
ggaaaagaca
taagacaacc
cgttgaccgg
acctagcagg
ccggaccagt
tggaggagga
cgoccaccggg
gtggtatggg
taccaaatgg
tttaa

<210> 26
<211> 294
<212> PRT

<213> Solanum tuberosum

70

80
Asp Ser Pro
a5
Ser Asp Ile
110
Gly val Cys
Gln

Lys Pro

Ile Leu
160
Gly Rla Thr
175

Gly Gly

Glu

Val
190
Val Ile Ala

Glu Asp Glu
Gly Asn Gly
240

Thr Ser Met
255

Leu Asn

270

His

atcatcatcc
tatagtgggt
gggtgecagte
acctaaacca
ggaagttgct
aagaggtgtt
atctgctect
agctttctta
aggacaagga
tatggtaatt
ggaagaaggc
aatgggagga
tgatattecca
tggacaaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
885



<400> 26

<210> 27

<211> 939

M=t

Thr

Val
Arg
Arg
Pro
Met
ILla
Val
Ala
145
Pro
Gly
Rla
Tyr
Ala
225
Ser
Gly
Leu

His

<212> ADN

<213> Thlaspi caerulescens

<400> 27

Ser

Ser

Ser
Asp
Arg
Ile
Glu
Arg
Thr
130
Leu
Gly
Gly
Ser
Glu
210
Gln
Gly
Asp

Leu

Gly
290

Asn

Ser

Met
35

His
Pro
Phe
Val
Lys
115
Asn
His
Pro
Gln
Gly
195
Arg
Gly
Gly
Ile
Pro

275
Arg

Pro
Ser
20
Asn
Ser
Arg
Val
Ala
100
Arg
Val
Gly
Ala
Gly
180
Fro
Leu
Gln
Gly
Pro
260

Asn

Pro

Trp

ES 2 440 265 T3

Trp

Ala Gly

Asp
AsSp
Gly
Thr
85

Asn
Gln
Thr
Arg
Pro
165
Gln
Val
Pro
Leu
Gly
245
Ser

Gly

Fro

Ile
Asp
Arg
70

Arg
Gly
Arg
Leu
Phe
150
Fro
Val
Met
Leu
Gly
230
Gly

Ser

Phe

Thr

Ser

val
Pro
55

Pro
Asp
Ala
Gly
Arg
135
Glu
Gly
Val
Val
Glu
215
Gly
Gly

Asn

Gln

Gly

Pro

Gln

Ser

25

Gly Gly

Lys
Ala
Ser
Asp
Val
120
Gln
ile
Ser
Gly
Ile
200
Glu
Gly
Gln

Met

Met
280

Glu
Gly
Fro
Val
105
Cys
FPro
Leu
Thr
Gly
185
Ala
Glu
Gly
Gln
Pro

265
Asn

71

Val
10
Leu

Ser
Gly
Ser
Asn
90

Ala
Val
Ser
Ser
Gly
170
Ser
Ser
Glu
Ser
Gln
250

Val

His

Gly

Lys

Gly
Ala
Lys
75

Ala
Glu
Leu
Ala
Leu
155
Leu
Val
Thr
Glu
Pro
235
Gln

Tyr

Glu

Leu

Lys

Ser
Val
60

Asn
Leu
Ser
Ser
Fro
140
Thr
Thr
Val
Phe
Gly
220
Pro
Gly

Asn

Ala

Gln

Pro

His
45
Glu

Lys

Ile
Rla
125
Gly
Gly
Ile
Gly
Phe
205
Gly
Gly
Gly

Leu

Phe
285

30
Asp

Val
Pro
Ser
Ala
110
Thr
Ala
Ala
Tyr
Ser
190
Asn
Gly
Met
Gly
Fro

270
Gly

Val
15
Leu

Glu
Ala
Lys
His
a5

Gln
Gly
Val
Phe
Leu
175
Leu
Ala
Thr
Gly
Gly
255

Pro

Trp

Glu

Gly

Asp
Thr
Pro
80

Val
Phe
Thr
Met
Leu
160
hla
Val
Thr
Val
Gly
240
Met

Asn

Ala
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atggcgaatc catggtggac aggacaagtg aatctctccg geocttgaaac gacgccgoct 60
ggttcctectec agttaaagaa atcagatctc cacatctcca tgaacatggc catggactca 120
ggtcataaca accatcatca tcaccaagaa gtcgacaaca ataacaacaa cgatgacgac 180
agagataact tgagcggcga tgaacacgag ccacgtgaag gagcecgtaga agcccccacg 240
cgccgtccac gtggacgtcce tgotggttcecc aagaacaaac caaagccacc gatctttgte 300
acgcgcgatt ctccaaacgc tctcaagagc catgtcatgg agatcgctag tgggactgac 360
gtcatcgaaa ccctagctac tttcgctagg cggcgccaac gtggcatctg catcttgage 420
ggcaacggca cggtggctaa cgtcactcecte cgccaaccat catctgcege agttgctgeg 480
gctcececgggyg gtgeggoggt ttitggettta caagggaggt ttgagattct ctetttaaca 540
ggatcgttct tgcctggacc tgotccacct ggatccaccg gtttaaccat ctacttagec 600
ggtggtcaag gtcaggtcgt tggaggaagt gtggtogggge cattgatgge ggctggteceg 660
gttatgttaa tcgcggecac gttttctaat gcgacttacg agagattgecc tttggaggag 720
gaagaggcgyg ctgagagagg cggtggagga ggcagcgtcc caggacaact cggaggggga 780
ggctcgecge tgagtagcgg tggtggtgga ggggatggca atcaaggact tccggtgtac 840
aatatgcceceyg gaaatcttgt ttctaatggt ggoggaggcy gaggacagat gagtggccaa 900
gaagcttatg gttgggctca agctaggtca ggattttaa 939

<210> 28

<211> 312

<212> PRT

<213> Thlaspi caerulescens

<400> 28

72



Met Rla

Thr Thr

Ser Met

Glu
50
Gly

Gln

Ser
65
Arg Arg

Pro Ile

Met Glu

Ala Arg
130
Val Ala
145
Ala Pro

Leu Ser

Thr Gly

Gly Ser
210
Ala Ala
225
Glu Glu

Leu Gly

Gly Asn
Gly
290
Ala

Asn

Trp
305

<210> 29

<211> 876

<212> ADN

<213> Vitis vinifera

<400> 29
atggcgaacc
tcacctgcaa
agcggaggcg
gcaattgagg

aaacctccga
gtggcaaacg

Asn Pro
Pro
20
Met

Pro

Asn
35
Val Asp

Asp Glu

PFro Arg
Val
100
Ala

Fhe

Ile
115
Arg Arg

Asn Val

Gly Gly

Trp
Gly
Ala
Asn
His
Gly
85

Thr
Ser
Gln

Thr

Ala

ES 2 440 265 T3

Trp Thr

Ser Ser

Met Asp

Gly
Gln

Ser

Val
10
Lys

Gln

Leu
25

Gly His

40

Asn
55
Pro

Asn

Glu
70
Arg Pro

Arg Asp

Gly Thr

Asn
Arg
Ala
Ser

Asp

Asn Asp

Glu Gly
Ser
90
Asn

Gly

Pro
105

val Ile

120

Arg Gly
135
Leu Arg
150

2la Vval

165

Thr
180
Thr

Leu

Leu
185
Val Val

Thr Phe

Ala Ala

Gly
1le
Gly
Ser

Glu

Ser Phe

Tyr Leu

Ile

Gln

Leu

Leu

Ala

Cys Ile

Pro Ser

Ala Leu
170
Pro Gly
185

Gly

200

Leu
215
Ala

Fro

Asn
230

Arg Gly

245

Gly
260
Gly

Gly

Gln
275
Gly Gly

Gln Rla

ggtggtgggce
tgaagaaacc
gaggagagga
tggctacgcg
tttttgtgac
gctccgacat

Gly
Leu
Gly

Arg

Ser Pro

Pro Val

Met
Thr
Gly
Leu

Tyr

Ala Ala

Tyr Glu

Gly Gly
250
Ser Ser
265

Asn Met

280

Gly
295
Gly

Gly

Ser
310

tgggcaggtg
agatctggga
agaagaggaa
caggcctagyg
aagggacagc
cacagaaagc

Gln

Met Ser

Fhe

ggtctgcaag
atatccatga
ddagaaaaca
ggccggcecge
cctaacgctc
atagcccaat

73

Asn
Lys
Asn
Asp
Bla
75

Lys
Ala
Glu
Leu
Ser
155
Gln
Pro
Gln
Gly
Arg
235
Gly
Gly

Pro

Gly

Leu
Ser
Asn
Asp
60

Val
bhan
Leu
Thr
Ser
140
Ala
Gly
Ala
Gly
Pro
220
Leu
Ser
Gly
Gly

Gln
300

Ser
Asp
His
45

Arg
Glu
Lys
Lys
Leu
125
Gly
Ala
Arg
Pro
Gln
205
Val
Pro
Val
Gly
Asn

285
Glu

Gly
Leu
30

His
Asp
Ala
Pro
Ser
110
Ala
Asn
Val
Phe
Pro
190
vVal
Met
Leu
Pro
Gly
270

Leu

Ala

Leu
15

His
His
Asn
Pro
Lys
95

His
Thr
Gly
Ala
Glu
175
Gly
Val
Leu
Glu
Gly
255
Gly

Val

Tyr

Glu
Ile
His
Leu
Thr
BO

Fro
Val
Fhe
Thr
Ala
160
Ile
Sear
Gly
Ile
Glu
240
Gln
Asp

Ser

Gly

gtgtagatac
atgaaaatgg
gtgatgagcc
ctggctccaa
tgcgcagcca
tcgcgagaag

ctcatcagcet
aggaagcggg
cagagagggt
gaacaagcca
cgttatggag
gcggcaacga

80
120
180
240
300
360



ggcgtctgeg
gcccctggtg
gcgttectac
ggtcaagctc
atggtgattg
gaagaggcgg
ccgccaggga
atgccggttt
gcttatggtt

<210> 30
<211> 291
<212> PRT
<213> Vitis vinifera
<400> 30
Met

1
Thr

Ala
Ser

Met Asn

Glu Glu
50
Ala Thr
65
Lys Pro

His Val

Gln Phe

Thr
130
Val

Gly

Ala
145
Ala Phe

Tyr Leu

Ser Leu
Ala
210
Ala

Asn

Ser
225
Pro Pro

Asp Pro

Asn Gly

Gln Pro

290

tgctcagcge
gtgcagttat
cgggaccagc
aggtcgtggg
cagctacctt
gcagcgcagc
ttggcggcag
ataatttgcc
gggcacatgg

Asn
5
Ala
20
Asn

Ser

Glu
35
Lys Glu

Arg Arg

Pro 1Ile

85
Glu
100

Arg

Met

Ala
115
Val Met

Met Ala

Leu Pro

Ser
Gly
Asn
Pro
Phe
Val
Arg
Asn
Leu

Gly

ES 2 440 265 T3

aagtgggaca
ggcacttecat
gccaccaggc
tggtagcgty
ttcgaatgca
acaggagcag
tggggggcag
accaaatttg
gcgccagect

Arg Trp Trp Ala

Pro Ala

Gly Ser
Asp
55
Gly

Ser

Arg
70
Val Thr

Ala Asn

Arg Gln
Thr
135
Gly

Val

His
150

Pro Ala

165

Ala Gly
180
Ile Ala
195
Thr Tyr

Ala Gln

Gly Ile

Gly
Ela
Glu
Glu

Gly

Gln Ala

Gly Pro

Leu
215
Leu

Arg

Gln
230

Gly Ser

245

Ser
260

Gln

Ser

Gly
275
Tyr

Met

Leu

Pro Val

Asn His

gtcatgaacg
ggccgattcg
tccactggac
gtgggttcac
acctacgaga
ctcgetggeg
cagcaggcag
cttccaaatg
tactag

Gly Gln

Met Lys
25
Gly Ser

Glu Pro

Arg Pro

Arg Asp
Ser
105
Gly

Gly

Arg
120
Leu Arg

Arg Phe

FPro Pro

Val
10

Lys
Gly
Arg
Fro
Ser
20

Asp
Val
Gln
Glu

Gly

taacgcttecg
aaattctttc
taaccatata
tcatagcggc
ggctcecceocect
gcggaggegy
ggatggcaga
gtggacaact

Gly Leu

Pro Asp

Gly Gly

Glu Gly

Gly Ser
75
Pro Asn

Ile Thr

Cys Val

Ser
140
Leu

Pro

Ile
155

Ser Thr

170

Val
185
Met

Gln

Val
200
Fro Leu

Ala Gly

Gly Gly

Val

Val

Glu

Gln

Ile Ala
Glu
220
Gly

Asp

Gly
235

Gln Gln

250

Asn
265
Ala

Tyr

Asp
280

74

Leu

Tyr

Pro Pro

Gly Trp

ccagccttct
cttaaccggc
cctagcaggce
aggtccagtt
agaagacgaa
tggtgggtca
tccttecteo
gaaccatgat

Gln Gly
15
Leu Gly

Gly Glu

Ala Ile

Lys Asn

Ala Leu

95
Glu Ser
110
Leu Ser
125
Ala Pro

Ser Leu

Gly Leu
Val
120
Thr

Ser

hla
205

Glu Glu

Ala Gly

Leu
270
His

Asn

Ala
285

Val
Ile
Glu
Glu
Lys
Arg
Ile
Ala
Gly
Thr
Thr
175
Val

FPhe

Ala

Met
255
Leu

Gly

420
480
540
600
660
720
780
840
876

Asp
Ser
Glu
Val
Fro
BO

Ser
Ala
Ser
Gly
Gly
160
Ile
Gly
Ser
Gly
Ser
240
Ala

Prao

Arg
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<210> 31
<211> 783
<212> ADN

<213> Vitis vinifera

10

<400> 31
atggacccgg cagctgtttc gcoccgatgcta aataaacgecg atcgcgagat atcaatcaac 60
gataaccccyg gcacaggaga cgatgaagaa gagaaagaca acgaaggcga gcccacdggayg 120
ggtgcagtag aagtcggcac tcgtagacca agaggtcgcece cgectggatc caaaaacaag 180
cccaaacccece ctattttcgt cacgcgecgac agccoccgaacg cccttocggag ccacgtgatg 240
gaggtggccg gcggccacga cgttgccgaa agcgtcocgocce agttcgecccg taggcgtcaa 300
cgaggggtct gocgtcocctcag cggcagocggce tccgtagcca acgtgactcet gagacagcocce 360
gccgegectyg gogecgtggt ggcactccat ggaagattcg agattctgtc cctaacagga 420
gcattcctcec ccggacctge ccocctccegge tecactggac tcaccgtgta cctogocgga 480
ggtcagggcce aggttgtggg aggaagtgtg gttggatcac tggtagcggc aggcccggtg 540
atagtgatag ccgccacttt tgcgaacgca acatacgaaa gactgcctct ggaagaagaa 600
gaagaaggtyg ggcaggcgcc gccgcocogagt ggttegccocge ctgcaattgg aagcagtggt 660
ggacagcatc actectggecct geoccggagetg cccatataca atctgccacce gaacctactco 720
cctaacggcg gccaattgag tcatgacccc tactcatggg ctcatgctcg geccccttac 780
tga 783

<210> 32

<211> 260

<212> PRT

<213> Vitis vinifera

<400> 32

75



Met Asp
Ile Ser
Asp Asn
Arg Pro
50
Ile Phe
65
Glu Val
Arg Arg
Ala Asn
Leu His
130
Gly Fro
145
Gly Gln
Rla Gly
Glu Arg
Pro Ser
210
Ser Gly
225

Pro Asn

Arg Pro

<210> 33
<211> 810
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 33

Pro
Ile
Glu
35

Arg
Val
Ala
Arg
Val
115
Gly
Ala
Gly
FPro
Leu
195
Gly
Leu

Gly

Pro

Ala
Asn
20

Gly
Gly
Thr
Gly
Gln
100
Thr
AErg
Pro
Gln
Val
180
Fro
Ser
Pro

Gly

Tyr
260

Ala
Asp
Glu
Arg
Arg
Gly
Arg
Leu
Phe
Pro
Val
185
Ile
Leu
Pro
Glu

Gln
245

ES 2 440 265 T3

Val Ser
Asn Pro
Prao Thr

Pro Pro
55

Asp Ser

70

His Asp

Gly Val
Arg Gln

Glu Ile
135

Gly Ser

150

Val Gly

Val Ile
Glu Glu

Pro Ala
215

Leu Pro

230

Leu Ser

Pro
Gly
Glu
40

Gly
Pro
Val
Cys
Pro
120
Leu
Thr
Gly
Ala
Glu
200
Ile

Ile

His

Met
Thr
25

Gly
Ser
Asn
Ala
Val
105
Lla
Ser
Gly
Ser
Ala
185
Glu
Gly
Tyr

Asp

76

Leu
10

Gly
Ala
Lys
Ala
Glu
90

Leu
Ala
Leu
Leu
Val
170
Thr
Glu
Ser

Asn

Pro
250

Asn
Asp
Val
Asn
Leu
15

Ser
Ser
Pro
Thr
Thr
155
Val
Phe
Gly
Ser
Leu

235
Tyr

Lys
Lsp
Glu
Lys
60

Arg
Val
Gly
Gly
Gly
140
Val
Gly
ala
Gly
Gly
220

Pro

Ser

Arg
Glu
Val
45

Pro
Ser
Ala
Ser
Ala
125
RAla
Tyr
Ser
Asn
Gln
205
Gly

Pro

Trp

Asp
Glu
30

Gly
Lys
His
Gln
Gly
110
Val
Fhe
Leu
Leu
Ala
190
Ala
Gln

Asn

Ala

Arg
15

Glu
Thr
Pro
Val
Fhe
95

Ser
Val
Leu
Ala
Val
175
Thr
Fro
His
Leu

His
255

Glu
Lys
Arg
Pro
Met
80

Ala
Val
Ala
Pro
Gly
160
Ala
Tyr
Pro
His
Leu

240
Ala



atggcacctt
gaccgggaga
cggcccecgeg
cgcgacagcc
gccgagtoca
gcgggcaccg
ctccgecggee
ccgggctoca
agcgtcgteg
aacgccacct
gcggcgcagce
gacccctcag

gcaggggccd
tgggctcatg

<210> 34
<211> 269
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 34

cctccaagga
acggcggcac
ggcggeocgcec
ccaacgecgct
tcgocccactt
tcgccgacgt
gcttcgagat
cggggctcac
gcacgctcac
acgagaggct
tgcctoccocegg
cggtgccaat
cagccgcctc
cacggccacc

ES 2 440 265 T3

cggcgccacc
gggcgagccc
ggggtccaag
gcgcagccecac
cgcgcgccgc
ggcgctecegc
cctetegete
cgtgtacctc
cgcggcgggg
gccgctggac
accgggcgga
gttcggegge
ctccggtgeg
gccatactag

gccaccgagc
aaggaaggcyg
aacaagoccca
gtgatggagqg
aggcagcgeyg
cagcccgegg
accggecacgt
gcgggeggec
cccgtcatgg
gacgccgacg
gggcagccta
gccggoggtg
ggcctgecagce

77

agccgacgag
cggtggtgge
agccgeccat
tggccggoegyg
gegtgtgegt
ctccgggege
tcctgoceggg
aggggcaggt
tgatggcgtc
aggagcccgc
tggtaatggg
tgccgeoccaag
tcgggcacga

cggcgacgac
gggcaaccgy
cttcgtgacg
cgccgacgtg
gctcagecggo
cgtggtcgcecc
coccocgogocyg
cgtcggeggce
cacgttcgcc
cgggcagcag
cgggatggecc
cctcatgcca
ccgacttgca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810



Met
Ser
Gly
Ser
Asn
05

Ala
Val
Ala
Ser
Gly
145
Ser
Ser
Asp
Gly
Val
225
Ala

Asp

<210> 35
<211> 2194

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 35

Ala
Gly
Ala
Lys
Ala
Glu
Leu
Ala
Leu
130
Leu
Val
Thr
Glu
Gly
210
Pro

Gly

Arg

Pro
Asp
Val
35

Asn
Leu
sSer
Ser
Fro
115
Thr
Thr
Val
Fhe
Glu
185
Gly
Met

Ala

Leu

Ser
Asp
20

Val
Lys
Arg
Ile
Gly
100
Gly
Gly
Val
Gly
Ala
180
Pro
Gln
Phe

Ala

Ala

Ser
Asp
Ala
Pro
Ser
Ala
85

Ala
Ala
Thr
Tyr
Thr
165
Asn
Ala
Pro
Gly
Ala

245
Trp

ES 2 440 265 T3

Lys Asp Gly

Arg
Gly
Lys
His
70

His
Gly
Val
Phe
Leu
150
Leu
Ala
Gly
Met
Gly
230

Ala

BAla

260

Glu
Asn
Pro
55

Val
Phe
Thr
Val
Leu
135
Ala
Thr
Thr
Gln
Val
215
Ala

Ser

His

Asn
Arg
40

Pro
Met
Ala
Val
Ala
120
Pro
Gly
Ala
Tyr
Gln
200
Met
Gly

Sar

Ala

Ala
Gly
25

Arg
Ile
Glu
Arg
Ala
105
Leu
Gly
Gly
Ala
Glu
185
Ala
Gly
Gly
Gly

Arg

78

Thr
10

Gly
Fro
Phe
Val
Arg
Asp
Arg
Pro
Gln
Gly
170
Arg
Ala
Gly
val
Ala

250
Pro

Ala
Thr
Arg
val
Ala
75

Arg
Val
Gly
Ala
Gly
155
Pro
Leu
Gln
Met
Fro
235
Gly

Pro

265

Thr
Gly
Gly
Thr
&0

Gly
Gln
Ala
Arg
Pro
140
Gln
Val
Pro
Leu
Ahla
220
Fro

Leu

Pro

Glu
Glu
Arg
45

Arg
Gly
Arg
Leu
Fhe
125
Prao
Val
Met
Leu
Pro
205
Asp
Ser

Gln

Tyr

Gln
Pro
30

Pro
Asp
Ala
Gly
Arg
110
Glu
Gly
Val
Val
Asp
190
Pro
Pro

Leu

Leu

Fro
15

Lys
Pro
Ser
Asp
Val
95

Gln
Ile
Ser
Gly
Met
175
Asp
Gly
Ser

Met

Gly
255

Thr
Glu
Gly
Pro
Val
g0

Cys
Pro
Leu
Thr
Gly
160
Ala
Ala
Pro
Ala
Pro

240
His
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aatccgaaaa gtttctgcac cgttttcace ccecctaactaa caatataggg aacgtgtgcet &0
aaatataaaa tgagacctta tatatgtagc gctgataact agaactatgc aagaaaaact 120
catccaccta ctttagtggc aatcgggcta aataaaaaag agtcgctaca ctagtttcogt 180
tttccttagt aattaagtgg gaaaatgaaa tcattattgc ttagaatata cgttcacatc 240
tctgtcatga agttaaatta ttcgaggtag ccataattgt catcaaactc ttcttgaata 300
aaaasatctt tctagctgaa ctcaatgggt aaagagagag attttbtita aaaaaataga 360
atgaagatat tctgaacgta ttggcaaaga tttaaacata taattatata attttatagt 420
ttgtgcattc gtcatatcgc acatcattaa ggacatgtet tactccatcc caatttttat 480
ttagtaatta aagacaattg acttattttt attatttatc ttttttcgat tagatgcaag 540
gtacttacge acacactttg tgctcatgtg catgtgtgag tgcacctcct caatacacgt 600
tcaactagca acacatctct aatatcactc goctatttaa tacatttagg tagcaatatc 660
tgaattcaag cactccacca tcaccagacc acttttaata atatctaaaa tacaaaaaat T20
aattttacag aatagcatga aaagtatgaa acgaactatt taggtttttc acatacaaaa 780
aaaaaaagaa ttttgctegt gocgogagcgce caatctcecca tattgggcac acaggcaaca 840
acagagtggc tgcccacaga acaacccaca aaaaacgatg atctaacgga ggacagcaag 500
tccgcaacaa ccttttaaca gcaggoctttg cggcoccaggag agaggaggad aggcaaagaa 960
aaccaagcat cctccttctc ccatctataa attcctccce ccttttcccc tctctatata 1020
ggaggcatcc aagccaagaa gagggagagc accaaggaca cgcegactagoc agaagcocgag 1080
cgaccgectt cteogatccat atcttcoggt cgagttettg gtegatctet tocctectcece 1140
acctecctect cacagggtat gtgocctcccot tocggttgttc ttggatttat tgttctaggt 1200
tgtgtagtac gggcgttgat gttaggaaag gggatctgta tctgtgatga ttcocctgttct 1260
tggatttggg atagaggagt tcttgatgtt gcatgttatc ggttcggttt gattagtagt 1320
atggtittca atcgtctgga gagctctatg gaaatgaaat ggtttaggga tcggaatctt 1380
gcgattttgt gagtaccttt tgtttgaggt aaaatcagag caccggtgat tttgcttggt = 1440
gtaataaagt acggttgttt ggtcocctecgat tectggtagtg atgcttctcg atttgacgaa 1500
gctatccttt gtttattccc tattgaacaa aaataatcca actttgaaga cggtocccocgtt 1560
gatgagattg aatgattgat tcttaagcct gtccaaaatt tocgecagctgg cttgtttaga 1620
tacagtagtc cccatcacga aattcatgga aacagttata atcctcagga acaggggatt 1680
ccctgbtectt cecgatttgect ttagtcocccag aatttttittt ccoccaaatate ttaaaaagtc 1740
actttctggt tcagtitcaat gaattgattg ctacaaataa tgcttttata gcocgttatcct 1800
agctgtagtt cagttaatag gtaatacccc tatagtttag tcaggagaag aacttatccg 1860
atttctgatc tccattttta attatatgaa atgaactgta gcataagcag tattcatttg 1920
gattattttt tttattagct ctcacccctt cattattctg agctgaaagt ctggcatgaa 19380
ctgtcctcaa ttttgttttc aaattcacat cgattatcta tgcattatcec tcttgtatct 2040
acctgtagaa gtttcttttt ggttattcct tgactgecttg attacagazaa gaaatttatg 2100
aagctgtaat cgggatagtt atactgcttg ttcttatgat tcatttcectt tgtgecagttc 2160
ttggtgtage ttgccacttt caccagcaaa gttc 2194

<210> 36

<211>173

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> dominio conservado comprendido en la SEQ ID NO: 2

<400> 36

Glu Pro Arg Glu Gly Ala Val Glu Ala Pro Thr Arg ARrg Pro Arg Gly

1 5 10 15

Arg Pro Rla Gly Ser Lys Asn Lys Pro Lys Pro Pro Ile Phe Val Thr
20 25 30

79



10

15

20

Arg
Gly
Arg
65

Leu
Ala
Ser
Tyr
Pro
145
Asn

<210> 37

<211>14

<212> PRT

Asp
Thr
50

Gly
Arg
Val
Fhe
Leu
130

Leu

Ala

Ser
35

Asp
Ile
Gln
Leu
Leu
115
Ala

Met

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AT hook

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8) .. (8)

<223> [reemplazo = "Ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11) .. (11)

<223> [reemplazo = "Arg"

<400> 37

<210> 38

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Arg Arg

Pro
Val
Cys
Pro
Ala
100
Pro
Gly

Ala

Tyr

Asn
Ile
Ile
Ser
85

Leu
Gly
Gly

Ala

Glu
165
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Ala
Glu
Leu
70

Thr
Gln
Pro
Gln
Gly

150
Arg

Leu
Thr
55

Ser
Ala
Gly
Ala
Gly
135

Pro

Leu

Lys
40

Leu
Gly
Ala
Arg
Pro
120
Gln

Val

Pro

Ser
Ala
BEsn
Val
Fhe
105
Pro
Val

Met

Leu

His
Thr
Gly
Ala
a0

Glu
Gly
Val

Leu

Glu
170

Val
Phe
Thr
75

Ala
Ile
Ser
Gly
Ile

155
Glu

Met
Ala
60

Vval
Ala
Leu
Thr
Gly
140
Ala

Glu

Glu
45

Arg
Ala
Pro
Ser
Gly
125
Ser

Ala

Glu

Ile
Arg
Asn
Gly
Leu
110
Leu

Val

Thr

Ala
Arg
Val
Gly
95

Thr
Thr

Val

Phe

Ser
Gln
Thr
80

Ala
Gly
Ile

Gly

Ser
160

Pro Arg Gly Arg Pro Pro Gly Ser Lys Asn Lys Pro

5

80

10



10

15

20

<220>

ES 2440265 T3

<223> dominio de PPC (DUF296) comprendido en la SEQ ID NO: 2

<400> 38
Leu
Thr
Ser
Ala

Gly

65
Ala

Gly

Pro

<210> 39
<211> 52

<212> ADN

Lys
Leu
Gly
Ala

50
Arg

Pro
Gln

Val

Ser

Ala

Asn
35

Val A

Fhe

Pro

Val

Met
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm8135

<400> 39

His
Thr

20
Gly

Glu

Gly

Val
100
Leu

Val Met
5

Phe Ala
Thr Val
Ala Ala

Ile Leu

70
Ser Thr
85
Gly Gly

Ile Ala

Glu
Arg
Ala
Fro

55
Ser

Gly
Ser

Ala

Ile
Arg
Asn
40

Gly

Leu

Leu
Val

Thr
120

Ala
Arg
25

Val
Gly

Thr

Thr

Val
105
Fhe

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aaacaatggc gaatccatgg tg

<210> 40

<211> 50

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm8136

<400> 40

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt aaaaaccatt ttaacgcacg

<210> 41

<211> 948

50

81

Ser
10

Gln
Thr
Ala

Gly

Ile
90
Gly

Ser

Gly Thr

Arg
Leu
Ala

Ser

75
Tyr

Pro

Asn

52

Gly
Arg
Val

a0
Phe

Leu
Leu

Ala

Asp
Ile
Gln
45

Leu

Leu

hla
Met

Thr
125

Val

Cys

30
Pro

Ala

Pro

Gly

Ala
110

Ile
15

Ile
Ser

Leu

Gly

Gly

Ala

Glu
Leu
Thr
Gln

Pro

80
Gln

Gly



10

<212> ADN

<213> Brassica oleracea

<400> 41

atgcgaaatc
agttcctcte
ggtcataaca
gatagagaca
acgcgccgac
gtcacgcgtyg
gatgtcatag
agcggtaacg
gctgcccctg
accggttectt
gctggtggte
ccggtgatge

gaggaagaag
ctcgggggcy
cttcccgecat

agcagccaag

catggtggac
agttaaagac
accaccatca
acttgagcgg
cacgtggacyg
attctccaaa
aaaccctagc
gcacggtgge
gtggtgcggce
tcttacctgg
aaggtcaggt
taatcgctgc

cggctgaaag
taggttcccc
ataatatgcc

aagcgtacgg

<210> 42

<211> 315

<212> PRT

<213> Brassica oleracea

<400> 42

ES 2 440 265 T3

aggacaagtg
accagatctc
tcatcaccaa
cgacgaccgo
tcctgeotggt
cgctctcaag
tactttcget
taacgtcaca
tgtattggcg
accggctecca
tgttggagga
cacgttttct

aggtggcggt
gctgagtagt
cggaaacctt

ttgggctcaa

aatctctcca
cacatctcca
gaagtcaaca
gagccacgtg
tccaagaaca
agccatgtca
aggcggcgcc
ctececgtecaac
ttacaaggga
cctggateca
agcgtggtgg
aatgcgactt

ggaagcgacg
ggtggcggtyg
gcttctaatg
gctaggtcag

82

gtctcgaaac
tgaacatggc
ccaacaacaa
aaggagccgt
aaccaaagcc
tggagatcgc
aacgtggcat
catcagtgge
ggtttgagat
ctggtttaac
gggcattgat
atgagagatt

gaggagtggt
gaggccacgg
gcggtggagyg
gattttaa

gacgccgcecg
catggtctca
caacgaagac
ggaagctccc
accaatcttt
tagtgggact
ctgcatcttg
tceccgttgea
tctttctecta
tatttactta
ggctgctggt
acctttggat

tccagggcag
gaaccaagga

aggacagatg

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

780
840
900
948



Mat

Thr

Ser

His

Leu

65

Thr

Fro

Val

FPhe

Thr

145

Ala

Ile

Ser

Gly

Ile

225

Glu

Val

Gly

Asn

Ala
305

Arg

Thr

Met

Gln

50

Ser

Arg

Pro

Met

Ala

130

Wal

Ala

Leu

Thr

Gly
210
Ala
Glu
Pro
Gly
Leu

290
Tvr

Asn

Pro

Aen

33

Glu

Gly

Arg

Ile

Elu

115

Arg

Ala

Pro

Ser

Gly
195

Ser

Ala

Glu

Gly

Gly

275

Ala

Gly

Fro

Fro

20

Met

Val

Asp

Pro

Fhe

100

Ile

Arg

Asn

Gly

Leu

1E0Q

Leu

Val

Thr

Ala

=ln

260

His

Ser

Trp

ES 2 440 265 T3

Trp Trp Thr Gly

5

Ser

Ala

R=n

Asp

Arg

B85

Val

Ala

Arg

Val

Gly

13

Thr

Thr

Val

Fhe

Ala

245

Leu

Gly

Asn

Ala

Ser

Met

Thr

Arg

70

Gly

Thr

Ser

Gln

Thr

150

Ala

Gly

Ile

Gly
Ser

230
Glu

Ben

Gly

Gln
310

Ser

Val

Asn

55

Glu

Arg

Arg

Gly

Arg

135

Leu

Rla

Ser

Tyr

Ala
215

Asn

Arg

Gln

Gly
295
Ala

Gln

Ser

a0

Asn

Fro

Pro

A=p

Thr

120

Gly

Arg

Val

Phe

Leu
2010

Leu

Ala

Gly

Wal

Gly

280

Gly

Arg

Gln

Leu

25

Gly

Asn

Arg

Ala

Ser

105

Asp

Ile

Gln

Leu

Leu

185
Ala

Met

Thr

Gly

265

Leu

Gly

Ser

83

Val
10

Lys
His
Rsn
zlu
Gly
a0

Fro
Val
Cys
Pro
Ala
170

Pro

Gly

Ala

Tyr

Gly

250

Ser

Fro

Gly

Gly

A=n

Thr

A=n

Glu

Gly

15

Ser

Asn

Ile

Ile

Ser

155

Leu

Gly

Gly

Ala

Glu

235

Gly

Fro

Ala

Gln

Fhe
315

Leu

Fro

A=n

Asp

60

Ala

Lys

Ala

Glu

Leu

140

Val

Gln

Pro

zln

Gly

220

Arg

Ser

Leu

Tyr

Met
300

Ser

Asp

His

45

Asp

Val

Asn

Leu

Thr

125

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly
205

Fro

Leu

Asp

Ser

Asn

285

Ser

Ser

Leu

30

His

Arg

Glu

Lys

Lys=s

110

Leu

Gly

Pro

Arg

Pro

180
E1ln

Wal

Pro

Gly

Ser

270

Met

Ser

Leu

15

His

His

Asp

Ala

Pro

23

Ser

Ala

Asn

Val

Fhe

175

Pro

Wal

Met

Leu

Gly

233

Gly

Fro

Gln

Glu

Ile

His

Asn

Pro

BO

Lys

His

Thr

Gly

Ala

160

Glu

Gly

WVal

Leu

Asp

240

Val

Gly

Gly

Glu
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<210> 43
<211>918
<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<400> 43
atggcgaaca ggtggtggac cggaccggtt ggtctaggag ggatggacaa ctcagtaacc =T
tococtoctocac taggaaaace ggatcectgggt ttotoccatga atcaaagtge tgtaacagga 120
gtgaacaaca tgaacaacaa caacaatgaa gaagaagjgaag atgagaaaga aaacagcgac 180
gaacacaaaq gaggtbgcaat agaaacaaac acctoccacge gococgoccaag aggocgtoca 240
tcaggttcaa aaaacaaacc aaaaccacca atattcataa caagagatag cocctaacgog 300
ctacgaagce atgtcatgga agtagcaaca ggaacagata tatcagatag catcgttcag 360
tttgoaagaa aaagacagag aggbatttge attctaagog caagtggaac cgtogttaac 420
gtttctctoo ggoaacctac aggtcoccocgga gotgtggtag cgcttccagg gagatttgat 480
atactctctt tgactggttc tgtgcttcoct ggaccttcac cgoccgggage tactggtittg 540
actatttatc tttctggagg acaaggacag ghtggttggocg goggagttgt tggtccocctt al0
gtggeoggcocag gaccagttat gttgatggog gogacatttt cgaatgctac gtatgagagg 6ol
ctgoocggttg aggatggtga tgatcaagaa gggeatcagg gtggtggtgg tgatgatgag 720
tcteccgacge gtgcagcggg gatgggacag ttagcocgattg gatctgttgg agaaggttct TEO
tcaattccac caggctataa caatgttggt ggtaatttgg gtgtttcaaa tggaggacaa 840
caacaattgt tgaataatca tgaggcttat aataattctc cttggggteca tgctagtcat 200
ggtagaccac catactaa 918

<210> 4

<211> 305

<212> PRT

<213> Medicago truncatula

<400> 44



Mat

Asn

Met

Asn

Gly

65

Ser

Ser

Asp

Ile

Gln

145

Ile

Ala

Gly

Met

Asp

225

Ser

bhla

Ser

AsSn

Glu

50

Ala

Gly

Fro

Ile

Cys

130

Pro

Leu

Thr

Gly

Ala

210

Gly

Fro

Asn

Val

Gln

a5

Glu

Ile

Ser

Asn

Ser

115

Tle

Thr

Ser

Gly

Gly

135

Ala

Asp

Thr

Arg

Thr

20

Ser

Glu

zlu

Lys

Ala

100

Asp

Leu

Gly

Leu

Leu

129

Val

Thr

Asp

Arg

Trp

Ser

Ala

Glu

Thr

Asn

a5

Leu

Ser

Ser

Fro

Thr

165

Thr

Val

Fhe

Gln

Ala
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Trp

Ser

Val

Lsp

Asn

70

Lvs

Arg

Ile

Ala

Gly

150

Gly

Ile

Gly

Ser

Glu

230
Ala

Thr

Pro

Thr

Glu

35

Thr

Fro

Ser

Val

Ser

Tyr

Fro

han

215

Gly

Gly

Gly

Leu

Gly

40

Lys

Ser

Lys

His

Gln

120

Val

Val

Leu

Leu

200

Ala

His

Met

Fro

Gly

25

Val

Glu

Thr

Fro

Val

103

Fhe

Thr

Val

Leu

Ser

185

Val

Thr

Gln

Gly

85

Val

in0

Lys

Asn

AsSn

Arg

Fro

a0

HMet

Ala

Val

Ala

Pro

170

Gly

Ala

Tyrx

Gly

Gln

Gly

Fro

ASD

Ser

Arg

75

Ile

Glu

Arg

Val

Leu

155

Gly

Gly

Ala

Glu

Gly

235

Leu

Leu

Asp

Met

ASp

&0

Pro

rhe

Val

Lys

Asn

140

Pro

Pro

Gln

Gly

Arg

220

Gly

hla

Gly

Leu

Asn

45

Glu

Arg

Ile

Ala

Arg

125

Val

Gly

Ser

Gly

Fro

205

Leu

=1y

Ile

Gly

Gly

30

A=zn

His

Gly

Thr

Thr

110

Gln

Ser

Arg

Pro

Gln

1340

Val

Fro

Asp

Gly

Mat

15

Fhe

Asn

Lys

Arg

Arg

95

Gly

Arg

Leu

Fha

Pro

175

Val

Met

Val

Asp

Ser

Asp

Ser

ASD

Gly

Pro

Bo

Bsp

Thr

Gly

Arg

Aszp

160

Gly

Val

Leu

=lu

Glu

240
Val



10

15

Gly Glu Gly Ser Ser

Leu Gly Val Ser Asn

Lla Tyr Asn Asn Ser

ES 2 440 265 T3

245

260

275

290

Tyx
305

295

250

Ile Fro Pro Gly Tyr Asn Asn

265

Gly Gly Gln Gln Gln Leu Leu

280

Pro Trp Gly His Rla

<210> 45

<211> 632

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 45

gcagttccct
ttttgactga
ccaactttgt
ggatctggct
ttctococggog
aatcagtacy
tctgactgca
ggcattataa
aataaaatca
ttacattgca
cagtaataca

actoctogogt
tagtgacctyg
acaaaaaagc
gcaagtgogg
dagacaaccac
aggcttcaaqg
agtgtgatcc
gaaagcattg
ttatttgoca
caagataaaa

aggggtgtta

taacgctage
Ltcgttgcaa
aggcttcaca
caacggttgt
aactgagact
ggagagtaac
Ltgcacctgc
cttatcaatt
tccagoctgoa
atatatcatc
tgagccatat

atggatctog
caaattgatg
atgtcttgct
gqgaggttgcoa
tttgtcttgg
aacgctgaga
aagtgaaacc
Lgtigcaacy
goctoctggooc
atgaacaata
tc

<210> 46

<211> 81

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 46

Met Ser Cys Cys Gly Gly Asn Cys Gly Cys

Met
25
Fhe

Gly Asn Gly Cys Gly Cys Lys Tyr

20
Thr Thr

Gly

Thr Val
a0

Ser

Gly Glu Thr Thr Glu

33
Lys Asn
50

Ala Cys

Glu Ala Gly Glu

55
Ser

Met Gln Tyr

Asp Lys Cys Gly Asp Cys Lys

Lys
86

Val

Asn
285
Ser His

300

Gly

ggococaaat
agcaatgctt
gtggaggaaa
aaatgtaccc
gcgttgcace
acgatgcottg
cagoctttott
aacaggtcac
gtgtctcaaa
aaactgtctyg

Gly Ser

Pro

Leu Gly

45
Asn
&0

Asp

Ser

Cys
75

255
Gly Gly Asn
270
Asn His Glu

Arg Fro Pro

aatgatttta
LELtataatyg
ctgcggatgt
tgacttggga
ggcgatgaag
caagtgtgga
gtacaaagtt
Latcagtcaa
atctctgatg
cttacataaa

Gly
Leu
Val
Asn

Pro

Cys Lys
15
Gly Fhe
30
Ala Pro

Ala Glu

Cys Thr

Cys

Ala
Asn

Cys

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
632



10

<210> 47

<211> 2194
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 47

aatccgaaaa gtttctgcac cgttttcacc coctaactaa caatataggo aacgtgtgot

aaatataaaa
catccaccta
ttteccttagt
tctgtcatga
aaaaaatctt
atgaagatat
ttgtgcattc
ttagtaatta
gtacttacgc
tcaactagca
tgaattcaag
aattttacag
dddaaadadgaa
acagagtggc
tccgcaacaa
aaccaagcat
ggaggeatce
cgaccgoctt
acctococteoct
tgtgtagtac
tggatttggg
atggtttteca
gocgattttgt
gtaataaagt
getatcottt
gatgagattg
tacagtagtc
cococtghbtott
actbtbctbggt
agctgtagtt
atttoctgatc
gattattttt
ctgtoctcaa
acctgtagaa
aagctgtaat
ttggtgtagc

tgagacctta
ctttagtggc
aattaagtgg
agttaaatta
tctagectgaa
tctgaacgta
gtcatatcgc
aagacaattg
acacactttg
acacatctct
cactccacca
aatagcatga
ttttgctogt
tgcccacaga
ccttttaaca
cotocttote
aaggocaagaa
ctogatccat
cacagggtat
gggogttgat
atagaggggt
atcgtctgga
gagtacctCth
acoggtbtgttt
gtttattcocc
aatgattgat
ccecatcacga
cocgatttgct
tcagttcaat
cagttaatag
tccattttta
tttattagct
ttttgtttte
gtttettttt
cgggatagtt
ttgocacttt

<210> 48

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador: prm03240
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tatatgtagc
aatcgggcta
gaaaatgaaa
ttcgaggtag
ctcaatgggt
ttggcaaaga
acatcattaa
acttattttl
tgotcatgtg
aatatcactc
tcaccagacoc
aaagtatgaa
gocgocgagocgc
acaacccaca
gecaggoctkbtg
ccatctataa
gagggagagc
atcttococggt
gtgcctccet
gttaggaaag
tcttgatgtt
gagctctatg
tgtttgaggt
ggtcocctogat
tattgaacaa
tcttaagecct
aattcatgga
ttagtcccag
gaattgattg
gtaatacecce
attatatgaa
cteaccoctt
aaattcacat
ggttattecct
atactgcttg
caccagcaaa

gctgataact
aataaaaaaqg
tcattattge
ccataattgt
aaagagagag
CLtaaacata
ggacatgtct
attatttatc
catgtgtgag
gootatttaa
acttttaata
acgaactatt
caatctccca
aaaaacgatg
cggocaggag
attocctocoo
accaaggaca
cgagttcttg
tcggttgttc
gggatctgta
gcatgttate
gqaaatgaaat
aaaatcagag
totggtagtg
aaataatcca
gtccaaaatt
aacagttata
aattbtttte
ctacaaataa
tatagtttag
atgaactgta
cattattctg
cgattatcta
tgactgcttg
ttcttatgat
gtto

87

agaactatgc
agteogctaca
ttagaatata
catcaaactc
atttttbtta
taattatata
tactccatcc
CLttttcgat
Lgcacctcct
tacatttagg
atatctazaa
taggtttttc
Lattgggcac
atctaacgga
agaggaggag
cottbbtoooce
cgogactage
gtcgatctet
ttggatttat
tctgtgatga
gJgrLtcggroto
ggLttaggga
caccggtgat
atgcttcteg
actttgaaga
Lcgcagctgg
atcctcagga
cocaaatate
tgcttttata
tcaggagaag
gcataagcag
agctgaaagt
tgcattatcec
attacagaaa
Ltocatftoott

aagaaaaact
ctagtttcgt
cgttcacatc
Ltcttgaata
daadadataga
attttatagt
caatttttat
Lagatgcaag
caatacacgt
tagcaatatc
tacaaaaaat
acatacaaaa
acaggcaaca
ggacagcaag
aggcaaagaa
tckctatata
agaagccgag
toccctoctoo
tgttctaggt
ttcoctgttcot
gattagragt
tcggaatctt
tttgcttggt
atttgacgaa
cggtoocoght
cttgtttaga
acaggggatt
ttaaaaagtc
gogttateoct
aacttatcog

tattcatttg

ctggcatgaa
tettgtatet
gaaatttatg
tgtgcagttec

120
180
240
300
360
420
480
540
a0
a6
720
T8RO
540
Qg0
Q&0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1240
1500
15a0
1620
1680
1740
1800
18a0
1920
1980
2040
2100
2160
21594

&0
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<400> 48

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cacaatgtct tgctgtggag gaa 53
<210> 49

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm03241

<400> 49

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt tcacttgcag gtgcaag 47
<210> 50

<211> 1566

<212> ADN

<213> Chlamydomonas reinhardtii

15

<400> 50

atgocdggaagg
tctacgtogt
aagaaggacg
gagaacgtgg
ctoocgcaagg
goCcaagoCcoo
gatcacccca
ctagcctboct
cgogaggagg
atcttoctga
cacgaccgcg
cgoctgtacg
Lococgtggagg
ggoctggtgt
caggagotga
Caggagaacyg
atgggcgagc
actgococggog
goccattgagg
atcgocgotgt
accaaggaga
ggottcaacyg
ccccagatta
gacgtgttct
gocttogooo
gtgatgacgc
tcgtaa

<210> 51

aagocgactog
gggotgttgg
aggacctgca
tgaagactca
agggcaagga
tgaccttoac
aggtggagga
Lcaagggcgg
tggococogett
cggacggcgc
actcocgtget
gocggcacgot
agctgcagog
ttatcaaccc
tcaagtttgc
tgtaccagga
cctaccgcoag
agtgcggect
aggtgtgcaa
cocgtgotoegt
aggcctocgga
cgctggacyg
agctgoocgge
actgcctcaa
aggaggaggg
acttcgtgga

tcttgtgtcc
tggcactcge
Lgccaagaag
gtatgccgtc
gatcattttc
ccgtcaggtyg
catgbtccoo
tgtgggcgoo
catcgagaag
cbtcggtggoc
ggtgcccatc
ggtgggctac
cgogoctgecag
cggtaaccco
gtaccaggag
tgagcggocg
ccacgtggag
gogoggoggoc
gtgcgocctoo
CaaccCgooc
gctggtgtcg
cgtcacctgc
caaggcgchtg
acttctggag
caccttccac
gaagttcgac

gococtgotge
ctcaagtocgyg
gacaaggtgc
catggcgagc
acaaacgtcg
ctagcecctgt
goocgacgoca
tacaccgact
cgtgacggcg
gtgcgecttgt
cogoagtaceo
Ltcctggatyg
gaggcgcgcg
accggccagt
aagattgtgce
tttgtgagcg
ctgctateoct
tacgtggaga
attaacctgt
aajJocoggog
ctgocgoogcc
aacLbcaccg
gaggcocgcca
gocaccggoa
ctgocgcacca
aagttccaca

88

gggcgggcaa
cgatgcccca
tgcaccctca
tttacctgcg
gaaacccgca
gogocgegoc
Lcgecgocgtge
cgcgtggcaa
ttcocctogaa
gcctgaacgc
cgctgtacag
agocgoogogg
aggaggdcaa
gcocttgagcaa
tcatggcocgga
ccaagaaggt
tccacaccgt
tgactaacat
cgcccaacac
atccctctta
gogogcacat
agggcgocat
aggocgocgy
tctocacogt
ccattctgoo
aggacttcat

caatggcgtg
gooctgatgag
ccttctgaac
cgctgagcag
cgogotgggt
cttocotgotyg
caagaagatc
ccogotggtyg
ccccgaccac
catgatccgc
cgoctocato
ctggggocty
gctggtgogo
ggagaacctg
tgaggtgtac
gatgtgggag
gtccaagggc
craccooggo
catgggccag
cgaccagtac
gatgacggac
gtacagcttc
aaaggcgggc
gococggcage
tcgogaggag
gqaagcagtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
T20
T80
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1566



<211> 521

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 51

Met
Asn
Ser
Lys
Lys
65

Leu
His
Leu

Fhe

Arg
Asn
Ala
=lu
50

Thr
Arg
Rla

Cys

Pro
130

Lys
Gly
Mat
35

Gly
Gln
Lys
Leu
Ala

115
Ala

Glu
Val
20

Fro
Lys
Tyr
Glu
Gly

100
Ala

Asp

Ala
Ser
Gln
Val
Ala
Gly
a5

Ala

Pro

Ala
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Thr
Thr
Pro
Leu
Val
T

Lys
Lys

Phe

Ile

Arg
Ser
Asp
His
55

Arg
Glu
Fro

Leu

Rla
135

Leu Val

Trp aAla
25

Glu Lys

40

Pro His

Gly Glu
Ile Ile
Leu Thr

105
Leu Asp

120
Arg Ala

89

Ser
10

Wal
Lys
Leu
Leu
Phe
a0

Fhe
His

Lys

Ala
Gly
Asp
Leu
TyrE

75
Thr

Leu
Gly
Glu
Azn
a0

Leun
Asn
Arg

Lys

Ile
140

Leu
Thr
Asp
Glu
Arg
Val
Gln
Val

125
Leu

Arg
Arg
Lau
Ezn
Rla
Gly
Val
110

Glu

Ala

Ala
132

Leu
His
Val

Glu

Asn
95

Gly
Lys
Ala
Val
Gln

aqQ
Pro

Leu Ala

Asp

Ser

Met

Fhe



Lys
145
Arg
Asn
Leu
Pro
Gly
225
Ser
Lys
Gln
Gln
Tyr
305
Met
Val
Glu
ARla
Val
385
Thr
Met
Thr
Rla
Cys
485
Gly

Frao

Hi=s

<210> 52
<211> 1416

<212> ADN

Gly
Glu
Fro
Cys
Ile
210
Thr
Val
Leu
Cys
Glu
290
Gln
Gly
Ser
Meat
Ser
370
Leu
Lys
Val
Elu
Leu
450
Leu
Fhe

Arg

Lys

<213> Oryza sativa

<400> 52

Gly
Glu
Asp
Leu
185
Pro
Leu
Glu
Val
Leu
275
Lys
Asp
Glu
Lys
The
355
Ile
Val
Glu
Thr
Gly
435
Glu
Lys
Gly

Glu

Asp
515

Val
Val
His
180
Asn
Eln
Val
GLu
Arg
260
Ser
Ile
Glu
Fro
Gly
240
Asn
Asn
Asn
Lys
Asp
420
Ala
Ala
Leu
Gln
Glu

500
Phe

GLly
Ala
165
Ile
Bla
Tyr
Gly
Leu
245
Gly
Lys
Val
Arg
Tyr
325
Thr
Ile
Leu
Pro
Ala
&05
Gly
Met
Ala
Leu
Glu
462

Val

Met

ES 2 440 265 T3

Ala
150
Arg
Phe
Met
Pro
Tvr
230
Gln
Lizu
Glu
Leu
Pro
310
Arg
Ala
His
Ser
Pro
3940
Ser
Fhe
Tyr
Lys
Glu
470
Glu

Met

Lys

Tyr Thr Asp Ser

Phe
Leu
Ile
Leu
215
Fhe
Arg
Val
Asn
Met
295
Phe
Ser
Gly
Pro
Fro
375
Lys
=zlu
Asn
Ser
Ala
455
Ala
Gly

Thr

Gln

Ile
Thr
Arg
200
Tyr
Leu
Ala
Fhe
Leu
280
Ala
Val
His
Glu
Gly
Aa0
Asn
Fro
Leu
Ala
Phe
4410
Ala
Thr
Thr
His

Tyvr
520

Glu
Asp
185
His
Ser
Lsp
Leu
Ile
265
Gln
Asp
Ser
Val
Cys
345
Ala
Thr
Gly
Val
Leu
425
Pra
Gly
Gly
Fhea
Phe

505
Ser

90

Lys
170
Gly
AsSp
Ala
Glu
Gln
250
Asn
=lu
Glu
Rla
=lu
330
Gly
Ile
Met
Asp
Ser
410
Asp
Glnr
Lys
Ile
His

490
Val

Arg
1535
Arg
Ala
Arg
Ser
Arg
235
Glu
Fro
Leu
WVal
Lys
315
Leu
Leu
Glu
Gly
Pro
395
Leu
Gly
Iie
Ala
Ser
475

Leu

=lu

Gly
Asp
Ser
Asp
Ila
220
Arg
Ala
Gly
Ile
Tyr
300
Lys
Leu
Arg
Glu
Gln
380
Ser
Arg
Val
Lys
Gly
460
The

Arg

Lys

Asn
Gly
Val
Ser
205
hrg
Gly
Arg
Asn
Lys
285
Gln
WVal
Ser
Gly
Val
365
Ile
Tyr
Arg
Thr
Leu
445
Asp
Val

Thr

Phe

Pro
Val
Ala
130
Val
Lan
Trp
zlu
Fro
270
Phe
Glu
Met
Fhe
Gly
250
Cys

Ala

Arg
Cys
430
Pro
Val
Pro

Thr

Asp
510

Leu
Pro
175
Val

Leu

Tyr

Zlu
255
Thr
Ala
Azan
Trp
His
335
Tyr
Lys
Leu
Gln
Ala
415
Asn
Ala
Fhe
Gly
Ile

435
Lys

Val
160
Ser
Arg
Val
Gly
Leu
240
Gly
Gly
Tyr
Val
=lu
320
Thr
Val
Cys
Ser
Tyr
400
His
FPhe
Lys
Tyr
Ser
480

Leu

FPhe
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15

cccacgogtc
aactcaaaca
ctoctgtococoo

gagcagaagg

ggcgagoccc
ggtggtgatc
agacggggaa
gogaaggogd
ctocgacageg
ctggtgtgca
cgggtacgag
gctcgacgac
caccggcaac
ccgggggctc
gagcttogac
ggagttccac
gtgcatogeg
googttccag
ggcgoaggtg
ggactoggog
gaagctctgg
tcgtttcaac
totcaagtga
aggcttacat

cgcccacgod
ctcacaccaa
aagaagggta
ccaagaagoc

ggcgcgggca
accggogogt
gtggcacgtyg
cgggdgatggc
tccgocagtt
acgcogcdaca
atgagcgtcg
ctcaagaaat
accaacacct
googgogygygc
ggcgoccaagyg
cggagattcc
acgacgggct
cggtteogtga
gtgggecgaceo
tcgttogaga
gacctcagecg
tgttaatttc
tgtacaatta
tatcgattig

ES 2 440 265 T3

tcegggacac
tggctecteca
acttgagego
gtegotggtg

cgtcgaaggc
cgtocggggct
gtgatggcgt
ggcggggagc
cgtggacaac
tctaccggeco
gggLgaacca
ccgactacco
tocgoocggecaa
tcocgocgggca
cgtacaagga
acgaggagac
tgttccgoga
cgaaggggtt
cgagcoctgac
accagctctc
agaagctegt
tteggggtit
gtaatttttt
Lccacctaaa

cagaaacata
agttcaggcc
ggtggtgaag
gtgagggcyd

ggacgggaay
cgggotogoeg
tcecgegactt
tacaccgtca
ttocoggoget
gacggogcygg
cotgggocac
gtocgocggogyg
cgtcocctocc
gaacgggtog
cagcaagatc
cgggatcacg
gcacatcccg
cgtgteggag
caagtoogge
gcaggaggcco
cggcctogte
agggggtttc
tttacccgac
ttaagt

<210> 53

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm08408

<400> 53

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aaacaatgcg gaaggaagcg ac
<210> 54

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm08409

<400> 54

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc gaattgctaa gctgttacga 50

<210> 55
91

gtacacttga
goactochbgo
gagcocggggt
tggcgacgcyg

aagacgctgc
gcggcdaagy
tocctgaaggeo
tgcacctgga
cocggcatgeoc
caaccgacgt
ttocctoctog
ctcatcatcc
aaggccgggce
gocgatgatocg
tgtaacatgc
ttcgegtege
ctgttocoggeo
goggagtoog
gtgtactgga
agcgaccocgg
tgagtttatt
agctttcagt
aaatcatgca

52

gctcactcca
cctotgotet
tccttagegt
gegggcoggt

ggcagggggt
cgcttggcgg
ggcgacggcy
coctocgootoo
gctocgacgcg
tcaacgccga
ccocgoctcat
tcggctccat
taggocgacct
acggcgogga
tgacgatgca
tgtacccggg
tgotgttooc
ggaagogget
gctggaacaa
agaaggccag
atttacccat
gagagaggecc
ataaaaccac

ed
120
180
240

300
360
a20
480
540
G600
660
720
780
840
900
8950
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1416
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<211> 1453
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 55
atggctgectc ccagogtocge cgtcgacaac ctcaacccca aggttttgaa ttgtgagtat &0
gcagtgogtg gagagatigt gatccatgot cagocgoctgo agcaacagceh acagactcaa 120
ccagggtctc ttoccttittga tgagatccta tactgcaaca tCtgggaatcoc ccagtotott 180
ggtcagaage cagttacatt cttcagggag gttattgoctc tttgtgatca tccatgettg 240
ttggaaaagqg aggaaaccaa atbtcabtgttc agtgctgatg cecatttctog agcaacaaca 300
attecttgect cgattcocctgg aagagcaact ggagcataca geocacagcca gggcatcaaa 160
gggctgegty atgeaattge tgctggaatt gecatcacgtg atggatacce tgoaaatgca 420
gacgacattt tccttactga cggagcaage cctggagttc acatgatgat gcagttactg 430
ataaggaacg agaaagatgg cattctctgec ccaattcoccte aatatcecttt gtactcagecc 540
tccattgeote tteatggtgg ageotettgtc ccgtattate ttaatgaate aacaggotgg e00
ggtttggaga tctoctgacct taagaagcaa ctogaagatt ctoggttgaa aggoattgat BED
gttagggett tggtagttat caatccagga aatccaactg ggcaggttct tgctgaggaa 720
aaccaacggg acatagtgaa gttctgcaaa aatgagggac ttgttcttct ggcoctgatgag TEOD
gtgtaccaag agaacatcta tgttgacaac aagaaattta actctttcaa gaagatagocg 840
agatccatgg gatacaacga ggatgatctc cctttagtat catttcaatc tgtttctaag 300
ggatattatg gtgaatgtgg caaaagagga ggctacatgg agattactgg cttcagtgcot 960
ccagttagag agcagatcta caaagtggcg tcagtgaact tatgttoccaa tatcactgge 1020
cagatccttg ccagocctogt catgaatcca ccaaaggeotg gagatgecatec atatgottea 1080
tacaaggcag agaaagatgg aatcctoccaa tcattagetc geoecgtgecaaa ggcattggag 1140
aatgecttteca acagtettga gggaattaca tgcaacaaaa ctgaaggagoc aatgtacctco 1200
ttcecctecage ttagtctgoe acaaaaggea attgacgeotg ctaaagetgo taacaaagca 1260
coctgatgett toctatgecct tegtcoctecte gaggoaaccg gaattgttgt tgtocctgga 1320
tctggatttg goccaagttcoe Lggcacatgg cacatcagat geoacaatcct gocacaggag 1380
gagaagatcc ccgocgatcat ctoccocgeottc aaggcattcoc atgagggett catggoageg 1440
taccgcgact gaa 1433

<210> 56

<211> 483

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 56
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Met
Asn
Leu
Ila
Val
65

Leu
Arg
Tyr
Gly
Leu
145
Ile
Leu
Tyr
Lys
Val
225
Asn

Leu

Fhe

Ala
Cys
Gln
Leu
50

Thr
Glu
Ala
Ser
Ile
130
Thr
Arg
Tyr
Leu
Gln
210
Val
Gln

Ala

Asn

Ala
=lu
Gln
15

Tvr
Fhe
Lys
Thr
His
115
Ala
Asp
A=n
Ser
Asn
135
Lau
Ile
Arg

Asp

Ser

Pro
Tyr
20

Gln
Cys
Fhe
Glu
Thr
100
Ser
Ser
Gly
Glu
Bla
180
Glu
Glu
Asn
Asp
Glu

260
Fhe

Ser
Ala
Leu
Asn
Arg
Glu
a5

Ile
Gln
Arg
Ala
Lys
165
Ser
Ser
Asp
Fro
Ile
245

Val

Lys
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Val
Val
Gln
Ile
Glu
70

Thr
Leu
Gly
Asp
Ser
150
Aszp
Ile
Thr
Ser
Gly
230
Val

Tyr

i.ya

Ala
Arg
Thr
Gly
55

Val
Lys
Ala
Ile
Gly
135
Fro
Gly
Ala
Gly
Arg
215
Asn
Lys
Gln

Ile

Val
Gly
Gln
40

Asn
Ile
Ser
Ser
Lys
120
Tyr
Gly
Ile
Leu
Trp
200
Leu
Fro
Fhe

Glu

Ala

Asp
Glu
25

Fro
Pro
Ala
Leu
Ile
105
Gly
Fro
Yal
Leu
His
185
Gly
Lys
Thr
Cys
Asn

265
Arg

93

Asn
10

Ile
Gly
Gln
Leu
Fhes
a0

Fro
Leu
Ala
His
Cys
170
Gly
Leu
Gly
Gly
Lys
250
Ile

Ser

Leu
Val
Ser
Ser
Cvs

Ser

Ile
Gln
235
Asn

Tvr

Met

Asn
Ile
Leu
Leu
a0

Asp
Ala

Arg

Ala
140
Met
Ile
Ala
Ile
Asp
220
Val
Glu
Val

Gly

Fro
His
Fro
45

Gly
His
Asp
Ala
Ala
125
Azp
Met
FPro
Leu
Ser
205
Val
Leu
Gly

Asp

Tyr

Lys
Ala
30

Fhe
Gln
Fro
Ala
Thr
110
Ile
Asp
Gln
Eln
Val
150
Asp
Arg
Ala
Leu
A=n

270
Asn

Val
15

Gln
Asp
Lys
Cys
Ile
95

Gly
Ala
Ile
Leu
Tvr
175
Pro
Leu
Ala
Glu
Wal
255
Lys

Glu

Leu
Arg
=zlu
Fro
Leu
g0

Ser
Ala
Ala
Fhe
Leu
160
Fro
Tvr
Lys
Leu
Glu
2410
Leu

Lys

Asp



<210> 57

Asp
Glu
308
Fro
Asn
Ala
Leu
Ser
IBS
Fhe
Rla
Thr
Thr
Ala

465
Tyr

<211> 2559

<212> ADN

Leu
230
Cys
Val
Ile
Gly
Gln
370
Leu
Pro
Asn
Gly
Trp
450

Ile

Arg

<213> Oryza sativa

<400> 57

275
Pro

Gly
Arg
Thr
Asp
355
Ser
Glu
Gln
Lys
Ile
435
His
Ile

AsD

Leu
Lys
Glu
Gly
340
Ala
Leu
Gly
Leu
Ala
420
WVal

Ile

Ser

Wal
Arg
Gln
325
Gln
Ser
AEla
Ile
Ser
405
Fro
Val

Arg

Arg
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Ser
Gly
310
Ile
Ile
Tvyr

Arg

Thr
a0
Leu

hsp
Val
Cys

Fhe
470

Fhe
295
Gly
Tyr
Leu
Ala
Arg
375
Cys
Fro
Ala
Pro
Thr

455
Lys

280
Gln

Tyr
Lys
Ala
Ser
360
Ala
Azn
Eln
Fhe
Gly
440
Ile

Ala

Ser
Met
Val
Ser
345
Tvyr
Lys
Lys
Lys
Tyr
425
Ser

Leu

Fhe

94

Val
Glu
Ala
330
Leu
Lys
Ala
Thr
Ala
410
Ala
Gly

Fro

His

Ser
Ile
315
Ser
Val
Ala
Leu
Glu
385
Ile
Leu
Fhe
Gln

Glu
475

Lys
300
Thr
Wal
Met
Glu
Glu
380
Gly
Asp
Arg
Gly
Glu

460
Gly

285
Gly

Gly
Asn
Asn
Lys
365
Asn
Ala
Ala
Leu
Gln
445

Glu

Fhe

Tyr
Fhe
Leu
Pro
350
Asp
Ala
Met
Ala
Leu
430
Val
Lys

Met

Tyr Gly

Ser Ala
320

Cys Ser

335

Fro Lys

Gly Ile
Phe Asn
Tyr Leu
400
Lys Ala
415
Glu Ala
Fro Gly
Ile Fro

Rla Ala
480



Jaaaggggag
agggatgggy
cgcgtggacg
gattgaaggt
tggggccata
aatttttgtt
cocgggtcaac
gatatagttt
aggtcatgaa
aaaatgaatc
ctgoctagtgc
aatgtctagc
aaatttagga
caggaaaaat
tcattttcta
tccacttoog
gcaccggtag
aaaatcatca
gocagagagtc
ctcgeoccggag
cogattttog
gcaaactatce
ttgtagagag
aacaagcgag
cgtgecttgce
ctocgocaatt

ctgoccattt
attggctacc
ttgcaactga
tattaagaaa
aggtgaaaaa
LLttgagaca
Ctcacttact
aggatcggat
atatggtgac
ctgttttttt
cgcocgottgo
tctaagataa
Lacgacagat
gaaacctgac
tataactctg
cctctaatct
caggacatta

agaaagagaqg
cgctggcgayg
gCccagcgacc
Jagaggagad
tgtcggtgag
tttactctaa
accgecacgt
goaccggtitt
tcgtactetg
gagtgtbgteca
attaatcaga
agtatatttg
acaacataca
ddaaggaadc
ttttagtgag
tgtaatcggg
cattatteoca
agggccttcg
gggaggtggc
tccggoccaat
tctccatcta
tocgteagatt
aagttcttgg
ctagcgaagyg
toctoggotga
agaagatgga

attgttctta
aagatgatca
tgagtacttc
gtaggtagag
aaatggttgt
agttactgtg
accgagtacyg
gtagcatgtt
tcgtttagta
attcgaagta
tttctagaac
tggacaaaaa
ttttctgatt
atcactcaca
gocattbbttt
gcacttccac
acctggttta

<210> 58

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador: prm001646

<400> 58
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agaagggadga
ctococtototg
tccttcococtg
gaaaagatga
Lcccactatt
tgccacctaa
aggtgccacyg
tgttagttag
gocatagttg
aactgaactyg
tttaaactta
cttgacagct
tggaaaagac
tgaagctgga
agttacatgc
aaaagaagta
agcaggtgga
cctcggogtg
tcecgotbteca
ccagccggtt
gtacctgaaqg
agtcgcatgc
gagggtggat
ggaaaatggy
goctctagetyg
taggtcgtag

goaggttetyg
ctcttogttt
ctttgtctca
atgattggag
gattggttaa
ctaaaaatag
gotttagtoto
actactaatc
gaatgttgat
gttggccecat
tactagtaat
agggctacag
aaatgatagc
gtatgccocag
tattgtaggg
tatctgctca
cttgtaagaa

gagagagaga
cgggtgaacy
tgcgttgtcg
gagagagggy
[ R e
gocgacacgtc
tcagccaaaa
aagagtogat
agggagttaa
aagacttaaa
caatactact
caaaaatata
aaatcgoctg
adaaagagaqg
gggtgcagtyg
dadaajaaaa
ccogegtgto
gaggagagtg
cagctctact
catgoctteat
cgaggcaaat
atgttcctte
gctacggtet
gggagcagaa
ttacggogtt
cgttagatgyg

tcttetecagt
atcaagagag
gaatgtaagt
gagagttgtg
gaggacagag
ctacattttyg
tgctacctco
tagataggca
atattttagg
catttctgaa
tttaggtgag
gobactatbyg
catatgccca
ttgttgggtg
caatatgttt
aaatctcagg
agtaaagecc
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gagaaggatg
gocgacaagqo
cocgccgocce
agaggggtga
aatgacatgt
gacgacacgt
ccaattccaa
atatcoggtt
agtatatttt
aaggttgaat
tatcttotte
aaggattige
gogcatgagg
acattataat
ghtgcgtgtga
Jaaaagggga
atccccacte
ajgacggoco
ccatctctct
tetcteggtyg
tLtaattgoco
gttgaatttt
catcttotot
gaatatecat
cgtcaggatyg
attacttgat

ccgtgtgagt
tagggtgaga
atttttgagt
attgatgggg
taggtgaata
agacggagat
gtcctaaaat
gcatgtctaa
atggaagaaa
atagatgatt
agctagtact
attatcacat
acgtgctget
gtcrtattatt
tccattattt
ctactttctt

aggaagaaga
tocctococoog
gcgctctagt
gaatgatacg
tggtocctaca
ggaacgaada
aaccacctag
ttgtggttgg
ttccaaggaa
gqgcagtttga
coctoctogagy
agtaccatcc
cgcttacgtg
ttgccgttgo
gtitgtgactc
Jtocggagaga
tacaaagogc
acgcggagca
cagbgtocggg
cgtgatttet
cotbttegat
gcaaagttag
cttttococoo
gttaggttcg
gcectaatocogt
ggttgatgcg

gtttcatcat
tctcaatocog
tagacacaga
aagagaaagt
aatagcttca
agtagtatac
atagcaacct
attcatagta
tatataaata
gatgccatga
gatgcgtcag
taaaactctg
tgtctaaact
atttataaat
tocattaaaa
tocctoctbtoct

&0
120
180
240
300
360
4z0
480
540
e00
&6l
720
780
840
900
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
21a0
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2559
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ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cacaatggct gctcccage 49
<210> 59

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: prm001647

<400> 59

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggta attcagtcgc ggtacg 46
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REIVINDICACIONES

1. Un método para incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas bajo condiciones de
cultivo normales, condiciones de cultivo reducidas en nitrégeno y/o condiciones de cultivo con disponibilidad
reducida de nutrientes en plantas de arroz con relacion a las plantas que sirven como control,

que comprende incrementar la expresién en una planta de arroz de una secuencia de acido nucleico que codifica el
polipéptido que incrementa el rendimiento 19/20 localizado en el nucleo con el motivo AT-hook (AHL 19/20),

en donde se logra el incremento de la expresion por medio de la introduccién y expresion en una planta de un acido
nucleico que codifica un polipéptido AHL 19/20, y

en donde dicho polipéptido AHL 19/20 comprende un dominio que tiene al menos 80% o mas identidad de secuencia
de aminoacidos con un Dominio Conservado (DC) como el representado por la SEQ IS NO: 36,

y opcionalmente seleccionar plantas de arroz que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de
semillas,

dicha caracteristica relacionada con el rendimiento de semillas es una o mas de: (i) aumento del nimero de flores
por panicula; (ii) aumento del peso total de las semillas por planta; (iii) aumento del numero de semillas llenas; o (iv)
aumento de indice de cosecha.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho polipéptido que incrementa el rendimiento tiene al
menos 50% o mas identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido AHL 19/20 como el representado por la
SEQ ID NO: 2 o con cualquiera de las secuencias polipeptidicas suministradas en la Tabla A aqui.

3. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde dicha mayor expresion se logra por una
cualquiera o mas de: marcacion de la activacion de ADN-T, TILLING, o recombinacién homdloga.

4. Construccion que comprende:

(a) Una secuencia de acido nucleico que codifica una polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del
grupo que consiste de: un 19/20 localizado en el nucleo (AHL 19/20) con un motivo AT-hook como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2;

(b) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a); en
donde dicha secuencia de control es un promotor GOS2 de arroz; y opcionalmente;

(c) una secuencia de terminacioén de la transcripcion.

5. Una construccion de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la secuencia de acido nucleico esta
operativamente enlazada a un promotor GOS2 de arroz como el representado por la SEQ ID NO: 35..

6. El uso de una construcciéon que comprende:

(a) Una secuencia de acido nucleico que codifica una polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del
grupo que consiste de: un 19/20 localizado en el nucleo (AHL 19/20) con un motivo AT-hook como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2;

(b) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a); y
opcionalmente;

(c) una secuencia de terminacién de la transcripcion

en un método para elaborar plantas de arroz que tienen mas caracteristicas relacionadas con el rendimiento de
semillas con relacion a plantas que sirven de control bajo condiciones de cultivo normales, condiciones de cultivo
reducidas en nitrégeno y/o condiciones de cultivo con disponibilidad reducida de nutrientes, cuyas caracteristicas
relacionada con el rendimiento de semillas son una o mas de: (i) aumento del nimero de flores por panicula; (ii)
aumento del peso total de las semillas por planta; (ii) aumento del niumero de semillas llenas; o (iv) aumento de
indice de cosecha.

7. Planta de arroz, parte de la planta o célula de la planta de arroz, por lo cual la planta de arroz, parte de la planta o
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célula de la planta de arroz es
(i) transformada con una construccion que comprende:

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del
grupo que consiste de: un 19/20 localizado en el nucleo (AHL 19/20) con un motivo AT-hook como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 en done la secuencia de acido nucleico esta

(aa) operativamente enlazada con un promotor constitutivo; o

(bb) operativamente enlazada con un promotor constitutivo de la planta; o

(cc) operativamente enlazada con un promotor GOS2; o

(dd) operativamente enlazada con un promotor GOS2 de arroz como el representado por la SEQ ID NO: 35;

(b) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a); y
opcionalmente;

(c) una secuencia de terminacién de la transcripcion

o}

(i) se obtiene por medio de un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 2;

por lo cual las partes de la planta o las células de la planta comprenden la construccién de acuerdo con el item (i).

8. Un método para la produccion de plantas de arroz transgénico que tienen mas caracteristicas relacionadas con el
rendimiento de semillas con relaciéon a plantas que sirven de control bajo condiciones de cultivo normales,
condiciones de cultivo reducidas en nitrégeno y/o condiciones de cultivo con disponibilidad reducida de nutrientes,
que comprende:

(i) la introduccion y expresion en una planta de arroz, parte de una planta de arroz, o una célula de una planta de
arroz, de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido para incrementar el rendimiento seleccionado
del grupo que consiste de: uno 19/20 localizado en el nucleo con un motivo AT-hook (AHL 19/20) como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, bajo el control de un promotor constitutivo de una planta; y

(i) el cultivo de la célula de la planta, parte de la planta de arroz, o la planta de arroz bajo condiciones que
promuevan el crecimiento y desarrollo de la planta.

9. Partes cosechables de arroz que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido que
incrementa el rendimiento 19/20 localizado en el ndcleo con un motivo AT-hook (AHL 19/20) como se define en las
reivindicaciones 1 o 2 de una planta de arroz de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dichas partes
cosechables son semillas y en donde dichas partes cosechables contienen una construccién que comprende:

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que incrementa el rendimiento seleccionado del
grupo que consiste de: un 19/20 localizado en el nucleo (AHL 19/20) con un motivo AT-hook como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 en done la secuencia de acido nucleico esta

(aa) operativamente enlazada con un promotor constitutivo; o

(bb) operativamente enlazada con un promotor constitutivo de la planta; o

(cc) operativamente enlazada con un promotor GOS2; o

(dd) operativamente enlazada con un promotor GOS2 de arroz como el representado por la SEQ ID NO: 35;

(b) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a); y
opcionalmente;

(c) una secuencia de terminacién de la transcripcion
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10. El uso de una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido que incrementa el rendimiento 19/20
localizado en el nucleo con un motivo AT-hook (AHL 19/20) como se define en las reivindicaciones 1 o0 2, en
incrementar las caracteristicas relacionadas con el rendimiento de semillas bajo condiciones de cultivo normales,
condiciones de cultivo reducidas en nitrégeno y/o condiciones de cultivo con disponibilidad reducida de nutrientes en
plantas de arroz, que comprende una o mas de: (i) aumento del nimero de flores por panicula; (i) aumento del peso
total de las semillas por planta; (iii) aumento del nimero de semillas llenas; o (iv) aumento de indice de cosecha.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la secuencia de acido nucleico esta
(a) operativamente enlazada con un promotor constitutivo; o

(b) operativamente enlazada con un promotor constitutivo de la planta; o

(c) operativamente enlazada con un promotor GOS2; o

(d) operativamente enlazada con un promotor GOS2 de arroz como el representado por la SEQ ID NO: 35.
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{AHL 1_gi 223284878 _NP_1852945 2
AHL2 _gi_119657348_FAA00273.1
— AHL7 _gi_ 119657358 _FAA00278.1

[AHLS__{;T;_ 119657350_FAAOQO274.1

AHL4 _gi_119657352_FAADOZ275.1
AHLE _gi_ 1153657356 _FAAQ00277.1

— ———— AHL10_gi_1719657364 FAAO0Z81.1

AHL11 _gi_118657366_FAAO0282.1
AHLS _gi_119657362_FAAO0280.1
AHL12 _gi_ 1719657368 _FAAO0Z283.1
AHLS _gi_ 119657354 _FAA0C276.1
AHL13 _gi_1139657370_FAAO0Z284.1
AHLE _gi_1189657360_FAA00279.1

L

AHLT4 _gi 113657372 _FAAOOZ285.1
I—AHL 17 _gi_ 113657378 _FAAOOQZ288.1

L 4HL28_gi_119657400_FAA00299.1
AHL15_gi_119657374_FAA00286.1

AHL18_gi_119657380_FAA00289.1
_EAHLEE_gi_ 119657388 _FAA00293.1
— AHL24_gi_119657392_FAA00295.1
L AHL26 _gi_119657396 _FAA00297.1
— AHLZ1 _gi_119657386 _FAA00292.1

— AHLZ3 _gi_119657350_FAA00294.1
@AHL 19 _gi_119657382_FAA00290.1
AHLZ0 _gi_ 17196857384 _FA400297.1

AHLEZZ7gi 1718657388 _FAAOOD298.1
AHLZ29 _gi_ 119657402 _FAA00300.1

AHLZ25 _gi_17196573594_FAACO0296.1
AHL16 _gi_119657376_FAAOO287.1

FIGURA 1
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FIGURA 3
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