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DESCRIPCION
Plantas que tienen caracteristicas mejoradas y un procedimiento de fabricacion de las mismas

La presente invencion se refiere, en general, al campo de la biologia molecular y se refiere a un procedimiento para
mejorar diversas caracteristicas de las plantas modulando en una planta la expresién de un acido nucleico que
codifica una PRC (Proteina Relacionada con el Crecimiento). La presente invencion también se refiere a plantas que
tienen expresion modulada de un acido nucleico que codifica un polipéptido de PRC cuyas plantas tienen
caracteristicas mejoradas con respecto a las plantas de tipo silvestre correspondientes u otras plantas de control. La
invenciéon también proporciona construcciones utiles en los procedimientos de la invencion.

La constante cada vez mayor poblacion mundial y la disminucién de suministro de tierra cultivable disponible para la
agricultura incentivan la investigacion hacia el aumento de la eficiencia de la agricultura. Los medios convencionales
para mejoras de cultivo y horticolas utilizan técnicas de siembra selectivas para identificar plantas que tienen
caracteristicas deseables. Sin embargo, dichas técnicas de siembra selectivas tienen diversos inconvenientes,
concretamente que estas técnicas son tipicamente laboriosas y producen plantas que a menudo contienen
componentes genéticos heterogéneos que no siempre pueden producir el rasgo deseable que se transmite desde la
planta progenitora. Los avances en biologia molecular han permitido a la humanidad modificar el plasma germinal de
animales y plantas. La ingenieria genética de las plantas implica el aislamiento y manipulacién del material genético
(tipicamente en forma de ADN o ARN) y la introduccién posterior de ese material genético en una planta. Dicha
tecnologia tiene la capacidad de producir cultivos o plantas que tienen diversos rasgos econémicos, agronémicos u
horticolas mejorados.

Un rasgo de interés econémico particular es el aumento del rendimiento. El rendimiento se define normalmente
como el producto medible de valor econémico de un cultivo. Esto puede definirse en términos de cantidad y/o
calidad. El rendimiento depende directamente de diversos factores, por ejemplo, numero y tamafio de los 6rganos,
arquitectura de la planta (por ejemplo, del nimero de ramas), rendimiento de semillas, senescencia de las hojas y
mas factores. El desarrollo de raices, la absorcion de nutrientes, la tolerancia al estrés, y el vigor temprano también
pueden ser factores importantes en la determinacion del rendimiento. Por lo tanto, optimizar los factores
mencionados anteriormente puede contribuir a aumentar el rendimiento del cultivo.

El rendimiento de las semillas es un rasgo 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 representan mas
de la mitad de la ingesta caldrica humana total, bien a través del consumo directo de las propias semillas o a través
del consumo de productos carnicos generados sobre semillas procesadas. También son una fuente de azicares,
aceites y muchos tipos de metabolitos utilizados en los procesos industriales. Las semillas contienen un embrion (la
fuente de nuevos brotes y raices) y un endospermo (la fuente de nutrientes para el crecimiento del embrion durante
la germinacion y durante el crecimiento temprano de las plantulas). El desarrollo de una semilla implica muchos
genes y requiere la transferencia de los metabolitos desde las raices, hojas y tallos al interior de la semilla en
crecimiento. El endospermo, en particular, asimila los precursores metabodlicos de los carbohidratos, aceites y
proteinas y los sintetiza en macromoléculas de almacenamiento para llenar el grano.

Otro rasgo importante para muchos cultivos es el vigor temprano. Mejorar el vigor temprano es un objetivo
importante de programas de siembra de arroz modernos en variedades de cultivo de arroz tanto de clima templado
como tropical. Las raices largas son importantes para el anclaje adecuado al suelo en arroz sembrado en agua.
Cuando el arroz se siembra directamente en campos inundados, y cuando las plantas deben emerger rapidamente a
través del agua, se asocian brotes con mayor vigor. Cuando se practica siembra con perforacion, para la buena
emergencia de las plantulas, son importantes mesocotilos y coledptilos mas grandes. La capacidad de modificar
genéticamente el vigor temprano en plantas seria de gran importancia en la agricultura. Por ejemplo, el pobre vigor
temprano ha sido una limitacion para la introduccion de hibridos de maiz (Zea mays L.) basados en plasma germinal
del Cinturén de Maiz en el Atlantico Europeo.

Un rasgo importante adicional es el de tolerancia mejorada al estrés abidtico. El estrés abiotico es la causa principal
de pérdidas de cultivo en todo el mundo, reduciendo las producciones promedio para la mayoria de las plantas de
cultivo principales en mas de un 50 % (Wang y col., Planta (2003) 218: 1-14). El estrés abidtico puede producirse por
sequia, salinidad, temperaturas extremas, toxicidad quimica y estrés oxidativo. La capacidad de mejorar la tolerancia
de la planta al estrés abidtico seria de gran ventaja econémica para los granjeros de todo el mundo y permitiria la
cosecha de cultivos durante condiciones adversas y en territorios cuando la cosecha de cultivos no pueda ser
posible de otra forma.

Por lo tanto el rendimiento del cultivo puede aumentarse al optimizar uno de los factores mencionados
anteriormente.

Dependiendo del uso final, la modificacion de determinados rasgos de rendimiento puede estar favorecida sobre
otros. Por ejemplo, para aplicaciones tales como forraje o producciéon de madera, o fuente de biocombustible, puede
ser deseable un aumento en las partes vegetativas de una planta, y para aplicaciones tales como produccion de
harina, almidén o aceite, el aumento en los parametros de semilla puede ser particularmente deseable. Incluso entre
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los parametros de semilla, algunos pueden estar favorecidos sobre otros, dependiendo de la aplicacion. Diversos
mecanismos pueden contribuir a aumentar el rendimiento de semillas, ya sea que esté en la forma de tamafo de
semilla aumentado o nimero de semilla aumentado.

Una estrategia para aumentar el rendimiento (rendimiento de semillas y/o biomasa) en plantas puede ser a través de
la modificacion de los mecanismos de crecimiento intrinsecos de una planta, tal como el ciclo celular o diversas rutas
de sefalizacion implicados en el crecimiento de la planta o en los mecanismos de defensa.

Ahora se ha descubierto que en las plantas pueden mejorarse diversas caracteristicas modulando, en una planta, la
expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido PRC (Proteina Relacionada con el Crecimiento) en una
planta. El polipéptido PRC, como se describe en el presente documento, es un polipéptido de Anquirina con dedo de
Cinc (AZ). Las caracteristicas mejoradas comprenden rasgos relacionados con el rendimiento, tales como
rendimiento aumentado y/o crecimiento aumentado, o contenido de compuestos de almacenamiento modificados.

Antecedentes

Polipéptido de Anquirina con dedo de Cinc

La biomasa vegetal se produce para cultivos de forraje como alfalfa, ensilaje de maiz y heno. En los cultivos de
grano se han utilizado muchos indicadores para el rendimiento. El principal entre ellos son las estimaciones del
tamafio de la planta. El tamafo de la planta puede medirse de diversas maneras dependiendo de la especie y de la
fase de desarrollo, aunque incluye el peso seco total de la planta, el peso seco sobre la superficie, el peso fresco
sobre la superficie, el area foliar, el volumen del tallo, la altura de la planta, el diametro de roseta, la longitud foliar, la
longitud radicular, la masa radicular, el nimero de retofios y numero de hojas. Muchas especies mantienen una
proporcién conservativa entre el tamafio de las diferentes partes de la planta en una fase de desarrollo determinada.
Estas relaciones alométricas se usan para extrapolar desde una de estas medidas de tamafio a otras (por ejemplo,
Tittonell y col. 2005 Agric Ecosys & Environ 105: 213). El tamafio de la planta en una fase de desarrollo temprana se
correlacionara tipicamente con el tamafio de la planta mas tarde en el desarrollo. Una planta mas grande con mayor
area foliar tipicamente puede absorber mas luz y diéxido de carbono que una planta mas pequefia y por tanto
probablemente obtendra mayor peso durante el mismo periodo (Fasoula & Tollenaar 2005 Maydica 50: 39). Esto es
por lo que, ademas de la posible continuacion de la ventaja microambiental o genética, la planta ha de alcanzar
inicialmente el tamafio mas grande. Existe un fuerte componente genético con respecto al tamafio de la planta y la
tasa de crecimiento (por ejemplo, ter Steege et al 2005 Plant Physiology 139: 1078) y por eso para un intervalo de
tamafio de planta de genotipos diversos en una condicién ambiental se correlaciona posiblemente con el tamafio en
otra (Hittalmani y col. 2003 Theoretical Applied Genetics 107: 679). De este modo se usa un entorno estandar como
un indicador para los entornos diversos y dinamicos encontrados en diferentes localizaciones y tiempos por los
cultivos en el campo.

El indice de cosecha, la proporcién de rendimiento de semilla con respecto al peso seco sobre la superficie, es
relativamente estable en muchas condiciones ambientales y por tanto a menudo puede obtenerse una fuerte
correlacion entre el tamario de la planta y el rendimiento de grano (por ejemplo Rebetzke y col. 2002 Crop Science
42: 739). Estos procesos estan intrinsecamente relacionados porque la mayoria de la biomasa en grano es
dependiente de la productividad fotosintética normal o almacenada por las hojas y los tallos de la planta (Gardener y
col. 1985 Physiology of Crop Plants. lowa State University Press, pags. 68-73) Por lo tanto, la seleccion del tamafio
de la planta, incluso en fases tempranas del desarrollo, se ha usado como un indicador para futuras posibles
producciones (por ejemplo Tittonell y col. 2005 Agric Ecosys & Environ 105: 213). Cuando se analiza el impacto de
las diferencias genéticas sobre la tolerancia al estrés, la capacidad de normalizar las propiedades del suelo,
temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes e intensidad de luz es una ventaja intrinseca de los entornos de
invernaderos o camaras de cultivo de plantas en comparacion con el campo. Sin embargo, limitaciones artificiales
sobre producciones debidas a una mala polinizacién por ausencia de viento o de insectos, o espacio insuficiente
para la maduraciéon de las raices o crecimiento del dosel arbdéreo, pueden restringir el uso de estos entornos
controlados para analizar diferencias de rendimiento. Por lo tanto, las mediciones del tamafio de las plantas en el
desarrollo temprano, en condiciones normalizadas en una camara de cultivo o en un invernadero, son practicas
convencionales para proporcionar indicaciones de las posibles ventajas de rendimiento genético.

La transcripcion se realiza mediante ARN polimerasas. Estas polimerasas estan normalmente asociadas con otras
proteinas (factores de transcripcion) que determinan la especificidad de los procesos de transcripcion. Los factores
de transcripcion se unen a elementos reguladores en cis del gen y también pueden mediar en la unién de otras
proteinas reguladoras. Stegmaier y col. propusieron una clasificacion de factores de transcripcion basandose en sus
dominios de uniéon a ADN. Se diferenciaron 5 superclases, basandose en la presencia de: 1) dominios basicos, 2)
dominios de coordinacion de cinc, 3) dominios hélice-giro-hélice, 4) dominios con estructura beta con contactos en
surco menor y 0) otros dominios (Stegmaier y col., Genome informatics 15, 276-286, 2004). El grupo de factores de
transcripcion que comprenden dominios de coordinacion de cinc es muy diverso y adicionalmente puede clasificarse
de acuerdo con sus restos de cisteina e histidina conservados, incluyendo los dominios WRKY, grupos de cinc C6,
dominios DM y GCM.

Ademas de motivos de unidon a ADN, los factores de transcripciéon también pueden comprender motivos de
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interaccion proteina-proteina. Un motivo de este tipo es el motivo de anquirina. Este esta presente en muchas
familias de proteinas diversas, normalmente como una repeticién de 2 a mas de 20 unidades. Cada unidad contiene
dos hélices antiparalelas y una horquilla beta.

Aunque muchas proteinas vegetales con dominios de dedo de cinc estan bien caracterizadas, se sabe poco sobre
proteinas vegetales que comprendan el motivo de dedo de cinc C3H1. PEI1, un factor de transcripcién que segun se
informa desempefia una funcién en el desarrollo embrionario, tiene un motivo de dedo de cinc que se asemeja al
motivo C3H1 pero carece de un motivo de anquirina (Li y Thomas, Plant Cell 10, 383-398, 1998). El documento WO
02/44389 describe AtSIZ, un factor de transcripcion aislado de Arabidopsis. Se descubrié que la expresion de AtSIZ
bajo el control del promotor CaMV35S promovia la transcripcion de genes inducidos por estrés y, seguin se informa,
plantas con expresion de AtSIZ aumentada tenian una tasa de supervivencia mas alta bajo estrés salino en
comparacion con las plantas de control, pero no se proporcioné ningin analisis con respecto al rendimiento de
semillas. Se postulé que AtSIZ podia usarse en plantas para aumentar la resistencia al estrés osmético.

Sumario

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que la modulaciéon de la expresion de un acido nucleico que codifica
un polipéptido PRC proporciona plantas que tienen caracteristicas mejoradas con respecto a plantas de control.

La presente memoria descriptiva describe que la modulacién de la expresion en una planta de un acido nucleico que
codifica el polipéptido AZ de Arabidopsis (AtAZ) o un homodlogo del mismo proporciona plantas que tienen
rendimiento aumentado con respecto a plantas de control.

La memoria descriptiva describe un procedimiento para aumentar el rendimiento de las plantas, que comprende
modular en una planta la expresion de un acido nucleico que codifica el polipéptido AZ o un homdlogo del mismo.
Ventajosamente, la realizacion de los procedimientos de acuerdo con la presente invencion produce plantas con
rendimiento aumentado, particularmente rendimiento de semillas, con respecto a plantas de tipo silvestre
correspondientes. La presente memoria descriptiva también describe secuencias de acido nucleico y construcciones
utiles en la realizacién de dichos procedimientos.

La presente invencion proporciona la materia objeto como se expone en uno cualquiera y en todos los puntos (1)
(22) indicados a continuacion:

1. Un procedimiento para aumentar el rendimiento de semillas de plantas con respecto a plantas de tipo silvestre
correspondientes, que comprende introducir y expresar en una planta un acido nucleico AZ o una variante del
mismo, en el que dicho acido nucleico AZ codifica un polipéptido AZ o un homaélogo del mismo, en el que el
homologo proporciona plantas que tienen rendimiento aumentado, y en el que dicho polipéptido AZ o el
homadlogo del mismo comprende dos repeticiones de anquirina y dos dominios C3H1 de dedo de cinc, y en el
que dichas repeticiones de anquirina se localizan aguas arriba de los dominios C3H1 de dedo de cinc.

2. Un procedimiento de acuerdo con el punto 1, en el que polipéptido AZ comprende al menos uno de los
siguientes motivos:

(P/A)CSRAY(S/T)HDWTEC (motivo 1, SEC ID N°: 3)
HPGENARRRDPR (motivo 2, SEC ID N°: 4)
HG(V/I)FE(C/S)WLHP(A/S)QY(R/K)TRLCK (motivo 3, SEC ID N°: 5)
CFFAH (motivo 4, SEC ID N°: 6).

3. El procedimiento de acuerdo con el punto 1 o 2, en el dicho acido nucleico AZ codifica un polipéptido AZ de
SEC ID N°: 2: 0 un homologo del mismo.

4. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que dicha variante es una parte de
un acido nucleico AZ o una secuencia capaz de hibridarse con un acido nucleico AZ, cuya parte o secuencia de
hibridacién codifica un polipéptido AZ que comprende dos repeticiones de anquirina y dos dominios de dedo de
cinc C3H1, y en el que dichas repeticiones de anquirina se localizan aguas arriba de los dominios de dedo de
cinc C3H1.

5. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo se sobreexpresa en una planta.

6. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo es de origen vegetal, preferentemente de una planta dicotiledonea, mas preferentemente de
la familia Brassicaceae, mas preferentemente el acido nucleico es de Arabidopsis thaliana.

7. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo esta unido operativamente a un promotor especifico de semilla.

8. El procedimiento de acuerdo con el punto 7, en el que dicho promotor especifico de semilla es un promotor
WSI18.

9. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que dicha rendimiento de semilla
aumentada comprende peso de mil granos aumentado.

10. Una construccién que comprende:

(i) un acido nucleico AZ o una variante del mismo como se define en cualquiera de los puntos 1 a4y 6;
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(ii) un promotor WSI18 especifico de semilla o un promotor GOS2 constitutivo unido operativamente a la
secuencia de acido nucleico de (i).

11. Una construcciéon de acuerdo con el punto 10, en el que dicho promotor WSI18 es como se representa en la
SEC ID N°55 0 SEC ID N° 9.

12. Una construccién de acuerdo con el punto 10, en el que dicho promotor GOS2 es como se representa en la
SEC ID N° 56 o SEC ID N° 54.

13. Una planta transformada con una construccién de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 10 a 12.

14. Un procedimiento para la produccion de una planta transgénica que tiene rendimiento de semilla aumentado
en comparacion con plantas de tipo silvestre correspondientes, cuyo procedimiento comprende:

(i) introducir y expresar en una planta o en una célula de planta un acido nucleico AZ o variante del mismo
como se define en cualquiera de los puntos 1a 4y 6;y
(ii) cultivar la célula de planta en condiciones que promuevan el crecimiento y desarrollo de la planta,

15. Una planta transgénica de acuerdo con el punto 13, en la que dicha planta es una planta monocotiledénea tal
como cafia de azucar o en la que la planta es un cereal, tal como arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, avena
0 sorgo.

16. Partes cosechables de una planta de acuerdo uno cualquiera de los puntos 13 o 15, en las que dichas partes
cosechables comprenden una construccion de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 10 a 12.

17. Partes cosechables de una planta de acuerdo con el punto 16 en las que dichas partes cosechables son
semillas.

18. Productos directamente derivados de una planta de acuerdo con el punto 13 o 15 y/o de partes cosechables
de una planta de acuerdo con los puntos 16 0 17, en los que dichos productos comprenden una construccién de
acuerdo con uno cualquiera de los puntos 10 a 12.

19. El uso de un acido nucleico AZ o variante del mismo como se define en cualquiera de los puntos 1 a4y 6, o
el uso de un polipéptido AZ o un homadlogo del mismo, en el rendimiento de semillas aumentado, con respecto a
plantas de tipo silvestre correspondientes.

20. El uso de acuerdo con el punto 19, en el que dicha rendimiento de semillas aumentada comprende el peso
de mil granos aumentado.

21. El uso de un acido nucleico AZ o variante del mismo como se define en cualquiera de los puntos 1a4y 6, 0
el uso de un polipéptido AZ o un homologo del mismo, como un marcador molecular.

22. El uso de una construcciéon de acuerdo con cualquiera de los puntos 10 a 12 en un procedimiento para
fabricar plantas que tengan rendimiento de semillas aumentado con respecto a plantas de control.

Definiciones

Polipéptido(s)/Proteina(s)

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a
aminoacidos en una forma polimérica de cualquier longitud, unidos entre si por enlaces peptidicos.

Polinucledtido(s)/Acido(s) nucleico(s)/Secuencia(s) de acidos nucleicos/Secuencia(s) de nucledtidos

Los términos “polinucledtido (polinucledtidos)”, “secuencia (secuencias) de acidos nucleicos”, “secuencia
(secuencias) de nucleodtidos”, “acido (acidos) nucleico (nucleicos)” y “molécula de acido nucleico” se usan
indistintamente en el presente documento y se refieren a nucledtidos, ya sean ribonucleétidos o
desoxirribonucledtidos o una combinacién de ambos, en una forma no ramificada polimérica de cualquier longitud.

Planta (plantas) de control

La eleccion de plantas de control adecuadas es una parte rutinaria de un montaje experimental y puede incluir
plantas de tipo silvestre correspondientes o plantas correspondientes sin el gen de interés. La planta de control es
tipicamente de la misma especie de planta o incluso de la misma variedad que la planta que se va a evaluar. La
planta de control también puede ser un nulicigoto de la planta que se va a evaluar. Los nulizigotos son individuos
que perdieron el transgén por segregacion. Una “planta de control” como se usa en el presente documento no solo
se refiere a plantas completas, sino también a partes de planta, que incluye semillas y partes de semilla.

Homodlogo/ (homdlogos)

Los “homdlogos” de una proteina incluyen péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen
sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos con relacion a la proteina no modificada en cuestion y que
tienen actividad bioldgica y funcional similar como la proteina no modificada de la cual derivan.

Una delecién se refiere a la eliminacion de uno o mas aminoacidos de una proteina.

Una insercién se refiere a uno o mas restos de aminoacido que se introducen en un sitio predeterminado en una
proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones de N y/o C terminal asi como inserciones intra-secuencia de
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un solo aminoacido o multiples aminoacidos. De manera general, las inserciones dentro de la secuencia de
aminoacidos seran mas pequefas que las fusiones de N o C terminal, del orden de aproximadamente 1 a 10 restos.
Ejemplos de las proteinas de fusién de N o C terminal o péptidos incluyen el dominio de unién o dominio de
activacion de un activador transcripcional como se utiliza en el sistema de doble hibrido de levadura, proteinas de
cubierta de fago, etiqueta de (histidina)- 6, etiqueta de glutation S-transferasa, proteina A, proteina de union a
maltosa, dihidrofolato reductasa, epitope Tage100, epitope c-myc, epitope FLAG®, lacZ, CMP (péptido de unién a
calmodulina), epitope HA, epitope de proteina C y epitope VSV.

Una sustitucion se refiere a un reemplazo de aminoacidos de la proteina con otros aminoacidos que tienen
propiedades similares (tales como hidrofobicidad similar, hidrofilicidad, antigenicidad, propensiéon para formar o
romper estructuras a-helicoidales o estructura B-laminares). Las sustituciones de aminoacido son tipicamente de
restos Unicos, pero pueden agruparse dependiendo de las limitaciones funcionales puestas al polipéptido; las
inserciones seran normalmente del orden de aproximadamente 1 a 10 restos de aminoacido. Las sustituciones de
aminoacido son preferentemente sustituciones de aminoacido conservativas. En la técnica se conocen bien las
tablas de sustitucion conservativas (véase, por ejemplo, Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman y Company (Eds)
y Tabla 1 mas adelante).

Tabla 1: Ejemplos de sustituciones de aminoacido conservativas

Resto | Sustituciones conservativas | Restos | Sustituciones conservativas
Ala Ser Leu lle; Val

Arg Lys Lys Arg; GIn

Asn GlIn; His Met Leu; lle

Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr
GIn 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, deleciones y/o inserciones de aminoacido pueden realizarse facilmente utilizando técnicas
sintéticas de péptidos bien conocidas en la técnica, tal como sintesis peptidica de fase sdlida y similares, o por
manipulacién de ADN recombinante. Se conocen bien en la técnica los procedimientos para la manipulaciéon de
secuencias de ADN para producir variantes de sustitucion, insercion o delecion de una proteina. Por ejemplo,
técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en ADN son bien conocidas por aquellos
expertos en la técnica e incluyen mutagénesis M13, mutagénesis in vifro T7-Gen (USB, Cleveland, OH),
mutagénesis dirigida a sitio QuickChange (Stratagene, San Diego, CA), mutagénesis dirigida a sitio mediada por
PCR u otros protocolos de mutagénesis dirigida a sitio.

Derivados

Los “derivados” incluyen péptidos, oligopéptidos, polipéptidos que pueden, en comparaciéon con la secuencia de
aminoacidos de forma natural de la proteina, tal como la proteina de interés, comprender sustituciones de
aminoacidos con restos de aminoacido de origen no natural o adiciones de restos de aminoacido de origen no
natural. Los “derivados” de una proteina también incluyen péptidos, oligopéptidos, polipéptidos que comprenden
restos de aminoacido modificados de origen natural (glucosilado, acilado, prenilado, fosforilado, miristoilado,
sulfatado, etc.) o modificados no origen no natural en comparacion con la secuencia de aminoacidos de forma no
natural del polipéptido. Un derivado también puede comprender uno o mas sustituyentes o adiciones no aminoacido
en comparacion con la secuencia de aminoacidos de la que deriva, por ejemplo, una molécula indicadora u otro
ligando, unido covalente o no covalentemente a la secuencia de aminoacidos, tal como una molécula indicadora que
se une para facilitar su deteccion, y restos de aminoacido que no son de origen natural con respecto a la secuencia
de aminoacidos de una proteina de origen natural. Ademas, los “derivados” también incluyen fusiones de la forma de
origen natural de la proteina con péptidos etiquetadores tal como FLAG, HIS6 o tiorredoxina (para una revision de
péptidos etiquetadores, véase Terpe, Appl. Microbiol. Biotechnol. 60, 523-533, 2003).
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Ortdlogo(s)/Paralogo(s)

Los ortélogos y paralogos incluyen conceptos evolutivos utilizados para describir las relaciones antecesoras de los
genes. Los paralogos son genes dentro de la misma especie que se han originado a través de la duplicacion de un
gen antecesor; los ortélogos son genes de diferentes organismos que se han originado a través de especiacion y
también derivan de un gen antecesor comun.

Dominio

El término “dominio” se refiere a un conjunto de aminoacidos conservados en posiciones especificas a lo largo de un
alineamiento de secuencias de las proteinas evolutivamente relacionadas. Aunque los aminoacidos en otras
posiciones pueden variar entre los homologos, los aminoacidos que son altamente conservados en posiciones
especificas indican aminoacidos que son probablemente esenciales en la estructura, estabilidad o funcién de una
proteina. Identificado por su alto grado de conservacion en las secuencias alienadas de una familia de homdlogos de
proteina, éstas pueden utilizarse como identificadores para determinar si cualquier polipéptido en cuestion pertenece
a una familia polipeptidica previamente identificada.

Motivo/Secuencia consenso/Firma

La expresion “motivo” o “secuencia consenso” o “firma” se refiere a una region conservada corta en la secuencia de
las proteinas evolutivamente relacionadas. Los motivos son partes de dominios frecuentemente muy conservadas,
pero también pueden incluir solo parte del dominio, o se ubican fuera del dominio conservado (si todos los
aminoacidos del motivo caen fuera de un dominio definido).

Hibridacion

El término “hibridacion” como se define en el presente documento es un proceso en el que la secuencia de
nucledtidos complementaria sustancialmente homologa hibrida entre si. El proceso de hibridacién puede producirse
completamente en la solucion, es decir, ambos acidos nucleicos complementarios estan en la soluciéon. El proceso
de hibridacion también puede producirse con uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizado en una
matriz tal como perlas magnéticas, perlas de Sefarosa o cualquier otra resina. El proceso de hibridacion puede
producirse adicionalmente cuando uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizados en un soporte sélido,
tal como una membrana de nitrocelulosa o de nailon o se inmoviliza mediante, por ejemplo, fotolitografia a, por
ejemplo, un soporte vitreo siliceo (el ultimo conocido como matrices o micromatrices de acido nucleico o como
microplacas de acido nucleico). Con el fin de permitir que ocurra la hibridacion, las moléculas de acido nucleico de
manera general se desnaturalizan térmica o quimicamente para fundir una doble cadena en dos cadenas unicas y/o
para retirar horquillas u otras estructuras secundarias de acidos nucleicos de cadena sencilla.

El término “rigurosidad” se refiere a las condiciones bajo las cuales se produce la hibridacion. La rigurosidad de la
hibridacion esta influenciada por condiciones tales como temperatura, concentracion de sal, fuerza ionica y
composicion del tampoén de hibridacion. Generalmente se seleccionan condiciones de baja rigurosidad por ser
aproximadamente 30 °C menores que el punto de fusién térmico (Tn) para la secuencia especifica a una fuerza
idnica definida y pH. Las condiciones de rigurosidad media son cuando la temperatura es 20 °C por debajo de la Tr,
y las condiciones de rigurosidad alta son cuando la temperatura es 10 °C por debajo de la Tr. Las condiciones
hibridacién de rigurosidad alta se usan tipicamente para aislar las secuencias de hibridacién que tienen alta similitud
de secuencia con la secuencia de acido nucleico diana. Sin embargo, los acidos nucleicos pueden desviarse en
cuanto a la secuencia y aun codificar un polipéptido sustancialmente idéntico, debido a la degeneracion del codigo
genético. Por lo tanto, algunas veces pueden necesitarse condiciones de hibridacién de rigurosidad media para
identificar dichas moléculas de acidos nucleicos.

La Tm es la temperatura bajo fuerza idnica definida y pH, en la que el 50 % de la secuencia diana se hibrida con una
sonda perfectamente emparejada. La T, depende de las condiciones de soluciéon y de la composicion base y
longitud de la sonda. Por ejemplo, las secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas altas. El
indice maximo de hibridacién se obtiene de aproximadamente 16 °C hasta 32 °C por debajo de la Tr.. La presencia
de cationes monovalentes en la solucion de hibridacién reduce la repulsion electrostatica entre las dos cadenas de
acido nucleico que promueven por lo tanto la formacion 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 fusion de duplex ADN-ADN y ADN-ARN con 0,6 a 0,7 °C para cada porcentaje de formamida y la
adicion de formamida al 50 % permite que se realice la hibridacion de 30 a 45 °C, aunque se disminuira el indice de
hibridacion. Los emparejamientos erroneos de los pares de bases reducen el indice de hibridacion y la estabilidad
térmica de los duplex. En promedio y para sondas grandes, la Tm disminuye aproximadamente 1 °C por % de
emparejamiento erroneo de bases. La Tm 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):
Tm = 81,5°C + 16,6 x log1o [Na']® + 0,41 x % [G/C"] - 500 x [L°]" - 0,61 x % formamida
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2) Hibridos de ADN-ARN o ARN-ARN:
Tm = 79,8 °C + 18,5 (log1o [Na*]) + 0,58 x (% G/C®) — 11,8 (% G/C")? — 820/L°
3) Hibridos de oligo-ADN u oligo ARN?

Para <20 nucleoétidos: Trm = 2 (In)
Para 20-25 nucleodtidos: T = 22 + 1,46 (1)

o para otro catién monovalente, pero solo exacto en el intervalo 0,01-0,4 M.

® solo exacto para % GC en el intervalo de 30 % a 75 %.

° L = longitud de duplex en pares de bases.

4 oligo, oligonucledtido; I, = longitud eficaz del cebador = 2x (n® de G/C) + (n° de A/T).

La unién no especifica puede controlarse usando uno cualquiera de un numero de técnicas conocidas tal como, por
ejemplo, bloqueo de la membrana con soluciones que contienen la proteina, adiciones del ARN heter6logo, ADN y
SDS heterdlogo al tampon de hibridacion y tratamiento con Rnasa. Para sondas no homologas, puede realizarse
una serie de hibridaciones al variar uno de (i) disminuir progresivamente la temperatura de hibridacion (por ejemplo
de 68 ° C a 42 °C) o (ii) disminuir progresivamente la concentracion de formamida (por ejemplo de 50 % al 0 %). El
experto en la técnica es consciente de que durante la hibridacion pueden alterarse diversos parametros y que se
mantendran o cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Ademas de las condiciones de hibridacién, la especificidad de hibridacién también depende tipicamente de la
funcion de lavados post-hibridacion. Para retirar el fondo resultante de la hibridacion no especifica, las muestras se
lavan con soluciones salinas diluidas. Los factores criticos de dichos lavados incluyen la fuerza iénica y la
temperatura de la solucion de lavado final: la menor concentracion de sal y la mayor temperatura de lavado, la
mayor rigurosidad de lavado. Las condiciones de lavado se realizan tipicamente a o por debajo de la rigurosidad de
hibridacién. Una hibridacion positiva proporciona una sefial que es al menos dos veces la del fondo. Generalmente,
las condiciones de rigurosidad adecuadas para los ensayos de hibridacion de acido nucleico o los procedimientos de
deteccion de amplificacion de genes son como se establecieron anteriormente. También pueden seleccionarse
condiciones mas o menos rigurosas. El experto en la técnica es consciente de diversos parametros que pueden
alterarse durante el lavado y que mantendran o cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Por ejemplo, las condiciones de hibridacion de alta rigurosidad tipicas para hibridos de ADN mayores de 50
nucleotidos incluyen hibridacion a 65 ° C en 1x SSC o0 a 42 °C en 1x SSC y formamida al 50 %, seguido de lavado a
65 ° C en 0,3 x SSC. Ejemplos de condiciones de hibridacion de rigurosidad media para hibridos de ADN mayores
de 50 nucledtidos incluyen hibridacion a 50 °C en 4x SSC o a 40 °C en 6x SSC y formamida al 50 %, seguido de
lavado a 50 °C en 2x SSC. La longitud del hibrido es la longitud prevista para la hibridacion del acido nucleico.
Cuando los acidos nucleicos de la secuencia conocida se hibridan, la longitud del hibrido puede determinarse
alineando las secuencias e identificando las regiones conservadas descritas en el presente documento. 1xSSC es
NaCl 0,15M vy citrato sédico 15 mM; la solucién de hibridaciéon y las soluciones de lavado pueden incluir
adicionalmente reactivo de Denhard 5x, SDS 0,5-1,0 %, 100 pug/ml de ADN de espera de salmén fragmentado,
desnaturalizado, pirofosfato sédico al 0,5 %.

Con objeto de definir el nivel de rigurosidad, puede hacerse referencia a Sambrook y col. (2001) Molecular Cloning:
a laboratory manual, 3?2 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York o a Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989 y actualizaciones anuales).

Variante de corte y empalme

El término “variante de corte y empalme” como se usa en el presente documento incluye variantes de una secuencia
de acido nucleico en la que los intrones y/o exones seleccionados se han escindido, reemplazado, desplazado o
afadido, o en la que los intrones se han acortado o alargado. Dichas variantes seran unas en las que la actividad
biolégica de la proteina se conserva sustancialmente; esto puede conseguirse conservando selectivamente los
segmentos funcionales de la proteina. Dichas variantes de corte y empalme pueden encontrarse en la naturaleza o
pueden ser fabricadas por el hombre. Los procedimientos para predecir y aislar dichas variantes de corte y empalme
son bien conocidos en la técnica (véase por ejemplo, Foissac y Schiex (2005) BMC Bioinformatics 6: 25).

Variante alélica

Los alelos o variantes alélicas son formas alternativas de un gen determinado, localizado en la misma posicion
cromosomica. Las variantes alélicas incluyen Polimorfismos Mononucleotidicos (SNP), asi como Polimorfismos de
Insercion/Delecion pequefios (INDEL). El tamafio de INDEL es normalmente menor de 100 pb. Los SNP e INDEL
forman el grupo de variantes de secuencia mas grande en las cepas polimérficas de origen natural de la mayoria de
los organismos.
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Combinacién de genes/Evolucion dirigida

La combinacion de genes o evolucion dirigida consta de iteraciones de combinaciéon de ADN seguido de deteccion
y/o seleccion apropiada para generar variantes de acidos nucleicos o partes de las mismas que codifican proteinas
que tienen una actividad biologica modificada (Castle y col., (2004) Science 304(5674): 1151-4; Patentes de Estados
Unidos N° 5.811.238 y 6.395.547).

Elemento requlador/Secuencia de control/Promotor

Las expresiones “elemento regulador”, “secuencia de control” y “promotor” se utilizan todas indistintamente en el
presente documento y se toman en un contexto amplio para referirse a una secuencia de acidos nucleicos
reguladora capaz de efectuar la expresion de las secuencias a las que se unen. El término “promotor” tipicamente se
refiere a una secuencia de control de acidos nucleicos localizada en direccion 5’ del inicio transcripcional de un gen y
que esta implicado en el reconocimiento y unién de la ARN polimerasa y otras proteinas, dirigiendo de este modo la
transcripcion de un acido nucleico unido operativamente. Incluidas en los términos anteriormente mencionados se
encuentran las secuencias reguladoras transcripcionales derivadas de un gen genémico eucariota clasico (que
incluye la caja TATA que es necesaria para €l inicio de transcripcion adecuado, con o sin secuencia de caja CCAAT)
y elementos reguladores adicionales (es decir, secuencias activadoras en direccion 5, potenciadores y
silenciadores) que alteran la expresion génica en respuesta al desarrollo y/o estimulo externo, o en una forma
especifica de tejido. También se incluye dentro del término una secuencia reguladora transcripcional de un gen
procariota clasico, en cuyo caso puede incluir una secuencia de caja -35 y/o secuencias reguladoras
transcripcionales de caja -10. La expresion “elemento regulador” también incluye una molécula de fusion sintética o
un derivado que confiere, activa o potencia la expresion de una molécula de acido nucleico en una célula, tejido u
organo.

Un “promotor de planta” comprende elementos reguladores, que median la expresion de un segmento de secuencia
codificante en células de plantas. Por consiguiente, un promotor de planta no necesita ser de origen vegetal, pero
puede originarse a partir de virus o microorganismos, por ejemplo de virus que atacan a las células de planta. El
“promotor de planta” también puede originarse de una célula de planta, por ejemplo, de la planta que se transforma
con la secuencia de acidos nucleicos a expresar en el proceso de la invencion y que se describe en el presente
documento. Esto también se aplica a las otras sefiales reguladoras de “planta”, tales como terminadores de “planta”.
Los promotores en la direccién 5 de la secuencia de nucleétidos Utiles en los procedimientos de la presente
invencion pueden modificarse mediante una o mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de nucledtido sin
interferir con la funcionalidad o actividad de cualquiera de los promotores, la fase de lectura abierta (ORF, Open
Reading Frame) o la region reguladora e 3’ tal como terminadores u otras regiones reguladores 3’ que se ubican
lejos de la ORF. Ademas es posible que la actividad de los promotores aumente por modificacion de su secuencia o
que se reemplacen completamente por mas promotores activos, incluso promotores de organismos heterologos.
Para la expresion en plantas, la molécula de acido nucleico debe, como se ha descrito anteriormente, estar unida
operativamente a o comprender un promotor adecuado que exprese el gen de manera adecuada en tiempo y con el
patrén de expresion espacial requerido.

Para la identificacion de promotores funcionalmente equivalentes, la fuerza del promotor y/o el patron de expresion
de un promotor candidato pueden analizarse, por ejemplo, uniendo operativamente el promotor a un gen indicador y
evaluando el nivel de expresion y patron del gen indicador en diversos tejidos de la planta. Los genes indicadores
bien conocidos adecuados incluyen, por ejemplo, beta-glucuronidasa o beta-galactosidasa. La actividad del promotor
se evallia midiendo la actividad enzimatica de la beta-glucuronidasa o beta-galactosidasa. El patréon de expresion y/o
la fuerza del promotor pueden después compararse con aquel de un promotor de referencia (tal como el utilizado en
los procedimientos de la presente invencion). Como alternativa, la fuerza del promotor puede evaluarse
cuantificando los niveles de ARNm o comparando niveles de ARNm del acido nucleico utilizado en el procedimientos
de la presente invencion, con niveles de ARNm de genes constitutivos tal como ARNr 18S, utilizando los
procedimientos conocidos en la técnica, tal como transferencia de Northern con analisis densitométrico de
autorradiogramas, PCR cuantitativa en tiempo real o RT-PCR (Heid y col., 1996 Genome Methods 6: 986-994).
Generalmente por “promotor débil” se entiende un promotor que dirige la expresidon de una secuencia codificante a
un nivel bajo. Por “nivel bajo” se entiende niveles de aproximadamente 1/10.000 transcriptos a aproximadamente
1/100.000 transcriptos, a aproximadamente 1/500.000 transcriptos por célula. Por el contrario, un “promotor fuerte”
dirige la expresion de una secuencia codificante de alto nivel, o aproximadamente 1/10 transcriptos a
aproximadamente 1/100 transcriptos a aproximadamente 1/1000 transcriptos por célula.

Unido operativamente

La expresion “unido operativamente” como se usa en el presente documento se refiere a un enlace funcional entre la
secuencia promotora y el gen de interés, de tal manera que la secuencia promotora es capaz de iniciar la
transcripcion del gen de interés.
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Promotor constitutivo

Un “promotor constitutivo” se refiere a un promotor que es transcripcionalmente activo durante la mayor parte, pero
no necesariamente todas, las fases de crecimiento y desarrollo y en condiciones mas ambientales, en al menos una
célula, tejido u 6rgano. La siguiente Tabla 2a proporciona ejemplos de promotores constitutivos.

Tabla 2a: Ejemplos de promotores constitutivos

Fuente del gen

Referencia

Actina McElroy y col, Plant Cell, 2: 163-171, 1990

HMGP Documento WO 2004/070039

CAMYV 35S Odell y col, Nature, 313: 810-812, 1985

CaMV 19S Nilsson y col., Physiol. Plant. 100: 456-462, 1997

GOS2 de Pater y col, Plant J Nov; 2(6): 837-44, 1992, documento WO 2004/065596
Ubiquitina Christensen y col, Plant Mol. Biol. 18: 675-689, 1992

Ciclofilina de arroz

Buchholz y col, Plant Mol Biol. 25(5): 837-43, 1994

Histona H3 de maiz

Lepetit y col, Mol. Gen. Genet. 231:276-285, 1992

Histona H3 de alfalfa

Wu y col. Plant Mol. Biol. 11:641-649, 1988

Actina 2

Any col, Plant J. 10(1); 107-121, 1996

34S FMV

Sanger y col., Plant. Mol. Biol., 14, 1990: 433-443

Subunidad pequefia Rubisco

Documento US 4.962.028

oCs Leisner (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85(5): 2553
SAD1 Jain y col., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

SAD2 Jain y col., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

nos Shaw y col. (1984) Nucleic Acids Res. 12(20):7831-7846
V-ATPasa Documento WO 01/14572

Super promotor Documento WO 95/14098

Proteinas de caja G Documento WO 94/12015

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

Promotor regulado evolutivamente

Un promotor regulador evolutivamente es activo durante ciertas etapas de desarrollo o en partes de la planta que
experimentan cambios evolutivos.

Promotor inducible

Un promotor inducible ha inducido o aumentado el inicio de la transcripciéon 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 se expone a diversas condiciones de estrés, o
un “patogeno inducible”, es decir, activado cuando una planta esta expuesta a la exposicion de diversos patégenos.

Promotor especifico de érgano/Especifico de tejido

Un promotor especifico de érgano o especifico de tejido es uno que puede iniciar preferentemente la transcripcion
en determinados 6rganos o tejidos, tales como hojas, raices, tejido de semilla, etc. Por ejemplo, un “promotor
especifico de raiz” es un promotor que es transcripcionalmente activo predominantemente en las raices de las
plantas, sustancialmente con la exclusion de cualesquiera otras partes de una planta, mientras que aun permite

10
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cualquier expresion parcial en estas otras partes de la planta. En el presente documento a los promotores que
pueden iniciar la transcripcion solo en determinadas células se les denomina “especificos de célula”.

Un promotor especifico de semilla es transcripcionalmente activo predominantemente en el tejido de semilla, pero no
necesariamente exclusivamente en tejidos de semilla (en casos de expresion parcial). El promotor especifico de
semilla puede ser activo durante el desarrollo y/o durante la germinacion de las semillas. El promotor especifico de
semilla puede ser especifico de endospermo/aleurona/embrion. Ejemplos de promotores especificos de semillas se
muestran en las Tablas 2b a 2e a continuacion. Otros ejemplos de promotores especificos de semilla se
proporcionan en Qing Qu y Takaiwa (Plant Biotechnol. J. 2, 113-125, 2004), cuya descripcion se incorpora por
referencia en el presente documento en su totalidad.

Tabla 2b: Ejemplos de promotores especificos de semilla

Fuente del gen

Referencia

Genes especificos de semilla

Simon y col., Plant Mol. Biol. 5: 191, 1985;

Scofield y col., J. Biol. Chem. 262: 12202, 1987.

Baszczynski y col., Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990.

Albumina de Nuez del Brasil

Pearson y col., Plant Mol. Biol. 18: 235-245, 1992.

Legumina

Ellis y col., Plant Mol. Biol. 10: 203-214, 1988.

Glutelina (arroz)

Takaiwa y col., Mol. Gen. Genet. 208: 15-22, 1986;

Takaiwa y col., FEBS Letts. 221: 43-47, 1987

Zeina

Matzke y col Plant Mol Biol, 14(3): 323-32 1990

napA

Stalberg y col, Planta 199: 515-519, 1996.

Gluteina-1 LMW y HMW de trigo

Mol Gen Genet 216: 81-90, 1989; NAR 17: 461-2, 1989

SPA de trigo

Albani y col, Plant Cell, 9: 171-184, 1997

o, B, y-gliadinas de trigo

EMBO J. 3: 1409-15, 1984

Promotor It1 de cebada

Diaz y col. (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 250:7 50-60, 1996

DOF de cebada

Mena y col, The Plant Journal, 116(1): 53-62, 1998

blz2

EP99106056.7

promotor sintético

Vicente-Carbajosa y col., Plant J. 13: 629-640, 1998.

Prolamina NRP33 de arroz

Wu y col, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889, 1998

a-globulina Glb-1 de arroz

Wu y col, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889, 1998

OSH1 de arroz

Sato y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 8117-8122, 1996

o-globulina REB/OHP-1 de arroz

Nakase y col. Plant Mol. Biol. 33: 513-522, 1997

Pirofosforilasa ADP glucosa de arroz

Trans Res 6: 157-68, 1997

Familia del gen ESR de maiz

Plant J 12:235-46, 1997

o-kafirina de sorgo

DeRose y col., Plant Mol. Biol 32: 1029-35, 1996

KNOX

Postma-Haarsma y col, Plant Mol. Biol. 39: 257-71, 1999

Oleosina de arroz

Wu 'y col, J. Biochem. 123: 386, 1998

oleosina de girasol

Cummins y col., Plant Mol. Biol. 19: 873-876, 1992
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(continuacion)

Fuente del gen Referencia
PRO0117, supuesta proteina ribosomal | WO 2004/070039
40S de arroz

PROO0136, alanina aminotransferasa de | No publicado
arroz

PRO0147, inhibidor de tripsina ITR1 | No publicado
(cebada)

PRO0151, WSI18 de arroz WO 2004/070039
PRO0175, RAB21 de arroz WO 2004/070039
PRO005 WO 2004/070039
PRO0095 WO 2004/070039

o-amilasa (Amy32b)

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

Gen similar a B-catepsina

Cejudo y col, Plant Mol Biol 20: 849-856, 1992

Ltp2 de cebada

Kallay col., Plant J. 6: 849-60, 1994

Chi26

Leah y col., Plant J. 4: 579-89, 1994

B-Peru de maiz

Selinger y col., Genetics 149;1125-38,1998

Tabla 2c: Ejemplos de promotores especificos de endospermo

Fuente del gen

Referencia

Glutelina (arroz)

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

Zeina

Matzke y col., (1990) Plant Mol Biol 14(3): 323-32

Gluteina-1 LMW y HMW de
trigo

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

SPA de trigo

Albani y col. (1997) Plant Cell 9: 171-184

Gliadinas de trigo

Rafalski y col. (1984) EMBO 3: 1409-15

Promotor Itr1 de cebada

Diaz y col. (1995) Mol Gen Genet 248(5): 592-8

Hordeina B1, C, D de | Choy col. (1999) Theor Appl Genet 98: 1253-62; Muller y col. (1993) Plant J 4: 343-
Cebada 55; Sorenson y col. (1996) Mol Gen Genet 250: 750-60

DOF de cebada Mena y col, (1998) Plant J 116(1): 53-62

blz2 Onate y col. (1999) J Biol Chem 274(14): 9175-82

Promotor sintético

Vicente-Carbajosa y col. (1998) Plant J 13: 629-640

Prolamina NRP33 de arroz

Wu y col, (1998) Plant Cell Physiol 39(8) 885-889

Globulina GlIb-1 de arroz

Wu y col. (1998) Plant Cell Physiol 39(8) 885-889

Globulina REB/OHP-1 de
arroz

Nakase y col. (1997) Plant Molec Biol 33: 513-522

Pirofosforilasa ADP glucosa
de arroz

Russell y col. (1997) Trans Res 6: 157-68
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(continuacion)

Fuente del gen Referencia

Familia del gen ESR de | Opsahl-Ferstad y col. (1997) Plant J 12:235-46

maiz
Kafirina de sorgo DeRose y col. (1996) Plant Mol Biol 32: 1029-35
Tabla 2d: Ejemplos de promotores especificos de embridn
Fuente del gen | Referencia
OSH1 de arroz | Sato y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 8117-8122, 1996
KNOX Postma-Haarsma y col, Plant Mol. Biol. 39:257-71, 1999
PROO0151 WO 2004/070039
PRO0175 WO 2004/070039
PRO005 WO 2004/070039
PRO0095 WO 2004/070039
Tabla 2e: Ejemplos de promotores especificos de aleurona
Fuente del gen Referencia
o-amilasa (Amy32b) Lanahan y col, Plant Cell 4:203-211, 1992; Skriver y col, Proc Natl Acad Sci
USA 88: 7266-7270, 1991
Gen similar a B-catepsina Cejudo y col, Plant Mol Biol 20: 849-856, 1992
Ltp2 de cebada Kalla y col., Plant J. 6: 849-60, 1994
Chi26 Leahy col., Plant J. 4: 579-89, 1994
B-Peru de maiz Selinger y col., Genetics 149; 1125-38, 1998

Un promotor especifico de tejido verde como se define en el presente documento es un promotor que es
transcripcionalmente activo predominantemente en tejido verde, sustancialmente con la exclusion de cualesquiera
otras partes de una planta, mientras que aln permanece cualquier expresion parcial en estas otras partes de la
planta.

Otro ejemplo de un promotor especifico de tejido es un promotor especifico de meristemo, que es
transcripcionalmente activo predominantemente en tejido meristematico, sustancialmente con la exclusion de
cualesquiera otras partes de una planta, mientras que aun permite cualquier expresion parcial en estas otras partes
de las plantas.

Terminador

El término “terminador” incluye una secuencia de control que es una secuencia de ADN en el extremo de una unidad
que sefaliza el procesamiento y la poliadenilacion en 3’ de un transcripto primario y la terminacién de la
transcripcion. El terminador puede derivar del gen natural, de una diversidad de otros genes de planta, o de ADN-T.
El terminador a afiadir puede derivar de, por ejemplo, los genes de nopalina sintasa u octopina sintasa, o como
alternativa, de otro gen de planta, o menos preferentemente de cualquier otro gen eucariota.

Modulacién

El término “modulacion” significa en relacion a la expresion o expresion de gen, un proceso en el que el nivel de
expresion se cambia mediante dicho gen de expresion en comparacion con la planta de control, el nivel de expresion
puede aumentarse o disminuirse. La expresion no modulada, original, puede ser de cualquier tipo de expresion de
un ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARNm con traduccion posterior. La expresion “modulacion de la actividad”
significara cualquier cambio de la expresion de las secuencias de acidos nucleicos de la invencion o las proteinas
codificadas, que conduce a la rendimiento aumentado y/o a crecimiento aumentado de las plantas.
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Expresién

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

Expresién aumentada/sobreexpresion

La expresion “expresion aumentada” o “sobreexpresion” como se usa en el presente documento significa cualquier
forma de expresion que se es adicional al nivel de expresion original de tipo silvestre.

Los procedimientos para aumentar la expresion de los genes o productos génicos se documentan bien en la técnica
e incluyen, por ejemplo, la sobreexpresion conducida mediante promotores adecuados, el uso de potenciadores de
la transcripcion o potenciadores de la traduccion. Los acidos nucleicos aislados que sirven como promotor o
elementos potenciadores pueden introducirse en una posicion adecuada (tipicamente en la direccion 5’) de una
forma no heterdloga de un polinucleétido para regular por aumento la expresiéon de un acido nucleico que codifica el
polipéptido de interés. Por ejemplo, los promotores enddgenos pueden alterarse in vivo por mutacion, delecion y/o
sustitucion (véase, Kmiec, US 5.565.350; Zarling y col., W09322443), o pueden introducirse promotores aislados en
una célula de planta en la orientacion y distancia apropiada de un gen como se describe en el presente documento
de tal manera que se controle la expresion del gen.

Si se desea la expresion del polipéptido, es generalmente deseable incluir una region de poliadenilacion en el
extremo 3’ de una regioén codificante de polinucledtido. La regién de poliadenilacion puede derivar del gen natural, de
una diversidad de otros genes de planta, o de ADN-T. La secuencia de extremo 3’ a afadir puede derivar de, por
ejemplo, los genes nopalina sintasa u octopina sintasa, o como alternativa de otro gen de planta, o menos
preferentemente de cualquier otro gen eucariota.

También puede afiadirse una secuencia intronica a la region no traducida (UTR, untranslated region) 5 o la
secuencia codificante de la secuencia codificante parcial para aumentar la cantidad del mensaje maduro que se
acumula en el citosol. Se ha observado que la inclusién de un intrén de corte y empalme en la unidad de
transcripcion en construcciones de expresion tanto de plantas como de animales aumenta la expresion génica tanto
a nivel de proteina como de ARNm hasta 1000 veces (Buchman y Berg (1988) Mol. Cell biol. 8: 4395-4405; Callis y
col. (1987) Genes Dev 1: 1183-1200). Dicha potenciacion intronica de la expresion génica es tipicamente mayor
cuando se pone cerca del extremo 5’ de la unidad de transcripcién. En la técnica se conoce el uso de los intrones de
maiz, el intrén Adh1-S 1, 2 y 6, el intron Bronze-1. Para informacién general véase: The Maize Handbook, capitulo
116, Freeling y Walbot, Eds., Springer, N.Y. (1994).

Gen enddgeno

La referencia en el presente documento a un gen “endégeno” no solo se refiere al gen en cuestion como se
encuentra en una planta en su forma natural (es decir, sin existir ninguna intervencion humana), sino también se
refiere a aquel mismo gen (o un acido nucleico/gen sustancialmente homaologo) en una forma aislada posteriormente
(re)introducida en una planta (un transgén). Por ejemplo, una planta transgénica que contiene dicho transgén puede
encontrar una reduccion sustancial de la expresién transgénica y/o reduccion sustancial de la expresion del gen
enddgeno. El gen aislado puede aislarse de un organismo o puede fabricarlo en hombre, por ejemplo, mediante
sintesis quimica.

Expresién reducida

En el presente documento la referencia a “expresion reducida” o “reduccién o eliminacién sustancial’ de expresion
significa una reduccién en la expresion del gen endogeno y/o los niveles de polipeptido y/o actividad de polipéptido
con relacién a las plantas de control. La reduccion o eliminacién sustancial esta en orden aumentado de preferencia
por lo menos de 20 %, 30 %, 40 % o 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas
reducido en comparacion con el de las plantas de control.

Para la reduccion o eliminacion sustancial de la expresion de un gen endégeno en una planta, se requiere una
longitud suficiente de nucleotidos sustancialmente contiguos de una secuencia de acidos nucleicos. Para realizar el
silenciamiento génico, este puede ser tan pequefio como 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 o menos
nucleétidos, como alternativa éste puede ser tanto como el gen completo (incluyendo la UTR 5’ y/o 3’, ya sea en
parte o en su totalidad). El tramo de los nucleétidos sustancialmente contiguos puede derivar del acido nucleico que
codifica la proteina de interés (gen diana), o de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u
homologo de la proteina de interés. Preferentemente, el tramo de los nucleétidos sustancialmente contiguos es
capaz de formar enlaces de hidrogeno con el gen diana (cadena en sentido o antisentido), mas preferentemente, el
tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos tiene, en orden aumentado de preferencia, una identidad de
secuencia de 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 % con el gen diana (cadena
en sentido o antisentido). Una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido (funcional) no es un
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requerimiento para los diversos procedimientos analizados en el presente documento para la reduccién o
eliminacion sustancial de la expresion de un gen enddgeno.

Esta reduccion o eliminacion sustancial de la expresion puede realizarse usando herramientas y técnicas habituales.
Un procedimiento para la reduccion o eliminaciéon sustancial de la expresion del gen enddgeno es al introducir y
expresar en una planta una construccion genética en la que el acido nucleico (en este caso un tramo de nucleétidos
sustancialmente contiguos derivados del gen de interés, o de cualquier nucleétido capaz de codificar un ortélogo,
paralogo u homologo de cualquiera de las proteinas de interés) se clona como una repeticion invertida (en parte o
completamente), separado por un espaciador (ADN no codificante).

En dicho procedimiento, la expresién del gen enddgeno se reduce o se elimina sustancialmente a través del
silenciamiento mediado por ARN utilizando 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 homdlogo de la proteina de interés), preferentemente capaz de
formar una estructura en horquilla. La repeticién invertida se clona en un vector de expresién que comprende las
secuencias de control. Una secuencia de acidos nucleicos de ADN no codificante (un espaciador, por ejemplo un
fragmento de la region de unién de matriz (MAR), un intron, un poliengarce, etc.) se localiza entre los dos 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
bicatenario se denomina ARN en horquilla (ARNhp). EI ARNhp se procesa en la planta en los ARNip que se
incorporan en un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, RNA). El RISC escinde adicionalmente los
transcriptos de ARNm, reduciendo por lo tanto sustancialmente el nimero de transcriptos de ARNm que van a
traducirse en los polipéptidos. Para detalles generales adicionales véase, por ejemplo, Grierson y col. (1998) WO
98/53083; Waterhouse y col. (1999) WO 99/53050).

La realizacion de los procedimientos como se describe en el presente documento no se basa en introducir y
expresar en una planta una construccién genética en la que el acido nucleico se clona como una repeticion invertida,
sino que pueden utilizarse cualquiera de uno o mas de los diversos procedimientos de “silenciamiento génico” bien
conocidos para lograr los mismos efectos.

Un procedimiento de este tipo para la reduccion de la expresion del gen enddgeno es el silenciamiento mediado por
ARN de la expresion del gen (regulacion por disminucion). El silenciamiento en este caso se activa en una planta
mediante una secuencia de ARN bicatenario (ARNbc) que es sustancialmente similar al gen endégeno diana. Este
ARNbc se procesa adicionalmente por la planta de aproximadamente 20 a aproximadamente 26 nucledtidos
denominado ARN de interferencia pequefio (ARNip). Los ARNip se incorporan en un complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) que escinde el transcrito de ARNm del gen enddgeno diana, reduciendo por tanto
sustancialmente el nimero de transcriptos de ARNm que se traducen en un polipéptido. Preferentemente, la
secuencia de ARN bicatenario corresponde a un gen diana.

Otro ejemplo de un procedimiento de silenciamiento de ARN implica la introduccién de secuencias de acidos
nucleicos o partes de las mismas (en este caso un tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos derivados del
gen de interés, o del cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homadlogo de la proteina de
interés) en una orientacion en sentido en una planta. “Orientacién en sentido” se refiere a una secuencia de ADN
que es homologa a un transcripto de ARNm de la misma. Por lo tanto, en una planta se introduciria al menos una
copia de la secuencia de acidos nucleicos. La secuencia de acidos nucleicos adicional reduciria la expresion del gen
enddgeno, dando lugar a un fenémeno conocido como co-supresion. La reduccion de la expresion del gen seria mas
pronunciada si en una planta se introducen diversas copias adicionales de una secuencia de acidos nucleicos,
cuando hay una correlacion positiva entre altos niveles de transcripto y la activacion de la co-supresion.

Otro ejemplo de un procedimiento de silenciamiento de ARN implica el uso de las secuencias de acidos nucleicos
antisentido. Una secuencia de “acidos nucleicos antisentido” comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a una secuencia de acidos nucleicos “en sentido” que codifica una proteina, es decir,
complementaria a la cadena codificante de una molécula de ADNc bicatenario o complementario a una secuencia de
transcripto de ARNm. La secuencia de acidos nucleicos antisentido es preferentemente complementaria al gen
enddgeno a silenciar. La complementariedad puede localizarse en la “regiéon codificante” y/o en la “region no
codificante” de un gen. La expresion “region codificante” se refiere a una region de la secuencia de nucleétidos que
comprende codones que se traducen en restos de aminoacido. La expresion “region no codificante” se refiere a las
secuencias 5 y 3’ que flanquean la region codificante que se transcriben pero no se traducen en aminoacidos
(denominado también regiones no traducidas 5' y 3’).

Las secuencias de acidos nucleicos antisentido pueden disefiarse de acuerdo con las normas de emparejamiento de
bases de Watson y Crick. La secuencia de acidos nucleicos antisentido puede ser complementaria a la secuencia de
acidos nucleicos completa (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 homélogo de la proteina de interés),
pero también puede ser un oligonucleétido que es antisentido para solo a una parte de la secuencia de acidos
nucleicos (incluyendo la UTR 5’ y 3’ del ARNm). Por ejemplo, la secuencia de oligonucleétidos antisentido puede ser
complementaria a la regién que rodea el sitio de inicio de traduccién de un transcripto de ARNm que codifica un
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polipéptido. La longitud de una secuencia de oligonucleétidos antisentido adecuada se conoce en la técnica y puede
iniciar de aproximadamente 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15 o 10 nucleétidos de longitud o menos. Una secuencia de
acidos nucleicos antisentido como se describe en el presente documento puede construirse usando sintesis quimica
y las reacciones de ligamiento enzimatico utilizando los procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una
secuencia de acidos nucleicos antisentido (por ejemplo, una secuencia de oligonucledtidos antisentido) puede
sintetizarse quimicamente usando nucleétidos de origen natural o varios nucleédtidos modificados disefiados para
aumentar la estabilidad bioldgica de las moléculas o para el aumentar la estabilidad fisica del duplex formado entre
las secuencias de acidos nucleicos antisentido y sentido, por ejemplo, pueden utilizarse derivados fosforotioato y
nucledtidos sustituidos por acridina. En la técnica se conocen bien ejemplos de nucleétidos modificados que pueden
utilizarse para generar las secuencias de acidos nucleicos antisentido. Las modificaciones de nucleétido conocidos
incluyen metilacion, ciclacion y “protecciones” y sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un
analogo tal como inosina. En la técnica se conocen bien otras modificaciones de nucledtidos.

La secuencia de acidos nucleicos antisentido puede producirse biolégicamente utilizando un vector de expresion en
el que se ha subclonado una secuencia de acidos nucleicos en una orientacion antisentido (es decir, el ARN
transcrito del acido nucleico insertado tendra una orientacion antisentido con respecto a un acido nucleico diana de
interés). Preferentemente, la produccion de las secuencias de acidos nucleicos antisentido en plantas se produce
mediante una construccion de acido nucleico establemente integrada que comprende un promotor, un
oligonucledtido antisentido unido operativamente y un terminador.

Las moléculas de acido nucleico utilizadas para el silenciamiento en los procedimientos descritos en el presente
documento (tanto si se introduce en una planta como se genera in situ) se hibridan con o se unen a los transcriptos
de ARNm y/o ADN gendmico que codifica un polipéptido para inhibir asi la expresion de la proteina, por ejemplo, al
inhibir la transcripcion y/o traduccion. La hibridacion puede ser cualquier complementariedad convencional de
nucledtidos para formar un duplex estable o, por ejemplo, en el caso de una secuencia de acidos nucleicos
antisentido que se une a los duplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco principal de la doble
hélice. Las secuencias de acidos nucleicos antisentido pueden introducirse en una planta mediante transformacion o
inyeccion directa en un sitio de tejido especifico. Como alternativa, las secuencias de acidos nucleicos antisentido
pueden modificarse para dirigir las células seleccionadas y después administrarse por via sistémica. Por ejemplo,
para administracion sistémica, las secuencias de acidos nucleicos antisentido pueden modificarse de tal manera que
se unan especificamente a los receptores o antigenos expresados sobre una superficie celular seleccionada, por
ejemplo, al ligar la secuencia de acidos nucleicos antisentido a los péptidos o anticuerpos que se unen a los
receptores o antigenos de superficie celular. Las secuencias de acidos nucleicos antisentido también pueden
administrarse a células usando los vectores descritos en el presente documento.

Como se describe en el presente documento, la secuencia de acidos nucleicos antisentido es una secuencia de
acidos nucleicos anomérica a. Una secuencia de acidos nucleicos anomérica a forma hibridos bicatenarios
especificos con ARN de complementariedad en el que, contrario a las unidades b habituales, las cadenas corren
paralelas entre si (Gaultier y col. (1987) Nucl Ac Res 15: 6625-6641). La secuencia de acidos nucleicos antisentido
también puede comprender un 2’-o-metilrribonucleétido (Inoue y col. (1987) Nucl Ac Res 15, 6131-6148) o un
analogo de ARN-ADN quimérico (Inoue y col. (1987) FEBS Lett. 215, 327-330).

La reduccion o eliminacion sustancial de la expresion del gen endégeno también puede realizarse usando ribozimas.
Las ribozimas son moléculas de ARN cataliticas con actividad de ribonucleasa que pueden escindir una secuencia
de acidos nucleicos monocatenaria, tal como un ARNm, en el que tienen una regién complementaria. Por tanto, las
ribozimas (por ejemplo, ribozimas cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334, 585-591)
pueden utilizarse para escindir cataliticamente los transcriptos de ARNm que codifican un polipéptido, reduciendo
sustancialmente por tanto el nimero de transcriptos de ARNm que van a traducirse en un polipéptido. Se puede
disefiar una ribozima que tenga especificidad para una secuencia de acidos nucleicos (véase, por ejemplo: Cech y
col. Patente de Estados Unidos N° 4.987.071; y Cech y col. Patente de Estados Unidos N° 5.116.742). Como
alternativa, los transcriptos de ARNm correspondientes a una secuencia de acidos nucleicos pueden utlizarse para
seleccionar un ARN catalitico que tenga una actividad especifica de ribonucleasa de un conjunto de moléculas de
ARN (Bartel y Szostak (1993) Science 261, 1411-1418). El uso de ribozimas para el silenciamiento génico en plantas
es conocido en la técnica (por ejemplo, Atkins y col. (1994) WO 94/00012; Lenne y col. (1995) WO 95/03404;
Lutziger y col. (2000) WO 00/00619; Prinsen y col. (1997) WO 97/13865 y Scott y col. (1997) WO 97/38116).

El silenciamiento génico también puede producirse por mutagénesis de insercion (por ejemplo, insercion de ADN-T o
insercion de transposon) o mediante estrategias como describen, entre otros, Angell y Baulcombe ((1999) Plant J
20(3): 357-62), (Amplicon VIGS WO 98/36083) o Baulcombe (documento WO 99/15682).

El silenciamiento génico también puede producirse si hay una mutacién en un gen endégeno y/o una mutacion en un
gen aislado/acido nucleico posteriormente introducido en una planta. La reduccion o eliminaciéon sustancial puede
estar provocada por un polipéptido no funcional. Por ejemplo, el polipéptido puede unirse a diversas proteinas que
interaccionan; por lo tanto pueden proporcionarse una o mas mutaciones y/o truncamientos para un polipéptido que
es aun capaz de unir las proteinas que interaccionan (tal como proteinas receptoras) pero que no pueden exhibir su
funcién normal (tal como ligando de sefializacion).
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Una estrategia adicional para el silenciamiento génico es dirigir la secuencia de acidos nucleicos complementaria a
la regiéon reguladora del gen (por ejemplo, el promotor y/o los potenciadores) para formar estructuras helicoidales
triples que impiden la transcripcion del gen en células diana. Véase Helene, C., Anticancer Drug Res. 6, 569-84,
1991; Helene y col., Ann. N.Y. Acad. Sci. 660, 27-36 1992; y Maher, L.J. Bioassays 14, 807-15, 1992.

Un experto conocera otros procedimientos, tales como el uso de anticuerpos dirigidos a un polipéptido endégeno
para inhibir su funcién en la planta, o la interferencia en la ruta de sefalizacién en la que un polipéptido esta
implicado. En particular, se puede prever que las moléculas fabricadas por el hombre pueden ser Utiles para inhibir
la funcién biolégica de un polipéptido diana o para interferir con la ruta de sefializacion en la que esta implicado el
polipéptido diana.

Como alternativa, puede establecerse un programa de deteccion hasta identificar en una poblacidon de plantas las
variantes naturales de un gen, cuyas variantes codifican los polipéptidos con actividad reducida. Dichas variantes
naturales también pueden utilizarse, por ejemplo, para realizar recombinacién homéloga.

Para desactivar la expresion génica y/o traduccién de ARNm pueden utilizarse microARN (miARN) artificiales y/o
naturales. Los miARN enddgenos son ARN pequefios monocatenarios tipicamente con una longitud de 19-24
nucledtidos. Principalmente funcionan para regular la expresion génica y/o la traduccion de ARNm. La mayor parte
de los microARN (miARN) de planta tienen complementariedad perfecta o casi perfecta con sus secuencias diana.
Sin embargo, hay dianas naturales con hasta cinco emparejamiento erréneos. Se procesan a partir de ARN no
codificantes mas largos con estructuras de plegamiento caracteristicas mediante RNasas especificas bicatenarias
de la familia Dicer. Después del procesamiento, se incorporan en el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC) al unirse a su componente principal, una proteina Argonauta. Los miARN sirven como componentes de
especificidad del RISC, debido al emparejamiento de bases con acidos nucleicos diana, principalmente ARNm, en el
citoplasma. Los acontecimientos reguladores posteriores incluyen la escision de ARNm diana y la destruccion y/o
inhibicién traduccional. Por tanto, los efectos de la sobreexpresion de miARN se reflejan frecuentemente en niveles
de ARNm reducidos de los genes diana.

Los microARN artificiales (amiARN), que tipicamente tienen 21 nucledtidos de longitud, pueden modificarse por
ingenieria genética especificamente para regular negativamente la expresion génica de un solo gen o de multiples
genes de interés. En la técnica se conocen bien los determinantes de la seleccion diana de microARN de planta. Se
han definido los parametros empiricos para el reconocimiento diana y pueden utilizarse para ayudar en el disefio de
los amiARN especificos (Schwab y col.,, Dev. Cell 8, 517-527, 2005). Estan disponibles para el publico las
herramientas convenientes para el disefio y la generacion de los amiARN y sus precursores (Schwab y col., Plant
Cell 18, 1121-1133, 2006).

Para un rendimiento 6ptimo, las técnicas de silenciamiento génico utilizadas para reducir la expresion en una planta
de un gen enddgeno requieren el uso de secuencias de acidos nucleicos de plantas monocotiledoneas para la
transformacion de plantas monocotiledéneas, y de plantas dicotiledoneas para la transformacion de plantas
dicotiledoneas. Preferentemente, una secuencia de acidos nucleicos de cualquier especie de planta dada se
introduce dentro de esta misma especie. Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos de arroz se transforma en
una planta de arroz. Sin embargo, no es un requisito absoluto que la secuencia de acidos nucleicos que se introduce
se origine de la misma especie de planta como la planta en la que se introducira. Basta con que exista una
homologia sustancial entre el gen diana enddgeno y el acido nucleico a introducir.

Anteriormente se han descrito ejemplos de diversos procedimientos para la reduccion o eliminacion sustancial de la
expresion en una planta de un gen enddégeno. Un experto en la técnica sera capaz de adaptar faciimente los
procedimientos anteriormente mencionados para el silenciamiento para conseguir la reduccion de la expresion de un
gen enddgeno en una planta completa o en partes de la misma a través del uso de un promotor apropiado, por
ejemplo.

Marcador de seleccién (gen)/Gen indicador

n o«

Un “marcador de seleccién”, “gen marcador de seleccion” o “gen indicador” incluye cualquier gen que confiere un
fenotipo a una célula en el que se expresa para facilitar la identificacion y/o seleccion de las células que se
transfectan o se transforman con una construccion de acido nucleico como se describe en el presente documento.
Estos genes marcadores permiten la identificacion de una transferencia exitosa de las moléculas de acido nucleico
mediante una serie de diferentes principios. Los marcadores adecuados pueden seleccionarse de marcadores que
confieren resistencia herbicida o antibidtica, que introducen un nuevo rasgo metabdlico o que permiten seleccion
visual. Como ejemplos de genes marcadores de seleccion se incluyen genes que confieren resistencia a antibioticos
(tales como nptll que fosforila neomicina y canamicina, o hpt, que higromicina fosforilante, o genes que confieren
resistencia a, por ejemplo, bleomicina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, gentamicina, geneticina
(G418), espectinomicina o blasticidina), a los herbicidas (por ejemplo bar que proporciona resistencia a Basta®; aroA
0 gox que proporciona resistencia contra el glifosato, o los genes que confieren resistencia a, por ejemplo,
imidazolinona, fosfinotricina o sulfonilurea) o genes que proporcionan un rasgo metabdlico (tal como manA que
permite a las plantas utilizar mannosa como Unica fuente de carbono o xilosa isomerasa para la utilizacion de xilosa,
o marcadores antinutritivos tales como la resistencia a 2-desoxiglucosa). La expresion de genes marcadores

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2451669 T3

visuales da como resultado la formacion de color (por ejemplo B-glucuronidasa, GUS o B-galactosidasa con sus
sustratos de color, por ejemplo X-Gal), luminiscencia (tal como el sistema luciferina/lucefarasa) o fluorescencia
(Proteina Fluorescente Verde, GFP, y derivados de los mismos). Esta lista solo representa una pequefia cantidad de
marcadores posibles. El experto esta familiarizado con dichos marcadores. Dependiendo del organismo y del
procedimiento de seleccion se prefieren diferentes marcadores.

Se sabe que, tras la integracion estable o transitoria de los acidos nucleicos en las células de plantas, solo una
minoria de las células capta el ADN exdgeno vy, 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,
normalmente se introduce un gen que codifica un marcador de seleccion (tal como los descritos anteriormente) en
las células huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores pueden, por ejemplo, utilizarse en mutantes en
los que estos genes no son funcionales mediante, por ejemplo, delecion por procedimientos convencionales.
Ademas, las moléculas de acido nucleico que codifican un marcador de seleccién pueden introducirse en una célula
huésped en el mismo vector que comprende la secuencia que codifica los polipéptidos como se describe en el
presente documento o utilizarse en los procedimientos como se describe en el presente documento, o incluso en un
vector distinto. Las células que se han transfectado de manera estable con el acido nucleico introducido pueden
identificarse por ejemplo mediante seleccion (por ejemplo, células que tienen integrado el marcador de seleccion
sobreviven mientras que las otras células mueren).

Dado que los genes marcadores, particularmente genes que confieren resistencia a antibiéticos y herbicidas, ya no
requieren o no se desean en la célula huésped transgénica, una vez que los acidos nucleicos se han introducido
satisfactoriamente, el proceso como se describe en el presente documento para introducir los acidos nucleicos
emplea ventajosamente técnicas que permiten la eliminacion o escision de estos genes marcadores. Un
procedimiento de este tipo es el conocido como co-transformacion. El procedimiento de co-transformacion emplea
dos vectores simultaneamente para la transformacion, un vector que lleva el acido nucleico como se describe en el
presente documento y un segundo vector que lleva el gen (o genes) marcador. Una proporcion grande de
transformantes recibe o, en el caso de plantas, comprende (hasta 40 % o mas de los transformantes), ambos
vectores. En el caso de transformacion con Agrobacteria, los transformantes normalmente reciben solo una parte del
vector, es decir, la secuencia flanqueada por el ADN-T, que normalmente representa el casete de expresion. Los
genes marcadores pueden retirarse posteriormente de la planta transformada realizando cruzamientos. En otro
procedimiento, se utilizan genes marcadores integrados en un transposén para la transformacién junto con acido
nucleico deseado (conocido como tecnologia Ac/Ds). Los transformantes pueden cruzarse con una fuente
transposasa o los transformantes se transforman con una construccién de acido nucleico que confiere expresion de
una transposasa, de manera transitoria o estable. En algunos casos (aprox. 10 %), el transposon salta del genoma
de la célula huésped una vez se ha producido la transformacién exitosamente y se pierde. En un nimero adicional
de casos, el transposon salta a una localizacion diferente. En estos casos el gen marcador debe eliminarse
realizando cruzamientos. En microbiologia, se desarrollaron técnicas que hacen posible, o facilitan, la deteccion de
dichos acontecimientos. Un procedimiento ventajoso adicional se basa en lo que se conoce como sistemas de
recombinacion; cuya ventaja es que la eliminacién puede dispensarse por cruzamiento. El sistema mejor conocido
de este tipo es lo que se conoce como el sistema Cre/lox. Cre1 es una recombinasa que elimina las secuencias
localizadas entre las secuencias loxP. Si el gen marcador se integra entre las secuencias loxP, éste se elimina una
vez se haya producido la transformacién de manera satisfactoria, por expresion de la recombinasa. Otros sistemas
de recombinacion son el sistema HIN/HIX, FLP/FRT y REP/STB (Tribble y col., J. Biol. Chem., 275, 2000: 22255-
22267; Velmurugan y col., J. Cell Biol., 149, 2000: 553-566). Como se describe en el presente documento es posible
una integracion especifica de sitio en el genoma de la planta de la secuencia de acidos nucleicos. Naturalmente,
estos procedimientos también pueden aplicarse a microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias.

Transgénico/Transgén/Recombinante

» o«

Para el propésito de la invencion, “transgénico”, “transgén” o “recombinante” significa con respecto a, por ejemplo,
una secuencia de acidos nucleicos, un casete de expresion, una construccion génica o un vector que comprende la
secuencia de acidos nucleicos o un organismo transformado con las secuencias de acidos nucleicos, casetes o
vectores de expresion, como se describe en el presente documento, todas estas construcciones llevadas a cabo por
procedimientos recombinantes en los que

(a) las secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas utiles en los procedimientos como se
describe en el presente documento, o

(b) la secuencia (o secuencias) de control genético que se une operativamente con la secuencia de acidos
nucleicos como se describe en el presente documento, por ejemplo un promotor, o

(c)a)yb)

no se localizan en su ambiente genético natural o se han modificado por procedimientos recombinantes, siendo
posible que se produzca la modificacion de, por ejemplo, una sustitucion, adicion, delecion, inversion o insercion de
uno o mas restos de nucledtido. Se entiende que, ambiente genético natural, significa el locus gendémico o
cromosomico natural en la planta original o la presencia de una biblioteca genémica. En el caso de una biblioteca
genomica, el ambiente genético natural de la secuencia de acidos nucleicos se conserva preferentemente, al menos
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en parte. El ambiente flanquea la secuencia de acidos nucleicos al menos en un lado y tiene una longitud de
secuencia de al menos 50 pb, preferentemente al menos 500 pb, especialmente preferentemente al menos 1000 pb,
mas preferentemente 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 acidos nucleicos con la secuencia de acidos nucleicos
correspondiente que codifica un polipéptido util en los procedimientos como se describe en el presente documento,
como se define anteriormente — llega a ser un casete de expresion transgénica cuando este casete de expresion se
modifica mediante procedimientos sintéticos no naturales (“artificiales”) tal como, por ejemplo, tratamiento
mutagénico. Se describen procedimientos adecuados, por ejemplo, en los documentos US 5.565.350 o WO
00/15815.

Por tanto, una planta transgénica, como se describe en el presente documento, se entiende que significa, como se
ha indicado anteriormente, que los acidos nucleicos utilizados en el procedimiento, como se describe en el presente
documento, no estan en su locus natural en el genoma de dicha planta, siendo posible que los acidos nucleicos se
expresen de manera homologa o heterdloga. Sin embargo, como se ha mencionado, transgénico también significa
que, aunque los acidos nucleicos, como se describe en el presente documento o se usan en el procedimiento de la
invencion, estan en su posicion natural en el genoma de una planta, la secuencia se ha modificado con respecto a la
secuencia natural, y/o que las secuencias reguladoras de las secuencias naturales se han modificado. Por
transgénico se entiende preferentemente que significa la expresion de los acidos nucleicos, como se describe en el
presente documento, en un locus no natural en el genoma, es decir, se produce la expresion homoéloga o,
preferentemente, heterdloga de los acidos nucleicos. En el presente documento se mencionan las plantas
transgénicas preferidas.

Transformacion

El término “introduccién” o “transformacion” como se denomina en el presente documento incluye la transferencia de
un polinucledtido exégeno en una célula huésped, independientemente del procedimiento utilizado para la
transferencia. El tejido de planta capaz de propagacion clonal posterior, mediante organogénesis o embriogénesis,
puede transformarse con una construccion genética, como se describe en el presente documento, y a partir del
mismo regenerarse una planta completa. El tejido particular seleccionado variara dependiendo de los sistemas de
propagacion clonales disponibles para, y mejor adaptados a, la especie particular que se va a transformar. Las
dianas tisulares ejemplares incluyen, discos foliares, polen, embriones, cotiledones, hipocotiledones,
megagametdfitos, tejido de callo, tejido meristematico existente (por ejemplo, meristemo apical, brotes axilares y
meristemos radiculares) e inducen tejido meristematico (por ejemplo, meristemo de cotiledon y meristemo de
hipocotileddn). El polinucledtico puede introducirse transitoria o establemente en una célula huésped y puede
mantenerse no integrado, por ejemplo, como un plasmido. Como alternativa, puede integrarse en el genoma
huésped. La célula de planta transformada resultante puede después utilizarse para regenerar una planta
transformada de una manera conocida por los expertos en la técnica.

La transferencia de genes externos dentro del genoma de una planta se denomina transformacion. La
transformacion de especies de plantas es actualmente una técnica bastante habitual. Ventajosamente, puede usarse
cualquiera de los diversos procedimientos de transformacion para introducir el gen de interés en una célula
antecesora adecuada. Los procedimientos descritos para la transformacion y regeneracion de plantas de tejidos de
plantas o células de plantas pueden utilizarse para la transformacion transitoria o estable. Los procedimientos de
transformacion incluyen el uso de liposomas, electroporacién, productos quimicos que aumentan la captacion de
ADN libre, inyeccion del ADN directamente en la planta, pistola de bombardeo de particulas, transformacion
utilizando virus o polen y microproyeccion. Pueden seleccionarse procedimientos entre, el procedimiento de
calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F.A. y col., (1982) Nature 296, 72-74; Negrutiu | y col. (1987) Plant
Mol Biol 8: 363-373); electroporacion de protoplastos (Shillito R.D. y col. (1985) Bio/Technol 3, 1099-1102);
microinyeccion en el material de planta (Crossway A y col., (1986) Mol. Gen Genet 202: 179-185); bombardeo de
particulas revestido con ADN o ARN (Klein TM y col., (1987) Nature 327: 70) infeccién con virus (no integrantes) y
similares. Las plantas transgénicas, incluyendo plantas de cultivo transgénicas, se producen preferentemente
mediante transformacion mediada por Agrobacterium. Un procedimiento de transformacion ventajoso es la
transformacion en la planta. Para esta finalidad, es posible, por ejemplo, permitir que las agrobacterias actden en las
semillas de la planta o inocular las agrobacterias en el meristemo de la planta. Se ha demostrado de un modo
particularmente conveniente, como se describe en el presente documento, permitir que una suspension de
agrobacterias transformadas actie en la planta intacta o al menos en los primordios florales. Posteriormente la
planta crece hasta que se obtienen las semillas de la planta tratada (Clough y Bent, Plant J. (1998) 16, 735-743). Los
procedimientos para la transformacion mediada por Agrobacterium de arroz incluyen procedimientos bien conocidos
para la transformacion del arroz, tales como los descritos en cualquiera de las siguientes referencias bibliograficas:
la solicitud de Patente Europea EP 1198985 A1, Aldemita y Hodges (Planta 199: 612-617, 1996); Chan y col. (Plant
Mol Biol 22 (3): 491-506, 1993), Hiei y col. (Plant J 6 (2): 271-282, 1994), cuyas descripciones se incorporan por
referencia en el presente documento en su totalidad. En el caso de la transformacién de maiz, el procedimiento
preferido es como se describe en Ishida y col. (Nat. Biotechnol 14(6): 745-50, 1996) o en Frame y col. (Plant Physiol
129(1): 13-22, 2002), cuyas descripciones se incorporan por referencia como si se expusieran en el presente
documento. Dichos procedimientos se describen adicionalmente, a modo de ejemplo, en B. Jenes y col., 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). Los acidos
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nucleicos o la construccion a expresar se clona preferentemente en un vector, que es adecuado para la transformar
Agrobacterium tumefaciens, por ejemplo, pBin19 (Bevan y col., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). La agrobacteria
transformada por dicho vector puede después utilizarse de una manera conocida para la transformacién de plantas,
tales como las plantas utilizadas como un modelo, como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana no se considera como
una planta de cultivo) o plantas de cultivo tales como, por ejemplo, plantas de tabaco, por ejemplo sumergiendo
hojas magulladas u hojas picadas en una solucién agrobacteriana y después cultivarlas en un medio adecuado. La
transformacion de plantas mediante Agrobacterium tumefaciens la describen, por ejemplo, Hofgen y Willmitzer en
Nucl. Acid Res. (1988) 16, 9877 o se conoce, entre otros, 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, pags. 15-
38.

Ademas de la transformacion de células somaticas, que después deben regenerarse en plantas intactas, también es
posible transformar las células de meristemos de 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. Por tanto, por ejemplo, semillas de Arabidopsis se tratan con agrobacterias y se obtienen semillas del
desarrollo de plantas de las que se transforma una determinada proporcién y por tanto transgénicas [Feldman, KA 'y
Marks MD (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, Singapore, pags. 274-289]. Los procedimientos alternativos se
basan en la eliminacion repetida de las influorescencias y la incubacioén del sitio de escision en el centro de la roseta
con agrobacterias transformadas, por lo que las semillas transformadas pueden obtenerse de modo similar en un
punto final de tiempo (Chang (1994). Plant J. 5: 551-558; Katavic (1994). Mol Gen Genet, 245: 363-370). Sin
embargo, un procedimiento especialmente eficaz es el procedimiento de infiltracion por vacio con sus modificaciones
tal como el procedimiento de “inmersion floral”. En el caso de infiltracion por vacio de Arabidopsis, las plantas
intactas bajo presion reducida se tratan con una suspension agrobacteriana [Bechthold, N (1993). C R Acad Sci
Paris Life Sci, 316: 1194-1199], mientras que en el caso del procedimiento de “inmersion floral” el tejido floral en
desarrollo se incuba brevemente con una suspension agrobacteriana tratada con tensioactivo [Clough, SJ y Bent AF
(1998) The Plant J. 16, 735-743]. En ambos casos se recoge una determinada proporcion de semillas transgénicas y
estas semillas pueden diferenciarse de semillas no transgénicas al cultivar bajo las condiciones selectivas descritas
anteriormente. Ademas, la transformacion estable de los plastidos es ventajosa ya que estos se heredan por via
materna en la mayor parte de los cultivos reduciendo o eliminando el riesgo de flujo transgénico a través del polen.
La transformacion del genoma de cloroplasto se realiza generalmente mediante un proceso que han presentado
esquematicamente Klaus y col., 2004 [Nature Biotechnology 22 (2), 225-229]. En resumen las secuencias a
transformar se clonan junto con un gen marcador de seleccion entre las secuencias flanqueantes homadlogas al
genoma de cloroplasto. Estas secuencias flanqueantes homologas dirigen la integraciéon especifica de sitio en el
plastoma. La transformacion plastidial se ha descrito para muchas especies de plantas diferentes y se ofrece una
revision en Bock (2001) Transgenic plastids in basic research and plant biotechnology. J Mol Biol. 2001 Sep 21; 312
(3):v425-38 o Maliga, P (2003) Progress towards commercialization of plastid transformation technology. Trends
Biotechnol. 21, 20-28. Recientemente se han descrito progresos biotecnolégicos adicionales en forma de
transformantes plastidiales sin marcador, que pueden producirse mediante un gen marcador co-integrado transitorio
(Klaus y col., 2004, Nature Biotechnology 22(2), 225-229).

Etiquetado en activacion de ADN-T

El etiquetado en activacion de ADN-T (Hayashi y col. Science (1992) 1350-1353), implica la insercion de ADN-T, que
normalmente contiene un promotor (también puede ser un potenciador de traduccidon o un intrén), en la region
gendmica del gen de interés o 10 kb en la direccion 3’ o 5’ de la region codificante de un gen en una configuracion
de tal manera que el promotor dirige la expresion del gen diana. Tipicamente, la regulacion de la expresion del gen
diana mediante su promotor natural se interrumpe y el gen cae bajo el control del promotor nuevamente inducido. El
promotor se incorpora tipicamente en un ADN-T. Este ADN-T se inserta al azar en el genoma de la planta, por
ejemplo, a través de infeccion por Agrobacterium y conduce a expresion modificada de genes cerca al ADN-T
insertado. Las plantas transgénicas resultantes muestran fenotipos dominantes debido a expresion modificada de los
genes cerca al promotor introducido.

TILLING

El término “TILLING” es una abreviatura de “Targeted Induced Local Lesions In Genomes” (Induccion Dirigida de
Lesiones Locales en el Genoma”) y se refiere a una tecnologia de mutagénesis que es util para generar y/o
identificar acidos nucleicos que codifican proteinas con expresion y/o actividad modificada. El TILLING también
permite la seleccién de plantas que llevan dichas variantes mutantes. Estas variantes mutantes pueden presentar
expresion modificada, en fuerza o en localizacién o en tiempo (por ejemplo, si las mutaciones afectan al promotor).
Estas variantes mutantes pueden presentar mayor actividad que la mostrada por el gen en su forma natural. El
TILLING combina mutagénesis de alta densidad con procedimientos de deteccion de alto rendimiento. Las etapas
que tipicamente se siguen en el TILLING son: (a) mutagénesis EMS (Redei GP y Koncz C (1992) En Methods in
Arabidopsis Research, Koncz C, Chua NH, Schell J, eds. Singapore, World Scientific Publishing Co, pags. 16-82;
Feldmann y col., (1994) En Meyerowitz EM, Somerville CR, eds, Arabidopsis. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, pp 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, pags. 91-104); (b) preparaciéon y agrupamiento de ADN
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en individuos; (c) amplificacion por PCR de una region de interés; (d) desnaturalizacién e hibridacion para permitir la
formacion de heteroduplex; (e) DHPLC, donde la presencia de un heteroduplex en un grupo se detecta como un pico
extra en el cromatograma; (f) identificacion del mutante individual; y (g) secuenciacion del producto PCR mutante. En
la técnica se conocen bien procedimientos de TILLING (McCallum y col., (2000) Nat Biotechnol 18: 455-457;
revisado por Stemple (2004) Nat Rev Genet 5(2): 145-50).

Recombinacion homdéloga

La recombinacion homoéloga permite la introduccion en un genoma de un acido nucleico seleccionado en una
posicion definida seleccionada. La recombinacién homologa es una tecnologia convencional utilizada rutinariamente
en ciencias bioldgicas para organismos inferiores tales como levaduras o el musgo Physcomitrella. Se han descrito
procedimientos para realizar recombinacion homéloga en plantas no solo para el modelo de plantas (Offringa y col.
(1990) EMBO J 9(10): 3077-84) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo arroz (Terada y col. (2002) Nat
Biotech 20(10): 1030-4; lida y Terada (2004) Curr Opin Biotech 15(2): 132-8).

Rendimiento

El término “rendimiento” en general significa un producto medible de valor econémico, tipicamente relacionado con
un cultivo, un area y un periodo de tiempo especificos. Las partes de planta individuales contribuyen directamente al
rendimiento en base a su numero, tamafio y/o peso, o al rendimiento real es el rendimiento por metro cuadrado de
un cultivo y afio, que se determina dividiendo el rendimiento total (incluyendo la produccidon cosechada y valorada)
por metro cuadrado plantado. El término “rendimiento” de una planta puede relacionarse con biomasa vegetativa
(biomasa de raiz y/o brote), con érganos reproductores y/o con propagulos (tal como semillas) de esta planta.

Vigor temprano

“Vigor temprano” se refiere a un crecimiento bien equilibrado saludable activo especialmente durante las etapas
tempranas del crecimiento de la planta, y puede ser el resultado del aumento de la eficacia biolégica de la planta
debido a, por ejemplo, plantas que estan mejor adaptadas a su ambiente (es decir, optimizando el uso de fuentes de
energia y repartiendo entre brotes y raices). Las plantas que tienen vigor temprano también muestran supervivencia
aumentada de plantula y un mejor establecimiento del cultivo, que a menudo produce campos muy uniformes (con el
crecimiento de cultivo de una manera uniforme, es decir, alcanzando la mayoria de las plantas las diversas etapas
de desarrollo a sustancialmente el mismo tiempo) y a menudo mejor y mayor rendimiento. Por lo tanto, el vigor
temprano puede determinarse midiendo diversos factores, tales como, peso de mil granos, porcentaje de
germinacion, porcentaje de emergencia, crecimiento de plantula, altura de la plantula, longitud de raiz, biomasa de
brote y raiz y muchos mas.

Aumento/Mejora/Potenciacion

» o«

Los términos “aumento”, “mejora” o “potenciacion” son intercambiables y significan en el sentido de la solicitud al
menos un 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % o 10 %, preferentemente al menos 15 % o 20 %, mas preferentemente
25 %, 30 %, 35 % o0 40 % mas rendimiento y/o crecimiento en comparacion con plantas de control como se define en
el presente documento.

Rendimiento de semilla

El rendimiento de semilla aumentado puede manifestarse por si misma como uno o mas de los siguientes: a) un
aumento en biomasa de semilla (peso total de semilla) que puede establecerse sobre una semilla individual y/o por
planta y/o por metro cuadrado; b) nimero de flores por planta aumentado; c) numero de semillas (llenas)
aumentado; d) indice de llenado de semilla aumentado (que se expresa como la proporcion entre el nimero de
semillas llenas dividido entre el nimero total de semillas); e) indice de cosecha aumentado, que se expresa como
una proporcion del rendimiento de partes cosechables, tales como semillas, dividido entre la biomasa total; y f) peso
de mil granos (PMG) aumentado, que se extrapola a partir del nimero de semillas llenas contadas y su peso total.
Un PMG aumentado puede ser el resultado de un tamafio y/o peso de semilla aumentado, y también puede ser el
resultado de un aumento en el tamafio de embriones y/o endospermo.

También puede manifestarse un aumento en el rendimiento de semilla como un aumento del tamafo de la semilla
y/o volumen de la semilla. Ademas, también puede manifestarse un aumento en el rendimiento de semilla en si
mismo como un aumento en el area de semilla y/o longitud de semilla y/o anchura de semilla y/o perimetro de
semilla. El rendimiento aumentado puede ser también el resultado de arquitectura modificada o puede ocurrir debido
a la arquitectura modificada.

indice de verdor

El “indice de verdor” como se usa en el presente documento se calcula a partir de imagenes digitales de plantas.
Para cada pixel que pertenece al objeto de la planta sobre la imagen, se calcula la proporcion del valor verde frente
al valor rojo (en el modelo RGB por el que se codifica el color). El indice de verdor se expresa como el porcentaje de
pixeles para el que la proporcidon de verde con respecto a rojo supera un umbral determinado. En condiciones de

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2451669 T3

crecimiento normales, en condiciones de crecimiento de estrés salino, y en condiciones de crecimiento de
disponibilidad de nutrientes reducida, el indice de verdor de las plantas se mide en la ultima imagen antes de la
floraciéon. Por otro lado, en condiciones de crecimiento de estrés por sequia, el indice de verdor de las plantas se
mide en la primera imagen después de la sequia.

Planta

El término “planta” como se usa en el presente documento incluye plantas completas, antecesores y progenie de las
plantas y partes de las plantas, incluyendo semillas, brotes, tallos, hojas, raices (incluyendo tubérculos), flores y
tejidos y organos, donde cada uno de los elementos anteriormente mencionados comprende el gen/acido nucleico
de interés. El término “planta” también incluye células de planta, cultivos en suspension, tejido de callo, embriones,
regiones meristematicas, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, de nuevo donde cada uno de los
elementos mencionados anteriormente comprende el gen/acido nucleico de interés.

Las plantas que son particularmente utiles en los procedimientos de la invencion incluyen todas las plantas que
pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas incluyendo forraje
o 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 stolonifera,
Allium spp., Amaranthus spp., Ammophila arenaria, Ananas comosus, Annona spp., Apium graveolens, Arachis spp,
Artocarpus 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, Brassica rapa ssp. [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 uniflora,
Fagopyrum spp., Fagus spp., Festuca arundinacea, Ficus carica, Fortunella spp., Fragaria spp., Ginkgo biloba,
Glycine spp. (por ejemplo Glycine 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
batatas, Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lens culinaris, Linum usitatissimum, Litchi chinensis, Lotus
spp., Luffa acutangula, Lupinus spp., Luzula sylvatica, Lycopersicon spp. (por ejemplo Lycopersicon esculentum,
Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon pyriforme), Macrotyloma spp., Malus 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), Sorghum 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, Tritcum hybernum, Tritcum macha, Triticum sativum o Triticum
vulgare), Tropaeolum minus, Tropaeolum majus, Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Viola odorata, Vitis spp.,
Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus spp., entre otras.

Descripcion detallada

Descripcion detalla para el polipéptido de Anquirina — dedo de Zn

Sorprendentemente, la memoria descriptiva describe que la modulacién de la expresion en una planta de un acido
nucleico que codifica el polipéptido AZ de Arabidopsis (AtAZ) o un homdlogo del mismo proporciona plantas que
tienen un rendimiento aumentado con respecto a plantas de control. De acuerdo con una realizacién de la presente
invencion, la memoria descriptiva describe un procedimiento para aumentar el rendimiento de plantas, que
comprende modular la expresion en una planta de un acido nucleico que codifica el polipéptido AZ o un homoélogo
del mismo. Ventajosamente, la realizacion de los procedimientos de acuerdo con la presente memoria descriptiva da
como resultado plantas que tienen rendimiento aumentado, particularmente rendimiento de semillas, con respecto a
plantas de tipo silvestre correspondientes.

” o« » o« ” o« ” o«

Una “referencia”, “planta de referencia”, “control”, “planta de control”, “tipo silvestre” o “planta de tipo silvestre” es en
particular una célula, un tejido, un érgano, una planta, o una parte de la misma, que no se produjo de acuerdo con el
procedimiento descrito en el presente documento. Por consiguiente, las expresiones “tipo silvestre”, “control” o
“referencia” son intercambiables y pueden ser una célula o una parte de la planta tal como un organulo o tejido, o
una planta, que no se ha modificado o tratado de acuerdo con el procedimiento descrito en el presente documento.

Por consiguiente, la célula o una parte de la planta tal como un organulo o una planta utilizada como tipo silvestre,
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control o referencia corresponde a la célula, planta o parte de la misma tanto como sea posible y es en cualquier otra
propiedad aunque en el resultado del proceso como se describe en el presente documento sea idéntica a la materia
objeto como se describe en el presente documento tanto como sea posible. Por lo tanto, el tipo silvestre, control o
referencia se trata de modo idéntico o tan idéntico como sea posible, diciendo Unicamente que las condiciones o
propiedades deben ser diferentes, que no influyen en la calidad de la propiedad sometida a ensayo. Esto significa en
otras palabras que el tipo silvestre indica (1) una planta, que lleva la forma no alterada o no modulada de un gen o
alelo o (2) el material/planta de partida a partir del cual se producen las plantas mediante el proceso o procedimiento
descrito en el presente documento.

Preferentemente, cualquier comparacion entre las plantas de tipo silvestre y las plantas producidas por el
procedimiento de la invencion se realiza en condiciones analogas. La expresion “condiciones analogas” significa que
todas las condiciones tales como, por ejemplo, cultivo o condiciones de cultivo, condiciones de ensayo (tal como
composicion del tampodn, temperatura, sustratos, cepa patégena, concentracion y similar) se mantienen idénticas
entre los experimentos a comparar.

La “referencia”, “control” o “tipo silvestre” es preferentemente un sujeto, por ejemplo, un organulo, una célula, una
tejido, una planta, que no se ha modulado, modificado o tratado de acuerdo con el procedimiento descrito en el
presente documento como se describe en el presente documento y es en cualquier otra caracteristica tan similar a la
materia objeto como se describe en el presente documento como sea posible. La referencia, control o tipo silvestre
es en su genoma, transcriptoma, proteoma o metaboloma tan similar como sea posible al sujeto como se describe
en el presente documento. Preferentemente, la expresion organulo, célula, tejido o planta de “referencia”, “control” o
“tipo silvestre” se refiere a un organulo, célula, tejido o planta, que es casi genéticamente idéntico al organulo, célula,
tejido o planta, como se describe en el presente documento o una parte de la misma, preferentemente 95 %, mas
preferentemente 98 %, incluso mas preferentemente 99,00 %, en particular 99,10 %, 99,30 %, 99,50 %, 99,70 %,
99,90 %, 99,99 %, 99,999 % o mas. Mas preferentemente, la “referencia”, “control” o “tipo silvestre” es un sujeto, por
ejemplo, un organulo, una célula, un tejido, una planta, que es genéticamente idéntico a la planta, organulo, célula
usado de acuerdo con el procedimiento como se describe en el presente documento, excepto que las moléculas de
acido nucleico o el producto génico codificado por las mismas se cambia, modula o modifica de acuerdo con el
procedimiento de la invencion.

El término “expresion” o “expresion génica” es como se define en el presente documento, preferentemente resulta en
la aparicidon de un rasgo fenotipico como una consecuencia de la transcripcion de un gen o genes especificos.

El aumento se refiere a la actividad de las cantidades del polipéptido en una célula, un tejido, un organulo, un érgano
0 un organismo o una parte de los mismos, preferentemente a al menos 5 %, preferentemente al menos 10 % o al
menos 15 %, especialmente preferentemente al menos 20 %, 25 %, 30 % o mas, muy especialmente
preferentemente es al menos 40 %, 50 % o 60 %, mas preferentemente es al menos 70 % o mas en comparacion
con el control, referencia o tipo silvestre.

La expresion “rendimiento aumentado” como se define en el presente documento se considera que significa un
aumento en biomasa (peso) de una o mas partes de una planta, que puede incluir las partes sobre la superficie
(cosechables) y/o partes (cosechables) por debajo de la superficie. En una realizacion preferida, el rendimiento
aumentado es rendimiento de semilla aumentado.

Por lo tanto, dichas partes cosechables son preferentemente semillas, y la realizacion de los procedimientos de la
invencion da como resultado plantas que tienen rendimiento de semilla aumentado con respecto al rendimiento de
semilla de las plantas de control.

Un aumento en el rendimiento de semilla también puede manifestarse como un aumento del tamafio de la semilla
y/o del volumen de la semilla, que también puede influir en la composicion de las semillas (incluyendo contenido y
composicion total de aceite, proteina y carbohidrato).

Tomando el maiz como un ejemplo, un aumento en el rendimiento puede manifestarse como uno o mas de los
siguientes: aumento en el numero de plantas por metro cuadrado, un aumento en el numero de espigas por planta,
un aumento en el nimero de filas, nimero de granos por fila, peso de grano, peso de mil granos, longitud/diametro
de espiga, aumento en el indice de llenado de semilla (que es el numero de semillas llenas dividido entre el nimero
total de semillas y multiplicado por 100), entre otros. Tomando el arroz como un ejemplo, un aumento en el
rendimiento puede manifestarse como un aumento en uno o mas de los siguientes: numero de plantas por metro
cuadrado, numero de paniculas por planta, numero de espiguillas por panicula, nimero de flores (floretes) por
panicula (que se expresa como una proporcion del nimero de semillas llenas dividido entre el nimero de paniculas
primarias), aumento en el indice de llenado de semilla (que es el nimero de semillas llenas dividido entre el nimero
total de semillas y multiplicado por 100), aumento en peso de mil granos, entre otros. Un aumento en el rendimiento
también puede ser resultado de arquitectura modificada o puede ocurrir como un resultado de arquitectura
modificada.

De acuerdo con la memoria descriptiva, la realizacion de los procedimientos de la invencién puede dar como
resultado plantas que tienen un rendimiento aumentado, particularmente produccién de la semilla. Por lo tanto, de
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acuerdo con la presente memoria descriptiva, se proporciona un procedimiento para aumentar el rendimiento de una
planta, cuyo procedimiento comprende modular la expresién en una planta de un acido nucleico que codifica el
polipéptido AZ o un homaologo del mismo.

Dado que las plantas transgénicas como se describe en el presente documento tienen rendimiento aumentado, es
probable que estas plantas presenten una tasa de crecimiento aumentada (durante al menos parte de su ciclo de
vida), con respecto a la tasa de crecimiento de plantas de control en una etapa correspondiente en su ciclo de vida.
La tasa de crecimiento aumentada puede ser especifica a una o mas partes de una planta (incluyendo semillas), o
puede ser sustancialmente en toda la planta. Las plantas que tienen una tasa de crecimiento aumentada pueden
tener un ciclo de vida mas corto. El ciclo de vida de una planta puede significar el tiempo necesario para crecer a
partir de una semilla madura seca hasta la etapa en la que la planta ha producido semillas maduras secas, similar al
material de partida. Este ciclo de vida puede estar influenciado por factores tales como vigor temprano, tasa de
crecimiento, indice de verdor, tiempo de floracion y velocidad de la maduracion de semilla. El aumento en la tasa de
crecimiento puede tener lugar en una o mas etapas en el ciclo de vida de una planta o durante sustancialmente el
ciclo de vida completo de la planta. Una tasa de crecimiento aumentada durante las etapas tempranas en el ciclo de
vida de una planta puede reflejar un vigor potenciado. El aumento en la tasa de crecimiento puede alterar el ciclo de
la cosecha de una planta lo que permite que las plantas se siembren mas tarde y/o se cosechen mas pronto de lo
que de otra manera seria posible (puede obtenerse un efecto similar con el tiempo de floracién mas temprano). Si la
tasa de crecimiento se aumenta suficientemente, puede permitir la siembra adicional de semillas de la misma
especie de la planta (por ejemplo siembra y cosecha de plantas de arroz seguido de siembra y cosecha de plantas
de arroz adicionales todas dentro de un periodo de crecimiento convencional). De manera similar, si la tasa de
crecimiento se aumenta suficientemente, puede permitir la siembra adicional de semillas de diferentes especies de
plantas (por ejemplo, la siembra y cosecha de plantas de maiz seguido de, por ejemplo, la siembra y cosecha
opcional de plantas de soja, patata o cualquier otra planta adecuada). Los tiempos de cosecha adicionales del
mismo rizoma en el caso de algunas plantas de cultivo también pueden ser posible. Alterar el ciclo de cosecha de
una planta puede conducir a un aumento en produccion de biomasa anual por metro cuadrado (debido a un aumento
en el numero de tiempos (dicho en un afio) que se puede cultivar y cosechar cualquier planta particular). Un
aumento en la tasa de crecimiento también puede permitir el cultivo de plantas transgénicas en un area geografica
mas amplia que sus homologos de tipo silvestre, debido a las limitaciones territoriales para cosechar un cultivo a
menudo se determinan por condiciones ambientales adversas en el momento de plantar (estacién temprana) o en el
momento de cosechar (estacion tardia). Dichas condiciones adversas pueden evitarse si se acorta el ciclo de
cosecha. La tasa de crecimiento puede determinarse derivando diversos parametros de curvas de crecimiento,
dichos parametros pueden ser: T-Medio (el tiempo que tarda una planta en alcanzar el 50 % de su tamafio maximo)
y T-90 (el tiempo que tarda una planta en alcanzar el 90 % de su tamafio de maximo), entre otros.

De acuerdo con una caracteristica preferida de la presente memoria descriptiva, la realizacion de los procedimientos
de la invencién proporciona plantas que tienen una tasa de crecimiento aumentada o rendimiento aumentado en
comparacion con plantas de control. Por lo tanto, de acuerdo con la presente memoria descriptiva, se proporciona un
procedimiento para aumentar el rendimiento y/o la tasa de crecimiento en plantas, cuyo procedimiento comprende
modular la expresién en una planta de un acido nucleico que codifica el polipéptido AZ o un homdlogo del mismo.

Un aumento en el rendimiento y/o tasa de crecimiento se produce cuando la planta esta en condiciones de cero
estrés o cuando la planta esta expuesta a diversos tipos de estrés en comparacién con las plantas de control.
Tipicamente las plantas responden a exposicion frente al estrés creciendo mas lentamente. En condiciones de
estrés intenso, la planta puede incluso detener por completo el crecimiento. Por otro lado, estrés leve se define en el
presente documento como cualquier estrés al que se expone una planta que no da como resultado el cese total del
crecimiento de la planta sin la capacidad de reanudar el crecimiento. El estrés leve, como se describe en el presente
documento, conduce a una reduccion en el crecimiento de la planta estresada de menos de 40 %, 35 % o 30 %,
preferentemente menos del 25 %, 20 % o 15 %, mas preferentemente menos del 14 %, 13 %, 12 %, 11 % o0 10% o
menos en comparacion con la planta de control en condiciones de cero estrés. Debido a los avances en las practicas
agricolas (riego, fertilizacion, tratamientos con pesticidas) las formas de estrés intenso no se encuentran
frecuentemente en plantas cultivadas. Como una consecuencia, el crecimiento comprometido inducido por estrés
leve es a menudo una caracteristica indeseable para la agricultura. El estrés leve es un estrés biético y/o abidtico
(ambiental) al cual esta expuesta la planta. El estrés abidtico puede deberse a sequia o a exceso de agua, estrés
anaeradbico, estrés salino, toxicidad quimica, estrés oxidativo y temperaturas altas, frias o heladas. El estrés abidtico
puede ser un estrés osmotico provocado por estrés al agua (particularmente debido a sequia), estrés salino, estrés
oxidativo y un estrés ionico. El estrés bidtico es tipicamente aquel estrés provocado por patdégenos, tales como
bacterias, virus, hongos e insectos.

En particular, los procedimientos descritos en el presente documento pueden realizarse en condiciones de cero
estrés o en condiciones de sequia leve para dar plantas con un rendimiento aumentado con relacién a plantas de
control. Como describen Wang y col. (Planta (2003) 218: 1-14), el estrés abidtico conduce a una serie de cambios
morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos o moleculares que afectan adversamente al crecimiento de las plantas y a su
productividad. Se sabe que la sequia, salinidad, temperaturas extremas y el estrés oxidativo se interconectan y que
pueden inducir dafio celular y en el crecimiento a través de mecanismos similares. Rabbani y col. (Plant Physiol
(2003) 133: 1755-1767) describen un grado particularmente alto de “interferencia” entre estrés por sequia y estrés
por alta salinidad. Por ejemplo, la sequia y/o salinizacion se manifiestan principalmente como estrés osmoético, que
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produce la interrupcion de homeostasis y distribucion de iones en la célula. El estrés oxidativo, que frecuentemente
acompafada alta o baja temperatura, estrés por salinidad o sequia, puede producir desnaturalizacion de las
proteinas funcionales y estructurales. Como una consecuencia, este diverso estrés ambiental a menudo activa rutas
de sefalizacion celular y respuestas celulares similares, tales como la produccién de proteinas de estrés, regulacion
por aumento de antioxidantes, acumulacion de solutos compatibles y paralizacién del crecimiento. La expresion
condiciones de “no estrés”, como se usa en el presente documento, son aquellas condiciones ambientales que no
imponen estrés a las plantas, tales como diversos tipos de estrés descritos anteriormente. Las condiciones de no
estrés permiten el crecimiento 6ptimo de las plantas. Los expertos en la técnica son conscientes de las condiciones
normales en el suelo y de las condiciones climaticas en una localizacién determinada.

La realizacién de los procedimientos como se describe en el presente documento da lugar a plantas cultivadas en
condiciones de cero estrés o en condiciones de sequia leve de rendimiento aumentado con respecto a plantas de
control que crecen en condiciones comparables. Por lo tanto, de acuerdo con la presente memoria descriptiva, se
proporciona un procedimiento para aumentar el rendimiento en plantas que crecen en condiciones de cero estrés o
en condiciones de sequia leve, cuyo procedimiento comprende aumentar la expresion en una planta de un acido
nucleico que codifica un polipéptido AZ.

Como se describe en el presente documento, el aumento del rendimiento y/o tasa de crecimiento se produce de
acuerdo con los procedimientos de la presente memoria descriptiva en condiciones de cero estrés.

La realizacion de los procedimientos como se describe en el presente documento da lugar a plantas que crecen en
condiciones de déficit de nutrientes, particularmente en condiciones de déficit de nitrégeno, rendimiento aumentado
con respecto a plantas de control que se cultivan en condiciones comparables. Por lo tanto, de acuerdo con la
presente memoria descriptiva, se proporciona un procedimiento para aumentar el rendimiento en plantas que se
cultivan en condiciones de déficit de nutrientes, cuyo procedimiento comprende aumentar la expresion en una planta
de un acido nucleico que codifica un polipéptido AZ. El déficit de nutrientes puede resultar de una carencia de
nutrientes, tales como nitrégeno, fosfatos y otros compuestos que contienen fosforo, potasio, calcio, cadmio,
magnesio, manganeso, hierro y boro, entre otros.

Los procedimientos como se describe en el presente documento son ventajosamente aplicables a cualquier planta.
Las caracteristicas de cultivo mencionadas anteriormente pueden modificarse ventajosamente en cualquier planta.
Las plantas que son particularmente Utiles en los procedimientos descritos en el presente documento incluyen todas
las plantas que pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas
que incluyen forraje o leguminosas forrajeras, plantas ornamentales, cultivos alimenticios, arboles o arbustos. Como
se describe en el presente documento, la planta es una planta de cultivo. Ejemplos de plantas de cultivo incluyen
soja, girasol, canola, alfalfa, colza, algodén, tomate, patata y tabaco. Adicionalmente de modo preferente, la planta
es una planta monocotiledonea. Ejemplos de plantas monocotiledéneas incluyen cafa de azucar. Mas
preferentemente la planta es un cereal. Ejemplos de cereales incluyen arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno,
triticale, sorgo y avena.

Otras plantas ventajosas se seleccionan del grupo que consiste en Asteraceae, tal como los géneros Helianthus,
Tagetes, por el ejemplo las especies Helianthus annuus [girasol], Tagetes lucida, Tagetes erecta o Tagetes tenuifolia
[caléndula]; Brassicaceae tal como el género Brassica, por ejemplo las especies Brassica napus, Brassica rapa ssp.
[canola, colza, nabo]; Fabaceae tal como el género Glycine por ejemplo las especies Glycine max, Soja hispida o
Soja max [soja); Linaceae tal como el género Linum, por ejemplo las especies Linum usitatissimum, [lino, linaza];
Poaceae tal como los géneros Hordeum, Secale, Avena, Sorghum, Oryza, Zea, Triticum por ejemplo las especies
Hordeum vulgare [cebada), Secale cereale [centeno], Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var.
sativa, Avena hybrida [avena], Sorghum bicolour [sorgo, mijo], Oryza sativa, Oryza latifolia [arroz], Zea mays
[mazorca, maiz] Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum macha, Triticum
sativum o Triticum vulgare [trigo, trigo harinero, trigo comun]; Solanaceae tal como los géneros Solanum,
Lycopersicon por ejemplo las especies Solanum tuberosum [patata], Lycopersicon esculentum, Lycopersicon
lycopersicum, Lycopersicon pyriforme, Solanum integrifolium o Solanum lycopersicum [tomate].

La expresion “polipéptido AtAZ o un homdlogo del mismo” como se define en el presente documento se refiere a
proteinas que comprenden al menos una repeticion de anquirina y al menos un dominio C3H1 de dedo de Cinc,
cuya repeticion de anquirina se localiza cadena arriba del dominio C3H1. Preferentemente, la proteina AZ
comprende dos repeticiones de anquirina y dos dominios C3H1 de dedo de Cinc, tal como en la proteina
representada en la SEC ID N°: 2. Ademas preferentemente, las dos repeticiones de anquirina se localizan proximas
entre si. Preferentemente de manera adicional, los dominios C3H1 de dedo de Cinc también se localizan préximos
entre si y en el extremo C de las repeticiones de anquirina. En la SEC ID N°: 2, las repeticiones de anquirina se
localizan en las posiciones D90 a R120 y D125 a L157, los dos dominios de dedo de Cn se localizan en las
posiciones H301 a V327 y Q336 a P359 (Figura 1).

También preferentemente, la proteina AtAZ comprende al menos una de las siguientes secuencias consenso:

(P/A)CSRAY(S/T)HDWTEC (motivo 1, SEC ID N°: 3)
HPGENARRRDPR (motivo 2, SEC ID N°: 4)
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HG(V/I)FE(C/S)WLHP(A/S)QY(R/K)TRLCK (motivo 3, SEC ID N°: 5)
CFFAH (motivo 4, SEC ID N°: 6)

Preferentemente el motvo 1 es PCSRAYSHDWTEC, y e motivo 3 es preferentemente
HGVFECWLHPAQYRTRLCK.

Mas preferentemente, la proteina AtAZ comprende dos de los motivos mencionados anteriormente, especialmente
de modo preferente 3 de los motivos mencionados anteriormente, mas preferentemente los cuatro motivos.

La repeticion de anquirina (SMART SM00248, Interpro IPR002110), como se describe en la base de datos Interpro,
es uno de los motivos de interaccion proteina-proteina mas habituales en la naturaleza. Las repeticiones de
anquirina son moléculas repetidas (normalmente en tdndem) normalmente de aproximadamente 33 aminoacidos. Se
producen en una gran cantidad de proteinas funcionalmente diversas principalmente de eucariotas. Los pocos
ejemplos conocidos de procariotas y virus pueden ser el resultado de transferencias génicas horizontales. La
repeticion se ha encontrado en proteinas de diversa funcién tales como iniciadores transcripcionales, reguladores
del ciclo celular, transportadores citoesqueléticos, idnicos y transductores de sefiales. El pliegue de anquirina parece
definirse por su estructura en lugar de por su funcién ya que no reconoce universalmente ninguna secuencia o
estructura especifica. El plegamiento conservado de la unidad de repeticion de anquirina se conoce a partir de
diversas estructuras cristalinas y en solucion. Cada repeticion se pliega en una estructura de hélice-bucle-hélice con
una regioén beta-horquilla/bucle que se proyecta fuera de las hélices a un angulo de 90°. Las repeticiones se apilan a
la vez para formar una estructura en forma de L.

Se piensa que el dominio de dedo de Cinc ZnF_C3H1 (también conocido como Znf CCCH, SMART SM00356;
Interpro IPR000571), como se describe en la base de datos Interpro, esta implicado en la unién a ADN. Los dedos
de Cinc existen como tipos diferentes, dependiendo de las posiciones de los restos de cisteina. Las proteinas que
contienen dominios de dedo de Cinc del tipo C-x8-C-x5-C-x3-H (representando x en el presente documento
cualquier aminoacido y los digitos 8, 5 y 3 el niumero de aminoacidos entre los restos C o H conservados) incluyen
proteinas de dedo de cinc de eucariotas implicadas en el ciclo celular o regulacion relacionada con la fase de
crecimiento, por ejemplo TIS11B humano (factor 1 de respuesta a butirato), una probable proteina reguladora
implicada en la regulacion de la respuesta a factores de crecimiento, y la proteina nuclear inducible por el factor de
crecimiento TTP de ratén, que tiene la misma funcién. La proteina TTP de ratén esta inducida por factores de
crecimiento. Otra proteina que contiene este dominio es la subunidad de 35 Kd del factor de corte y empalme
humano U2AF, que desempefia una funcion critica en el corte y empalme dependiente de potenciador y constitutivo
mediando interacciones proteina-proteina esenciales e interacciones proteina-ARN necesarias para la seleccion en
el sitio de corte y empalme 3'. Se ha observado que diferentes proteinas de dedo de Cinc CCCH interaccionan con
la region no traducida 3’ de diversos ARNm. Es muy frecuente que este tipo de dedo cinc esté presente en dos
copias.

La Figura 2 describe las secuencias consenso como se definen en la base de datos SMART para el dominio de
anquirina y el dominio de dedo de cinc; sin embargo debe observarse que estas secuencias consenso podrian estar
sesgadas hacia secuencias de proteinas animales.

Los términos “domino” y “motivo” se definen en la seccion “definiciones” del presente documento. Existen bases de
datos especialistas para la identificacion de dominios. El dominio C3H1 o de anquirina en una proteina AZ puede
identificarse usando, por ejemplo, SMART (Schultz y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864; Letunic y
col. (2002) Nucleic Acids Res 30, 242-244), InterPro (Mulder y col., (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., pags. 53-61, AAAIPress, Menlo
Park; Hulo y col., Nucl. Acids. Res. 32: D134-D137, (2004)) or Pfam (Bateman y col., Nucleic Acids Research 30(1):
276-280 (2002)) o Pfam (Bateman y col., Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002)). En el servidor proteémico
ExPASY se encuentra disponible un conjunto de herramientas para analisis por ordenador de las secuencias de
proteina (proporcionado por el Swiss Institute of Bioinformatics (Gasteiger y col., ExXPASYy: the proteomics server for
in-depth protein knowledge and analysis, Nucleic Acids Res. 31: 3784-3788(2003)). La secuencia de la proteina AZ
se analizé con la herramienta SMART (version 4.1; Schultz y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864;
Letunic y col. (2002) Nucleic Acids Res 30, 242-244) y se uso para seleccionar la base de datos Pfam (Version 17.0,
marzo de 2005; Bateman y col. (2004) Nucl. Acids Res. 32, D138-141) e InterPro (Release 11.0, 26 de julio de 2005;
Mulder y col. (2005) Nucl. Acids. Res. 33, D201-205).

Alineando otras secuencias de proteina con la SEC ID N°: 2, las secuencias consenso correspondientes, el dominio
C3H1, el dominio de anquirina u otros motivos de secuencia pueden identificarse facilmente. De este modo, los
polipéptidos AZ u homologos de los mismos (que incluyen ortélogos y paralogos) pueden identificarse facilmente,
utilizando técnicas rutinarias bien conocidas en la técnica, tal como mediante alineamiento de secuencias. Los
procedimientos para el alineamiento de las secuencias para comparaciéon son bien conocidos en la técnica, dichos
procedimientos incluyen GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA. GAP utiliza el algoritmo de Needleman y
Wunsch ((1970) J Mol Biol 48: 443-453) para encontrar el alineamiento de las dos secuencias que maximizan el
numero de emparejamientos y minimiza el nimero de espacios. El algoritmo BLAST (Altschul y col. (1990) J Mol Biol
215: 403-10) calcula el porcentaje de identidad de secuencia y desarrolla un analisis estadistico de la similitud entre
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las dos secuencias. El programa informatico para realizar el analisis BLAST esta publicamente disponible a través
del National Centre for Biotechnology Information. Los homologos pueden identificarse facilmente utilizando, por
ejemplo, el algoritmo de alineamiento de secuencia multiple ClustalW (version 1.83), con los parametros de
alineamiento por pares predeterminados, y un procedimiento de clasificacion en porcentaje. Los porcentajes
globales de similitud e identidad también pueden determinarse utilizando uno de los procedimientos disponibles en el
paquete informatico MatGAT (Campanella y col., BMC Bioinformatics. 10 de julio, 2003; 4: 29. MatGAT: una
aplicacién que genera matrices de similitud/identidad utilizando las secuencias de ADN o proteina.). Puede
realizarse edicion manual menor para optimizar el alineamiento entre los motivos conservados, como seria obvio
para un experto en la técnica. Adicionalmente, en lugar de utilizar las secuencias de longitud completa para la
identificacion de homologos, también pueden utilizarse dominios especificos (tal como el dominio C3H1 o de
anquirina o uno de los motivos definidos anteriormente). Los valores de identidad de secuencia, que se indican
adelante como un porcentaje, se determinaron sobre el dominio conservado o sobre la secuencia de acidos
nucleicos o aminoacidos completa utilizando los programas mencionados anteriormente utilizando parametros
predeterminados.

En la Tabla 1 del Ejemplo 1 se proporcionan ejemplos de proteinas AZ u homologos de los mismas.

Las secuencias que se encuentran bajo la definicion de “polipéptido AZ u homdlogo del mismo” como se define en la
reivindicacion 1 y preferentemente comprenden también al menos una de las secuencias consenso de las SEC ID
Nos: 3, 4, 5 0 6 como se define anteriormente, pueden ser adecuadas para su uso en los procedimientos de la
invencion. Preferentemente, el polipéptido es un polipéptido de Arabidopsis thaliana.

En el término “homdlogos” se incluyen las secuencias ortélogas y las secuencias paralogas. Ortdlogos y paralogos
pueden encontrarse realizando una busqueda BLAST denominada reciproca. Esta puede realizarse mediante un
primer BLAST que implica una secuencia de consulta BLASTing (por ejemplo, SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2) contra
cualquier base de datos de secuencia, tal como la base de datos NCBI publicamente disponible. BLASTN o
TBLASTX (utilizando valores predeterminados convencionales) pueden utilizarse cuando se parte de una secuencia
de nucleétidos, y BLASTP o TBLASTN (usando valores predeterminados convencionales) pueden usarse cuando se
parte de una secuencia de proteina. Los resultados BLAST pueden filtrarse opcionalmente. Las secuencias de
longitud completa de los resultados filtrados o no filtrados vuelven después a buscarse con BLAST (segundo
BLAST) contra las secuencias del organismo del cual deriva la secuencia de consulta (donde la secuencia de
consulta es la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2, por lo que el segundo BLAST se realizaria contra las secuencias de
Arabidopsis). Despues se comparan los resultados del primer y segundo BLAST. Se identifica un paralogo si un
acierto de alta clasificacion del segundo BLAST es de la misma especie de la que deriva la secuencia de consulta;
un ortélogo se identifica si un acierto de alta clasificacion no es de la misma especie del que deriva la de secuencia
de consulta. Los ortélogos preferidos son los ortélogos de la SEC ID N°% 1 o SEC ID N° 2. Los aciertos de alta
clasificacion son aquellos que tienen un valor E bajo. Cuanto menor es el valor E, mas significativa la clasificacion (o
en otras palabras menor es la probabilidad de que se encuentre el acierto casualmente). El calculo del valor E es
bien conocido en la técnica. Ademas de los valores E, las comparaciones también se clasifican mediante el
porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad se refiere al niumero de nucleétidos (o aminoacidos) idénticos
entre las dos secuencias de acidos nucleicos (o polipéptido) sobre una longitud particular. Preferentemente, la
puntuacion es mayor de 50, mas preferentemente mayor de 100; y preferentemente el valor E es menor de e-5, mas
preferentemente menor de e-6. En el caso de grandes familias, puede usarse ClustalW, seguido de la generacion de
un arbol de unién del vecino mas préoximo para ayudar a visualizar el agrupamiento de los genes relacionados y
para identificar los ortélogos y paralogos. Ejemplos de secuencias ortdlogas ala SEC ID N°: 2 incluyen la SEC ID N°:
11, SEC ID N°: 15y SEC ID N°: 17. La SEC ID N°: 19 es un ejemplo de un paralogo de la SEC ID N°: 2.

La memoria descriptiva describe proteinas de AZ que tienen, ademas de al menos una repeticién de anquirina y al
menos un dominio C3H1, en orden creciente de preferencia, una identidad de secuencia de al menos 26 %, 30 %,
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % con la
proteina de SEC ID N°: 2. La matriz mostrada en la Figura 3 (Matriz A) muestra similitudes e identidades (en negrita)
sobre la longitud completa de diversas proteinas AZ. En caso de comparar solo dominios especificos, la identidad o
similitud puede ser mayor entre las proteinas diferentes (Matriz B: comparacion de una secuencia con dominio de
dedo de Cn).

Puede realizarse un ensayo para determinar la actividad AZ. La actividad de union a ADN e interacciones proteina-
proteina pueden determinarse facilmente in vitro o in vivo usando técnicas bien conocidas en el campo. Ejemplos de
ensayos in vitro para la actividad de unién a ADN incluyen: analisis de retraso en gel o analisis de un hibrido en
levadura. Un ejemplo de un ensayo in vitro para interacciones proteina-proteina es el analisis de doble hibrido en
levadura (Fields y Song (1989) Nature 340: 245-6).

Ademas, como se describe en el presente documento, la expresion en plantas de la proteina AZ o de un homdlogo
de la misma, y en particular en arroz, tiene el efecto de aumentar el rendimiento de la planta transgénica cuando se
compara con plantas de tipo silvestre correspondientes, donde el rendimiento aumentado comprende al menos uno
de: peso total de semillas, nimero total de semillas y nimero de semillas llenas.

Un polipéptido de AZ u homologo del mismo, como se define en el presente documento, esta codificado por un acido
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nucleico/gen AZ. Por lo tanto, la expresion “acido nucleico/gen AZ” como se define en el presente documento, es
cualquier acido nucleico/gen que codifica un polipéptido AZ o un homdlogo del mismo como se define anteriormente.
Los ejemplos de acidos nucleicos AZ incluyen, pero sin limitacion, los representados en la Tabla A del Ejemplo 1.
Los acidos nucleicos/genes AZ y variantes de los mismos pueden ser adecuados en la realizacion practica de los
procedimientos descritos en el presente documento. Preferentemente, las variantes de un gen AZ originado de
Arabidopsis thaliana. Los acidos nucleicos/genes de AZ variantes incluyen partes de un acido nucleico/gen AZ,
variantes de cortes y empalme, variantes alélicas y/o acidos nucleicos que pueden hibridarse con un &acido
nucleico/gen AZ.

En el presente documento la referencia a una “secuencia de acidos nucleicos” se considera que significa una forma
polimérica de un polimero de desoxirribonucledtido o ribonucledtido de cualquier longitud, mono o bicatenario o
analogos del mismo, que tiene la caracteristica esencial de un ribonucledétido natural en que puede hibridarse con
secuencias de acidos nucleicos de una manera similar a polinucleétidos de origen natural.

El término porcién, como se describe en el presente documento, se refiere a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido que comprende al menos una repeticion de anquirina y al menos un dominio de dedo Zn C3H1. Una
porcién puede prepararse, por ejemplo, realizando una o mas deleciones en un acido nucleico AZ. Las porciones
pueden usarse en forma aislada o pueden fusionarse con otras secuencias codificantes (o no codificantes) para, por
ejemplo, producir una proteina que combine varias actividades. Cuando se fusiona con ofras secuencias
codificantes, el polipéptido resultante producido después de la traduccion puede ser mas grande que el esperado
para el fragmento AZ. La porcion tiene tipicamente al menos 500, 700 o 900 nucledtidos de longitud,
preferentemente al menos 1100, 1300 o 1500 nucledtidos de longitud, mas preferentemente al menos 1700, 1900 o
2100 nucledtidos de longitud y mas preferentemente al menos 2300 o 2400 nucledtidos de longitud.
Preferentemente, la porcién es una porcion de un acido nucleico como se representa en la Tabla A del Ejemplo 1.
Mas preferentemente, la porcién de un acido nucleico AZ es como se representa en la SEC ID N° 1 o SEC ID N°:
53.

n o« n o«

Las expresiones “fragmento”, “fragmento de una secuencia” o “parte de una secuencia”, “porcién” o “porcion de la
misma” significa una secuencia truncada de la secuencia original a la que se hace referencia. La secuencia truncada
(secuencia de acidos nucleicos o proteinas) puede variar ampliamente en longitud; siendo el tamafio minimo una
secuencia de suficiente tamario para proporcionar una secuencia con al menos una funcion y/o actividad comparable
de la secuencia original a la que se hace referencia o que se hibrida, en condiciones rigurosas, con la molécula de
acido nucleico como se describe en el presente documento o se usa en el procedimiento como se describe en el
presente documento, aunque que el tamafio maximo no es critico. En algunas aplicaciones, normalmente el tamafio
maximo no es sustancialmente mayor que el necesario para proporcionar la actividad y/o funciéon (o funciones)
deseadas de la secuencia original. Una funcién comparable significa al menos 40 %, 45 % o 50 %, preferentemente
al menos 60 %, 70 %, 80 % o 90 % o mas de la funcion de la secuencia original.

Otra variante de un acido nucleico/gen AZ como se define en el presente documento es un acido nucleico que puede
hibridarse en condiciones de rigurosidad reducida, preferentemente en condiciones rigurosas, con un &acido
nucleico/gen AZ como se ha definido en el presente documento anteriormente o con una porcion como se ha
definido en el presente documento anteriormente. La secuencia de hibridaciéon tiene tipicamente al menos 300
nucledtidos de longitud, preferentemente al menos 400 nucleétidos de longitud, mas preferentemente al menos 500
nucledtidos de longitud y mas preferentemente al menos 600 nucleétidos de longitud.

Preferentemente, la secuencia de hibridacion es una que puede hibridarse con un acido nucleico como se
representa por la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 10, SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 18, SEC
ID N°: 20, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 24, SEC ID N°: 26, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 32, SEC ID N°:
34, SEC ID N°: 36, SEC ID N°: 38, SEC ID N°: 40, SEC ID N°: 42 o SEC ID N°: 53 o con una porcion de cualquiera
de las secuencias mencionadas anteriormente, una porcion como se ha definido anteriormente. Mas
preferentemente, la secuencia de hibridaciéon puede hibridarse con la SEC ID N°: 1, con la SEC ID N°: 53 o con
porciones (o sondas) de las mismas. En la técnica se conocen bien procedimientos para disefiar sondas. Las sondas
tienen generalmente una longitud menor de 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, preferentemente menor de
500 pb, 400 pb, 300 pb 200 pb o 100 pb. Normalmente, las longitudes de sonda para hibridaciones de ADN-ADN, tal
como transferencia de Southern, varian entre 100 y 500 pb, mientras que la region de hibridacién en sondas para
hibridaciones de ADN-ADN, tales como en amplificacién por PCR, generalmente son mas cortas que 50 pero mas
largas que 10 nucledtidos, preferentemente tienen una longitud de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 pb.

Son también utiles en los procedimientos de la invencion, acidos nucleicos que codifican homologos (incluyendo
ortélogos o paralogos) de la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID N°: 2 o derivados de la misma.

Otra variante de acido nucleico util en los procedimientos descritos en el presente documento es una variante de
corte y empalme que codifica un polipéptido AZ como se define anteriormente. Como se describe en el presente
documento las variantes de corte y empalme son variantes de corte y empalme del acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende al menos una repeticién de anquirina y al menos un dominio C3H1. Preferentemente, el
polipéptido AZ o el homologo del mismo codificado por la variante de corte y empalme tiene una identidad de
secuencia al menos 26 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
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96 %, 97 %, 98 % 0 99 % con la SEC ID N°: 2. Adicionalmente, la memoria descriptiva describe variantes de corte y
empalme representadas por los acidos nucleicos representados en la Tabla A del Ejemplo 1. Por ejemplo, la SEC ID
N°: 25 y SEC ID N°: 47 estan codificadas por variantes de corte y empalme del mismo gen. Por ejemplo la variante
de corte y empalme representada por la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 53.

Otra variante de acido nucleico util en los procedimientos descritos en el presente documento es una variante alélica
de un acido nucleico que codifica un polipéptido AZ como se define anteriormente. Preferentemente, el polipéptido
codificado por la variante alélica esta representado por las secuencias polipeptidicas indicadas en la Tabla A del
Ejemplo 1. Mas preferentemente, la variante alélica que codifica AZ se representa por la SEC ID N°: 1.

Una variante de acido nucleico adicional util en los procedimientos descritos en el presente documento es una
variante de acido nucleico obtenida por combinacion de genes. Ademas, puede usarse mutagénesis dirigida a sitio
para generar variantes de acidos nucleicos AZ. Se dispone de diversos procedimientos para realizar mutagénesis
dirigida a sitio; siendo los mas habituales los procedimientos basados en PCR (Current Protocols in Molecular
Biology. Wiley Eds.).

Por lo tanto, la memoria descriptiva describe un procedimiento para aumentar el rendimiento y/o la tasa de
crecimiento de una planta, que comprende modular la expresién en una planta de una variante de un acido nucleico
AZ seleccionado entre:

(i) una porcién de un acido nucleico AZ;

(i) un acido nucleico que se hibrida con un acido nucleico AZ;

(iii) una variante de corte y empalme de un acido nucleico que codifica un polipéptido AZ; y

(iv) una variante alélica de un acido nucleico que codifica un polipéptido AZ; y

(v) una variante de acido nucleico que codifica un polipéptido AZ obtenida por combinacién de genes o
mutagénesis dirigida a sitio.

El acido nucleico AZ o variante del mismo, como se define en el presente documento, puede derivar de cualquier
fuente natural o artificial. Este acido nucleico puede modificarse de su forma nativa en composicion y/o en medio
gendmico a través de manipulacién humana deliberada. El acido nucleico es preferentemente de origen vegetal,
adicionalmente preferentemente de una especie dicotiledénea, mas preferentemente de la familia Brassicaceae,
mas preferentemente de Arabidopsis thaliana. Mas preferentemente, el acido nucleico AZ es la secuencia de
Arabidopsis thaliana representada por la SEC ID N°: 1, y la secuencia de aminoacidos AZ es como se representa en
la SEC ID N° 47. Como alternativa, el acido nucleico AZ representado por la SEC ID N° 53 o la secuencia de
aminoacidos AZ como se representa por la SEC ID N° 47 también puede ser util en los procedimientos de la
presente invencion.

Por lo tanto, cualquier referencia en el presente documento a un polipéptido AZ se entiende que se refiere a una
proteina AZ como se define anteriormente. Cualquier acido nucleico que codifique dicha proteina AZ es adecuado
para su uso en los procedimientos como se describe en el presente documento.

De acuerdo con la presente memoria descriptiva, se contempla la expresion modulada, preferentemente aumentada,
del acido nucleico AZ o variante del mismo. Procedimientos para aumentar la expresion de genes o productos
génicos estan bien documentados en la técnica. La expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de AZ puede modularse introduciendo una modificacion genética, que puede introducirse, por ejemplo,
mediante cualquiera de uno (o0 mas) de los siguientes procedimientos: activacion de ADN-T, TILLING, mutagénesis
dirigida a sitio, evolucién dirigida y recombinacion homologa o introduciendo y expresando en una planta un acido
nucleico que codifique un polipéptido AZ o un homologo del mismo. Después de la introduccion de la modificacion
genética, viene una etapa de seleccion para la expresion modificada de un acido nucleico que codifica un polipéptido
AZ o un homologo del mismo, cuya modificacion en la expresion da lugar a plantas con rendimiento aumentado. En
la técnica también se conocen procedimientos para disminuir la expresiéon de genes o productos génicos.

La activacion de ADN-T se describe anteriormente. En el locus de un gen AZ también puede introducirse una
modificacion genética usando la técnica de TILLING (Induccién Dirigida de Lesiones Locales en el Genoma). El
locus de un gen, como se define en el presente documento, se entiende que se refiere a una region gendémica, que
incluye el gen de interés y 10 kb cadena arriba o cadena abajo de la regién codificante. Puede usarse mutagénesis
dirigida a sitio para generar variantes de acidos nucleicos AZ. Se dispone de diversos procedimientos para realizar
mutagénesis dirigida a sitio; siendo los mas comunes los procedimientos basados en PCR (Current Protocols in
Molecular Biology. Wiley Eds.). De acuerdo con la presente memoria descriptiva puede aplicarse recombinacion
homologa.

La memoria descriptiva describe un procedimiento para introducir una modificacion genética que consiste en
introducir y expresar, en una planta, un acido nucleico que codifica un polipéptido AZ o un homdlogo del mismo
como se define anteriormente. El acido nucleico a introducir en una planta puede ser un acido nucleico de longitud
completa o puede ser una porcién o una secuencia de hibridacién como se ha definido anteriormente en el presente
documento.

Adicionalmente, la memoria descriptiva describe construcciones genéticas y vectores para facilitar la introduccion y/o
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expresion de las secuencias de nucleétidos utiles en los procedimientos como se describe en el presente
documento.

Por lo tanto, se describe una construccién génica que comprende:

(i) un acido nucleico AZ o variante del mismo como se define anteriormente en el presente documento;
(i) una o mas secuencias de control unidas operativamente a la secuencia de acidos nucleicos de (i);

En los procedimientos, como se describe en el presente documento, pueden crearse construcciones utiles utilizando
tecnologia de ADN recombinante bien conocida por los expertos en la técnica. Las construcciones génicas pueden
insertarse en vectores, que pueden adquirirse en el comercio, adecuados para la transformacién en plantas y
adecuados para la expresion del gen de interés en las células transformadas. Por lo tanto, la memoria descriptiva
describe el uso de una construccién génica, como se ha definido anteriormente en el presente documento, en los
procedimientos como se describe en el presente documento.

Las plantas se transforman con un vector que comprende la secuencia de interés (es decir, un acido nucleico que
codifica un polipéptido AZ u homologo del mismo). El experto es consciente de los elementos genéticos que deben
estar presentes en el vector para realizar satisfactoriamente la transformacion, seleccion y propagacion de células
hospedadoras que contienen la secuencia de interés. La secuencia de interés esta unida operativamente a una o
mas secuencias de control (al menos a un promotor). Las expresiones “elemento regulador”, “secuencia de control’ y
“promotor” se han definido anteriormente. Ventajosamente, puede utilizarse cualquier tipo de promotor para dirigir la

expresion de la secuencia de acidos nucleicos.

Generalmente se conocen promotores adecuados, que son funcionales en plantas. Estos pueden tener forma de
promotores constitutivos o inducibles. Promotores adecuados pueden permitir la expresion especifica de desarrollo
y/o tejido en eucariotas multicelulares; por tanto, promotores especificos de hoja, raiz, flor, semilla, estroma,
tubérculo o fruta pueden usarse ventajosamente en plantas.

Diferentes promotores de plantas que pueden usarse en plantas son promotores tales como, por ejemplo, el
promotor USP, LegB4, CD3 o el promotor de ubiquitina de perejil.

Un promotor “de planta” comprende elementos reguladores, que median la expresion de un segmento de secuencia
codificante en células de plantas. Por consiguiente, un promotor de planta no necesariamente es de origen vegetal,
sino que puede originarse de virus o microorganismos, en particular, por ejemplo, de virus que atacan a células de
plantas.

El promotor “de planta” también puede originarse una célula de planta, por ejemplo, de la planta que se transforma
con la secuencia de acido nucleico a expresar en el proceso de la invencion y como se describe en el presente
documento. Esto también se aplica a las otras sefales reguladores “de plantas”, por ejemplo en terminadores “de
plantas”.

Para la expresion en plantas, la molécula de acido nucleico debe, como se ha descrito anteriormente, estar unida
operativamente a o comprender un promotor adecuado que exprese el gen en el momento temporal correcto y de
una manera especifica de célula o de tejido. Son promotores utiles los promotores constitutivos (Benfey y col.,
EMBO J. 8 (1989) 2195-2202), tales como los que se originan de virus de plantas, tal como 35S CAMV (Franck y
col., Cell 21 (1980) 285-294), 19S CaMV (véanse también los documentos US 5352605 y WO 84/02913), 34S FMV
(Sanger y col., Plant. Mol. Biol., 14, 1990: 433-443), el promotor de ubiquitina de perejil, o0 promotores de plantas
tales como el promotor de la subunidad pequefia de Rubisco descrito en el documento US 4.962.028 o los
promotores PRP1 de plantas [Ward y col., Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, PGEL1, OCS [Leisner (1988) Proc Natl
Acad Sci USA 85(5): 2553-2557], lib4, usp, mas [Comai (1990) Plant Mol Biol 15 (3): 373-381], STLS1, ScBV
(Schenk (1999) Plant Mol Biol 39(6): 1221-1230), B33, SAD1 o SAD2 (promotores de lino, Jain y col., Crop Science,
39 (6), 1999: 1696-1701) o nos [Shaw y col. (1984) Nucleic Acids Res. 12(20): 7831-7846]. Ejemplos adicionales de
promotores constitutivos de plantas son los promotores ATPasa-V de la remolacha azucarera (documento WO
01/14572). Ejemplos de promotores constitutivos sintéticos son el promotor Super (documento WO 95/14098) y
promotores derivados de cajas G (documento WO 94/12015). Si fuera apropiado, adicionalmente también se usan
promotores quimicamente inducibles, comparense los documentos EP-A 388186, EP-A 335528, WO 97/06268. La
expresion estable, constitutiva de las proteinas como se describe en el presente documento de una planta puede ser
ventajosa. Sin embargo, la expresion inducible del polipéptido como se describe en el presente documento es
ventajosa, si, por ejemplo, la expresion tardia antes de la cosecha es de ventaja, ya que la manipulacion metabdlica
puede conducir a retrasar el crecimiento de la planta.

La expresion de genes de plantas también puede facilitarse mediante un promotor quimicamente inducible. Los
promotores quimicamente inducibles son particularmente adecuados cuando se desea expresar el gen de una
manera especifica del tiempo. Son ejemplos de dichos promotores un promotor inducible por acido salicilico
(documento WO 95/19443) y un promotor inducible por acido abscisico (documento EP 335 528), un promotor
inducible por tetraciclina (Gatz y col. (1992) Plant J. 2, 397-404), un promotor inducible por ciclohexanol o etanol
(documento WO 93/21334) u otros como se describe en el presente documento.
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Otros promotores adecuados son aquellos que reaccionan frente a condiciones de estrés bidtico o abidtico, por
ejemplo el promotor del gen PRP1 inducido por patégenos (Ward y col., Plant. Mol. Biol. 22 (1993) 361-366), €l
promotor hsp80 termoinducible del tomate (documento US 5.187.267), el promotor alfa-amilasa inducible por frio de
la patata (documento WO 96/12814) o el promotor pinll inducible por dafios (documento EP-A-0 375 091) u otros
como se describe en el presente documento.

En el presente documento se describen promotores en particular aquellos que efectian expresion de genes en
tejidos y 6rganos, en células de semilla, tales como células de endospermo y células del embrién en desarrollo. Son
promotores adecuados el promotor del gen napina de colza (documento US 5.608.152), el promotor USP de Vicia
faba (Baeumlein y col., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67), el promotor de olesina de Arabidopsis (documento
WO 98/45461), el promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris (documento US 5.504.200), el promotor Bce4 de
Brassica (documento WO 91/13980), el promotor arc5 de alubia, el promotor DcG3 de zanahoria, o el promotor B4
de Legumina (LeB4; Baeumlein y col., 1992, Plant Journal, 2 (2): 233-9) y promotores que efectian la expresion
especifica de semilla en plantas monocotiledéneas tales como maiz, cebada, trigo, centeno, arroz y similares.
Promotores especificos de semilla ventajosos son el promotor de proteina de unién a sacarosa (documento WO
00/26388), el promotor de faseolina y el promotor de napina. Promotores adecuados que deben tenerse en cuenta
son el promotor del gen Ipt2 o Ipt1 de cebada (documentos WO 95/15389 y WO 95/23230) y los promotores
descritos en el documento WO 99/16890 (promotores del gen de hordeina de cebada, del gen de glutelina de arroz,
del gen de orizina de arroz, del gen de prolamina de arroz, del gen de gliadina de trigo, del gen de glutelina de trigo,
del gen de zeina de maiz, del gen de glutelina de cebada, del gen de kasirina de sorgo y del gen de secalina de
centeno). Otros promotores adecuados son Amy32b, Amy 6-6 y Aleuraina [documento US 5.677.474], Bce4 (colza)
[documento US 5.530.149], glicinina (soja) [documento EP 571 741], fosfoenolpiruvato carboxilasa (soja) [documento
JP 06/62870], ADR12-2 (soja) [documento WO 98/08962], isocitrato liasa (colza) [documento US 5.689.040] o a-
amilasa (cebada) [documento EP 781 849]. Otros promotores que estas disponibles para la expresion de genes en
plantas son los promotores especificos de hoja tales como los descritos en el documento DE-A 19644478 o
promotores regulados por luz tales como, por ejemplo, el promotor petE del guisante.

Otros promotores de plantas adecuados son el promotor de FBPasa citosélico o el promotor de ST-LSI de la patata
Stockhaus y col., EMBO J. 8, 1989, 2445), el promotor de fosforribosil pirofosfato aminotransferasa de Glycine max
(N° de entrada GenBank U87999) o el promotor especifico de nodo descrito en el documento EP-A-0 249 676.

De acuerdo con una caracteristica preferida de la invencién, el acido nucleico AZ o variante del mismo como se
define en el presente documento esta unido operativamente a un promotor especifico de semilla. EI promotor
especifico de semilla puede ser activo durante el desarrollo de la semilla y/o durante la germinacién. Los promotores
especificos de semilla son bien conocidos en la técnica. Preferentemente, el promotor especifico de semilla es un
promotor especifico de embridn/especifico de endospermo/especifico de aleurona. Preferentemente ademas, el
promotor especifico de semilla conduce la expresion en al menos uno de: embridn, endospermo y aleurona. Mas
preferentemente, el promotor es un promotor WSI18 o un promotor funcionalmente equivalente. Mas
preferentemente, la secuencia promotora es como se representa en la SEC ID N°: 9 o SEC ID N°: 55. Anteriormente
se han proporcionado ejemplos de otros promotores especificos de semilla (promotores especificos de
embrién/especificos de endospermo/especificos de aleurona) que también pueden usarse para dirigir la expresion
de un acido nucleico AZ.

De acuerdo con la memoria descriptiva, el acido nucleico AZ o variante del mismo como se define en el presente
documento esta unido operativamente a un promotor constitutivo. Un promotor constitutivo es un promotor
constitutivo que también se expresa sustancialmente de manera ubicua. Adicionalmente se prefiere que el promotor
derive de una planta, mas preferentemente de una planta monocotiledénea. Un ejemplo de dicho promotor es el
promotor GOS2 del arroz (SEC ID N°: 54 o SEC ID N°: 56). Anteriormente se han ofrecido ejemplos de otros
promotores constitutivos que también pueden usarse para dirigir la expresién de un acido nucleico AZ como se
define anteriormente.

Opcionalmente, en la construccién introducida en una planta pueden usarse una o mas secuencias terminadoras.
Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales asi como traduccionales. Los
expertos en la técnica seran conscientes de que pueden ser adecuadas secuencias terminadoras y potenciadoras.
También puede afadirse una secuencia intrénica en la region no traducida (UTR) 5’ o en la secuencia codificante
para aumentar la cantidad del mensaje maduro que se acumula en el citosol como se describe en la seccion de
definiciones. Otras secuencias de control (ademas de las secuencias promotoras, potenciadoras, silenciadoras,
intrénicas, regiones UTR 3’ y/o UTR 5’) pueden ser elementos estabilizadores de proteina y/o ARN. Un experto en la
materia conoceria dichas secuencias o podria obtenerlas facilmente.

Las construcciones genéticas, como se describe en el presente documento, pueden incluir adicionalmente un origen
de secuencia de replicacion que es necesario para la conservacion y/o replicacion en un tipo de célula especifico.

Un ejemplo es cuando en una célula bacteriana se requiere conservar una construccion genética como un elemento
genético episomal (por ejemplo, una molécula de plasmido o de césmido). Como origenes de replicacion preferidos
se incluyen, pero sin limitacion, f1-ori y colE1.
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Para la deteccién de la transferencia satisfactoria de las secuencias de acidos nucleicos, como se usa en los
procedimientos como se describe en el presente documento y/o para la seleccién de plantas transgénicas que
comprenden estos acidos nucleicos, es ventajoso usar genes marcadores (o genes indicadores). Por lo tanto, la
construccion genética puede comprender opcionalmente un gen marcador de seleccion. Los marcadores de
seleccion se describen con mas detalle en la seccion de “definiciones” del presente documento. Los genes
marcadores pueden retirarse o escindirse de la célula transgénica cuando ya no se necesiten. En la técnica se
conocen técnicas para retirar marcadores, técnicas utiles como las descritas anteriormente en la seccion de
definiciones.

La presente memoria descriptiva también describe plantas, partes de planta o células de planta que pueden
obtenerse mediante los procedimientos descritos en el presente documento. Por lo tanto, la presente memoria
descriptiva describe plantas que pueden obtenerse mediante el procedimiento como se describe en el presente
documento, cuyas plantas tienen en su interior un acido nucleico AZ o una variante del mismo introducido, como se
ha definido anteriormente.

La memoria descriptiva también describe un procedimiento para la produccion de plantas transgénicas que tienen
rendimiento aumentado, que comprende la introduccion y expresidon en una planta de un acido nucleico AZ o una
variante del mismo, como se ha definido anteriormente.

Las plantas huésped para los acidos nucleicos o para el vector utilizado en el procedimiento como se describe en el
presente documento, el casete de expresidon o construccion o vector son, en principio, ventajosamente todas las
plantas, que son capaces de sintetizar los polipéptidos utilizados en el procedimiento como se describe en el
presente documento.

Mas especificamente, la presente memoria descriptiva describe un procedimiento para la produccién de plantas
transgénicas que tienen rendimiento aumentado, cuyo procedimiento comprende:

(i) introducir y expresar en una planta o en una célula de planta un acido nucleico AZ o una variante del mismo; y
(ii) cultivar la célula de planta en condiciones que promuevan el crecimiento y desarrollo de la planta.

El acido nucleico puede introducirse directamente en una célula de planta o en la propia planta (incluyendo la
introduccion en un tejido, 6rgano o en cualquier otra parte de una planta). De acuerdo con una caracteristica de la
presente memoria descriptiva, el acido nucleico se introduce en una planta por transformacién. Los términos
“introduccién” o “transformacion” se describen con mas detalle en la seccion definiciones.

Generalmente después de la transformacion, las células o grupos de células de planta se seleccionan para detectar
la presencia de uno o mas marcadores que estan codificados por genes que pueden expresarse en plantas co-
transferidos con el gen de interés, después de lo cual el material transformado se regenera en una planta completa.

Como se ha mencionado, también puede utilizarse Agrobacteria transformada con un vector de expresién como se
describe en el presente documento, de una manera de por si conocida, para la transformacion de plantas tales como
plantas utilizadas como un modelo, como Arabidopsis, o plantas de cultivo, tales como cereales, maiz, avena,
centeno, cebada, trigo, soja, arroz, algodén, remolacha azucarera, canola, girasol, lino, cafiamo, patata, tabaco,
tomate, zanahoria, pimientos dulce, colza, tapioca, yuca, arruruz, tagetes, alfalfa, lechuga y las diversas especies de
arboles, nueces y vid, en particular plantas de cultivo que contienen aceite, tales como soja, cacahuete, ricino,
girasol, maiz, algodén, lino, colza, coco, palma de aceite, cartamo (Carthamus tinctorius) o grano de cacao, por
ejemplo introduciendo hojas laceradas o segmentos foliares en una solucion agrobacteriana y posteriormente
cultivandolos en medios adecuados.

Las células de planta modificadas genéticamente pueden regenerarse mediante cualquiera de los procedimientos
que son familiares para el experto en la técnica. Procedimientos adecuados pueden encontrarse en las
publicaciones anteriormente mencionadas de S.D. Kung y R. Wu, Potrykus o Héfgen y Willmitzer.

Generalmente, después de la transformacion, las células o los grupos de células de planta se seleccionan para
detectar la presencia de uno o mas marcadores que estan codificados por genes que pueden expresarse en plantas
co-transfectados con el gen de interés, después de lo cual el material transformado se regenera en una planta
completa. Para seleccionar plantas transformadas, el material de planta obtenido en la transformacién, como norma,
se somete a condiciones selectivas de tal manera que las plantas transformadas pueden diferenciarse de las plantas
no transformadas. Por ejemplo, las semillas obtenidas de la manera descrita anteriormente pueden plantarse vy,
después de un periodo de crecimiento inicial, someterse a una selecciéon adecuada por pulverizacion. Una
posibilidad adicional consiste en cultivar las semillas, si fuera apropiado, después de esterilizacion, en placas de
agar usando un agente de seleccion adecuado de tal manera que solamente las semillas transformadas puedan
desarrollarse en plantas. Como alternativa, las plantas transformadas se exploran para determinar la presencia de
un marcador de seleccion tal como el descrito anteriormente.

Después de la transferencia y regeneracion de ADN, las plantas supuestamente transformadas pueden evaluarse
utilizando, por ejemplo, analisis de Southern, para determinar la presencia del gen de interés, nimero de copias y/u
organizacion gendémica. Como alternativa o adicionalmente, los niveles de expresion del ADN recién introducido
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pueden supervisarse usando analisis de Northern y/o Western, ambas técnicas bien conocidas por los expertos
habituales en la materia.

Las plantas transformadas generadas pueden propagarse mediante diversos medios, tales como mediante técnicas
clasicas de propagacion clonal o de reproduccion. Por ejemplo, una primera generacion (o T1) de planta
transformada puede reproducirse asexualmente y puede seleccionarse una segunda generacion homocigota (o T2)
y después las plantas T2 pueden propagarse adicionalmente a través de técnicas de reproduccion clasicas.

Los organismos transformados generados pueden adoptar diversas formas. Por ejemplo, pueden ser quimeras de
células transformadas y de células no transformadas; transformantes clonales (por ejemplo, todas las células
transformadas que contengan el casete de expresion); injertos de tejidos transformados y no transformados (por
ejemplo, en plantas, una planta madre transformada injertada a un vastago no transformado).

La presente memoria descriptiva se describe para cualquier célula de planta o planta producida mediante cualquiera
de los procedimientos descritos en el presente documento, y todas las partes de plantas y propagulos de las
mismas. La presente memoria descriptiva se describe adicionalmente para incluir la progenie de una célula, tejido u
6rgano primario transformado o transfectado o la planta completa que se ha producido mediante cualquiera de los
procedimientos anteriormente mencionados, siendo el Unico requisito que la progenie presente las mismas
caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas que las producidas por el precursor en los procedimientos descritos en el
presente documento. Se describen células huésped que contienen un acido nucleico AZ aislado o variante del
mismo. Las células huésped preferidas son células de plantas. También se describen partes cosechables de una
planta, tales como, pero sin limitacion, semillas, hojas, frutos, flores, tallos, raices, rizomas, tubérculos y bulbos.
Adicionalmente se describen productos directamente derivados de una parte cosechable de dicha planta, tales como
granulos deshidratados o polvos, aceite, grasa y acidos grasos, almidén o proteinas.

La presente memoria descriptiva describe el uso de acidos nucleicos AZ o variantes de los mismos y el uso de
polipéptidos AZ u homologos de los mismos.

Un uso de este tipo se refiere a mejorar las caracteristicas de cultivo de las plantas en particular la mejora del
rendimiento, especialmente el rendimiento de semillas. El aumento de rendimiento de semillas comprende
preferentemente el aumento del peso de mil granos.

Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos AZ como se define en el presente documento pueden encontrar uso
en programas de reproduccion en los que se identifica un marcador de ADN que puede estar unido genéticamente a
un gen AZ. Los acidos nucleicos/genes pueden usarse para definir un marcador molecular. Este marcador de ADN o
de proteina puede después usarse en programas de reproduccion para seleccionar plantas con mayor rendimiento.

Las variantes alélicas de un acido nucleico/gen de AZ como se define en el presente documento también pueden
encontrar uso en programas de reproduccion asistida mediante marcador. Dichos programas de reproduccion a
veces requieren la introduccion de variacion alélica por tratamiento mutagénico de las plantas, usando, por ejemplo,
mutagénesis con EMS; como alternativa, el programa puede comenzar con una coleccion de variantes alélicas de
origen denominado “natural” producida involuntariamente. Después, la identificacion de variantes alélicas se realiza,
por ejemplo, por PCR. A esto le sigue una etapa de seleccion de variantes alélicas superiores de la secuencia en
cuestion y que dara un rendimiento aumentado. La seleccion se realiza tipicamente supervisando el rendimiento del
crecimiento de las plantas que contienen diferentes variantes alélicas de la secuencia en cuestion, por ejemplo,
diferentes variantes alélicas de uno cualquiera de los acidos nucleicos indicados en la Tabla A del Ejemplo 1. El
rendimiento del crecimiento puede supervisarse en un invernadero o en el campo. Etapas opcionales adicionales
incluyen cruzamiento de plantas, en el que se identifica la variante alélica superior, con otra planta. Esto podria
usarse, por ejemplo, para realizar una combinacién de caracteristicas fenotipicas interesantes.

Un acido nucleico AZ como se define en el presente documento también puede usarse como una sonda para
mapear, genética y fisicamente, genes que forman parte de, y como marcadores para rasgos ligados a estos genes.
Dicha informacion puede ser util en reproducciéon de plantas para desarrollar lineas con fenotipos deseados. Dicho
uso de acidos nucleicos AZ o variantes de los mismos requiere solo una secuencia de acido nucleico de al menos 15
nucledtidos de longitud. Los acidos nucleicos AZ o variantes de los mismos pueden usarse como marcadores de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PLFR). Con los acidos nucleicos AZ pueden explorarse
transferencias de Southern (Sambrook J, Fritsch EF y Maniatis T (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual) de
ADN genodmico de planta digerido por enzimas de restriccion. Los patrones de banda resultantes pueden después
someterse a analisis genético usando programas informaticos tales como MapMaker (Lander y col. (1987) Genomics
1: 174-181) para construir un mapa genético. Ademas, los acidos nucleicos pueden usarse para explorar
transferencias de Southern que contienen ADN gendmicos tratados con endonucleasas de restriccion de un conjunto
de individuos que representan a los padres y a la progenie de un cruce genético definido. La segregacion de
polimorfismos de ADN se observa y se usa para calcular la posicion del acido nucleico AZ en el mapa genético
previamente obtenido usando esta poblacion (Botstein y col. (1980) Am. J. Hum. Genet. 32: 314-331).

La produccion y la utilizacion de sondas derivadas de genes de plantas para su uso en mapeo genético se describe
en Bernatzky y Tanksley (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4: 37-41. Numerosas publicaciones describen el mapeo
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genético de clones de ADNc especificos utilizando la metodologia indicada anteriormente o variaciones de la misma.
Por ejemplo, para el mapeo pueden utilizarse poblaciones de intercruzamiento F2, poblaciones de retrocruzamiento,
poblaciones apareadas al azar, lineas isogénicas cercanas y otros grupos de individuos. Dichas metodologias son
bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las sondas de acido nucleico también pueden usarse para mapeo fisico (es decir, colocacion de secuencias en
mapas fisicos; véase Hoheisel y col. En: Non-mammalian Genomic Analysis: A Practical Guide, Academic press
1996, pags. 319-346, y referencias citadas en su interior).

De acuerdo con la memoria descriptiva pueden utilizarse sondas de acidos nucleicos en mapeo directo de
hibridacion in situ con fluorescencia (HISF) (Trask (1991) Trends Genet. 7: 149-154). Aunque los procedimientos
actuales de mapeo HISF favorecen el uso de clones grandes (de varias kb a varios cientos de kb; véase Laan y col.
(1995) Genome Res. 5:13-20), mejoras en sensibilidad pueden permitir la realizacién de mapeo HISF usando
sondas mas cortas.

Usando los acidos nucleicos pueden realizarse diversos procedimientos basados en amplificacion de acidos
nucleicos para el mapeo genético y fisico. Como ejemplos se incluyen amplificacion especifica de alelo (Kazazian
(1989) J. Lab. Clin. Med 11: 95-96), polimorfismo de fragmentos amplificados por PCR (CAPS; Sheffield y col. (1993)
Genomics 16: 325-332), ligamiento especifico de alelo (Landegren y col. (1988) Science 241: 1077-1080),
reacciones de extension de nucleétidos (Sokolov (1990) Nucleic Acid Res. 18: 3671), Mapeo Hibrido por Radiacion
(Walter y col. (1997) Nat. Genet. 7: 22-28) y Mapeo Happy (Dear y Cook (1989) Nucleic Acid Res. 17: 6795-6807).
Para estos procedimientos, se utiliza la secuencia de un acido nucleico para disefiar y producir pares de cebadores
para su uso en la reaccién de amplificaciéon o en reacciones de extensién con cebador. El disefio de dichos
cebadores es bien conocido por los expertos en la técnica. En los procedimientos que emplean mapeo genético
basado en PCR, puede ser necesario identificar diferencias de secuencias de ADN entre los padres del cruce del
mapeo en la regidn correspondiente a la secuencia de acido nucleico instantanea. Sin embargo, generalmente esto
no es necesario para procedimientos de mapeo.

Los procedimientos de acuerdo con la presente memoria descriptiva dan como resultado plantas que tienen
rendimiento aumentado, como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Estas caracteristicas de
cultivo ventajosas también pueden combinarse con otros rasgos econémicamente ventajosos, tales como rasgos
que potencian adicionalmente el rendimiento, tolerancia a diversos estreses, rasgos que modifican diversas
caracteristicas arquitecténicas y/o caracteristicas bioquimicas y/o fisioldgicas.

Descripcion de las figuras

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

La Figura 1 muestra un ejemplo de la estructura del dominio de un polipéptido AZ. La proteina codificada por la
SEC ID N° 2 comprende dos repeticiones de anquirina (en negrita, subrayadas) y dos dominios C3H1 (en
cursiva, subrayados).

La Figura 2 muestra las secuencias consenso de dedo de Cinc de C3H1 (C3H1) y Anquirina (ANQ) de acuerdo
con la base datos SMART, los simbolos de los diversos grupos de aminoacidos se indican en la leyenda.

La Figura 3 representa una matriz de identidad/similitud de secuencia preparada por MATGAT (BLOSUM62,
penalizacion por apertura de hueco 11, penalizacion por extension de hueco 1). Por encima de la diagonal, en
negrita, se muestran las identidades de secuencia, por debajo de la diagonal se muestran las similitudes de
secuencia para: A) secuencias de proteina de longitud completa, B) secuencias de proteina parcial que
comprenden el supuesto dominio de dedo de Cinc que esta mas en el extremo C.

La Figura 4 muestra el vector binario p056, para la expresion en Oryza sativa de una secuencia codificante AZ de
Arabidopsis thaliana bajo el control de un promotor WSI18 (referencia interna PRO0151).

Ejemplos
La presente invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos.

Manipulacion de ADN: a menos que se indique otra cosa, se realizaron técnicas de ADN recombinante de acuerdo
con los protocolos convencionales descritos en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 edicion
Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los Volimenes 1y 2 de Ausubel y col. (1994), Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols. Materiales y procedimientos convencionales de trabajos
moleculares 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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Ejemplo 1: Identificacion de secuencias relacionadas con la secuencia de acidos nucleicos usado en los
procedimientos descritos en el presente documento

Las secuencias (ADNc de longitud completa, EST o gendmicas) relacionadas con la secuencia de acidos nucleicos
utilizadas en los procedimientos como se describe en el presente documento se identificaron entre las conservadas
en la base de datos de Nucleotidos Entrez en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando las
herramientas de busqueda de secuencia de bases de datos, tal como la Herramienta de Alineamiento Local Basica
(BLAST) (Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; y Altschul y col. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402).
El programa se utiliza para encontrar regiones de similitud local entre las secuencias comparando las secuencias de
acidos nucleicos o polipéptidos con las bases de datos de secuencia y calculando el significado estadistico de los
emparejamientos. Por ejemplo, el polipéptido codificado por el acido nucleico como se define en el presente
documento se utilizé para el algoritmo TBLASTN, con configuraciones predeterminadas y el filtro para ignorar las
secuencias de baja complejidad desencadenadas. El resultado de los analisis se observé por comparacion en forma
de pares, y se clasificd de acuerdo con la clasificacion de probabilidad (valor E), en el que la clasificacion refleja la
probabilidad de que se produzca un alineamiento particular por casualidad (cuanto menor sea el valor E, mas
significativo el acierto). Ademas de valores E, también se clasificaron comparaciones por porcentaje de entidad.
Porcentaje de identidad se refiere al niUmero de nucleétidos (o aminoacidos) idénticos entre las dos secuencias de
acidos nucleicos (o polipéptido) comparadas sobre una longitud particular. En algunos casos, los parametros
predeterminados pueden ajustarse para modificar la exigencia de la busqueda. Por ejemplo, el valor E puede
aumentarse para mostrar menos emparejamientos exigentes. De esta manera, pueden identificarse
emparejamientos cortos casi exactos.

La Tabla A proporciona una lista de secuencias de acidos nucleicos relacionadas con la secuencia de acidos
nucleicos utilizada en los procedimientos como se describe en el presente documento.

Tabla A: Ejemplos de polipéptidos AZ:

Fuente de planta Acido nucleico SEC ID N°: | Proteina SEC ID N°: Proteina
Arabidopsis thaliana | 1 2
Eucalyptus grandis | 10 11
Oryza sativa 12 13
Medicago truncatula | 14 15
Oryza sativa 16 17
Arabidopsis thaliana | 18 9
Oryza sativa 20 21
Arabidopsis thaliana | 22 23
Arabidopsis thaliana | 24 25
Eucalyptus grandis | 26 27
Eucalyptus grandis | 28 29
Glycine max 30 31
Eucalyptus grandis | 32 33
Arabidopsis thaliana | 34 35
Oryza sativa 36 37
Hordeum_vulgare 38 39
Pinus radiata 40 41
Pinus radiata 42 43
Glycine max 44
Glycine max 45
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(continuacion)

Fuente de planta Acido nucleico SEC ID N°: | Proteina SEC ID N°: Proteina
Glycine max 46

Arabidopsis thaliana 47

Arabidopsis thaliana 48

Arabidopsis thaliana 49

Arabidopsis thaliana 50

Arabidopsis thaliana 51

Arabidopsis thaliana 52

Arabidopsis thaliana | 53

En algunos casos, las secuencias relacionadas se han ensamblado provisionalmente y descrito publicamente por
instituciones de investigacion, tal como el Instituto para la Investigacion Genémica (TIGR). La base de datos de
Ortélogos de Gen Eucariota (EGO) puede utilizarse para identificar dichas secuencias relacionadas, mediante
busqueda de palabra clave o utilizando el algoritmo BLAST con la secuencia de acidos nucleicos o polipéptidos de
interés.

Ejemplo 2: Clonacién de genes AZ

El gen que codifica AZ de Arabidopsis (CDS3104) se amplificé por PCR usando como molde una biblioteca de ADNc
de plantulas de Arabidopsis thaliana (Invitrogen, Paisley, RU). Después de transcripcion inversa de ARN extraido de
las plantulas, los ADNc se clonaron en pCMV Sport 6.0. El tamafio medio del inserto del banco fue de 1,5 kb, y el
numero original de clones fue de ‘I,59x107 ufc. El titulo original se determiné que era de 9,6x‘|05 ufc/ml, después de
una primera amplificacion de 6x10"" ufc/ml. Después de la extraccion del plasmido, se utilizaron 200 ng de molde en
una mezcla PCR de 50 pl. Se utilizaron los cebadores ceb06717 (sitio AttB1, directo, en cursiva, coddn de inicio en
negrita: 5’-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaaacaatgtgctgtggatcagacc-3’) (SEC ID N°: 7) y ceb06718 (sitio AttB2,
inverso, complementario, en cursiva: 5-185 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtggttaggtctctcaattctgc-3’) (SEC ID N°: 8),
que incluian los sitios AttB para la recombinacion Gateway, para la amplificacion por PCR. La PCR se realizé
usando Taqg ADN polimerasa Hifi en condiciones convencionales. Se amplificé un fragmento de PCR del tamafio
esperado y se purificé también utilizando procedimientos convencionales. Después, se realizd la primera etapa del
procedimiento Gateway, la reaccion BP, durante la cual el fragmento de PCR se combina in vivo con el plasmido
pDONR201 para producir, de acuerdo con la terminologia Gateway, un “clon de entrada”, p07. El plasmido
pDONR201 se adquirié en Invitrogen, como parte de la tecnologia Gateway®.

Ejemplo 3: Construccion de vectores

El clon de entrada p07 se us6 posteriormente en una reaccién LR con p02417, un vector destinatario utilizado para
transformacion de plantas (Oryza sativa). Este vector contiene, como elementos funcionales dentro de los limites de
ADN-T: un marcador de seleccion de plantas; un casete de expresion marcador detectable; y un casete Gateway
disefiado para recombinacion LR in vivo con la secuencia de interés ya clonada en el clon de entrada. Un promotor
WSI18 de arroz (SEC ID N°: 9) para expresion especifica de semilla (PRO0151) se localizaba cadena arriba de este
casete Gateway (p056, Figura 4).

Se han descrito muchos sistemas vectoriales binarios diferentes (y super binarios) para la transformacion de plantas
(por ejemplo, An, G. en Agrobacterium Protocols. Methods in Molecular Biology vol 44, pags. 47-62, Gartland KMA y
MR Davey eds. Humana Press, Totowa, New Jersey). Muchos se basan en el vector pBIN19 descrito por Bevan
(Nucleic Acid Research. 1984. 12: 8711-8721) que incluye un casete de expresion de genes de plantas flanqueado
por las secuencias limite izquierda y derecha del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. Un casete de expresion
de genes de plantas consiste en al menos dos genes — un gen marcador de seleccion y un promotor de planta que
regula la transcripcion del ADNc o ADN gendémico del gen atributo. Pueden utilizarse diversos genes marcadores de
seleccion incluyendo el gen de Arabidopsis que codifica una enzima acido acetohidroxisintasa (AHAS) (Patentes de
Estados Unidos 57673666 y 6225105). De manera similar, pueden utilizarse varios promotores para regular el gen
atributo para proporcionar regulacion constitutiva, evolutiva, tisular o ambiental de la transcripcién génica.

Después de la etapa de recombinacion LR, el vector de expresion resultante, p056 (Figura 4) se transformé en la
cepa de Agrobacterium LBA4044 usando protocolos de choque térmico o electroporacion. Las colonias
transformadas se cultivaron en medio YEP y se seleccionaron mediante antibiéticos respectivos durante dos dias a
28 °C. Estos cultivos de Agrobacterium se utilizaron para la transformacion de plantas.
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Pueden usarse otras cepas de Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de plantas y son bien conocidas
en la técnica. Son ejemplos de dichas cepas C58C1 o EHA105.

Ejemplo 4. Transformacion de plantas
Transformacién de arroz

El Agrobacterium que contenia el vector de expresion se uso para transformar plantas de Oryza sativa. Semillas
secas maduras de la variedad de cultivo japonesa de arroz Nipponbare se descascarillaron. La esterilizacion se
realizé incubando durante un minuto en etanol al 70 %, seguido de 30 minutos en HgCl, al 0,2 %, seguido de un
lavado de 6 veces durante 15 minutos con agua destilada estéril. Las semillas estériles germinaron después en un
medio que contenia 2,4-D (medio de induccion de callo). Después de la incubacion en la oscuridad durante cuatro
semanas, los callos embriogénicos derivados de escutelo se cortaron y se propagaron en el mismo medio. Después
de dos semanas, los callos se multiplicaron o se propagaron mediante subcultivo en el mismo medio durante otras 2
semanas. Piezas de callos embriogénico se subcultivaron en medio reciente 3 dias antes de co-cultivo (para reforzar
la actividad de la division celular).

La cepa LBA4404 de Agrobacterium que contenia el vector de expresion se utilizé para el co-cultivo. Se inoculd
Agrobacterium en medio AB con los antibidticos apropiados y se cultivé durante 3 dias a 28 °C. Después las
bacterias se recogieron y se suspendieron en medio de co-cultivo liquido a una densidad (DO600) de
aproximadamente 1. Después, la suspension se transfirio a una placa de Petri y los callos se sumergieron en la
suspension durante 15 minutos. Después los tejidos de callo se secaron por transferencia a un papel de filtro y se
transfirieron a medio co-cultivo solidificado y se incubaron durante 3 dias en la oscuridad a 25 °C. Los callos co-
cultivados crecieron sobre 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, rapidamente se desarrollaron islas de callos resistentes a crecimiento.
Después de la transferencia de este material a un medio de regeneraciéon e incubacion a la luz, el potencial
embriogénico se liberd y se desarrollaron brotes las siguientes cuatro a cinco semanas. Los brotes se extirparon de
los callos y se incubaron durante 2 a 3 semanas en un medio que contenia auxina desde el cual se transfirieron al
suelo. Los brotes endurecidos se cultivaron a alta humedad y dias cortos en un invernadero.

Se generaron aproximadamente 35 transformantes de arroz TO independientes para una construccion. Los
transformantes primarios se transfirieron desde una camara de cultivo tisular a un invernadero. Después de un
analisis PCR cuantitativo para verificar el nimero de copias del inserto de ADN-T, solo una Unica copia de plantas
transgénicas que presentaban tolerancia al agente de seleccién se mantuvieron para cosecha de la semilla T1.
Después las semillas se cosecharon de tres a cinco meses después del trasplante. El procedimiento produjo
transformantes de sitio Unico a una tasa de alrededor de 50 % (Aldemita y Hodges 1996, Chan y col. 1993, Hiei y
col. 1994).

Transformacién de maiz

La transformacion de maiz (Zea mays) se realiz6 con una modificacién del procedimiento descrito por Ishida y col.
(1996) Nature Biotech 14(6): 745-50. La transformacion es dependiente del genotipo en maiz y solo son genotipos
especificos susceptibles a transformacién y regeneracion. Como progenitores, la linea endogamica A188
(Universidad de Minnesota) o hibridos con A188, son buenas fuentes de material donante para la transformacion,
pero también pueden usarse otros genotipos satisfactoriamente. Se cosecharon espigas de plantas de maiz
aproximadamente 11 dias después de la polinizacion (DDP) cuando la longitud del embrién inmaduro era de
aproximadamente 1 a 1,2 mm. Los embriones inmaduros se co-cultivaron con Agrobacterium tumefaciens que
contenia el vector de expresion y las plantas transgénicas se recuperaron a través organogénesis. Los embriones
cortados se cultivaron en medio de induccion de callo y después en medio de regeneracion de maiz que contenia el
agente de seleccion (por ejemplo imidazolinona, pero pueden usarse diversos marcadores de seleccion). Las placas
de Petri se incubaron a la luz a 25 °C durante 2-3 semanas, o hasta que se desarrollasen los brotes. Los brotes
verdes se transfirieron desde cada embrion al medio de enraizamiento de maiz y se incubaron a 25 °C durante 2-3
semanas, hasta el desarrollo de las raices. Los brotes enraizados se trasplantaron al suelo en el invernadero. Se
produjeron semillas T1 de plantas que presentaban tolerancia al agente de seleccién y que contenian una sola copia
del inserto de ADN-T.

Transformacion de trigo

La transformacion de trigo se realizé con el procedimiento descrito por Ishida y col. (1996) Nature Biotech 14(6):
745-50. La variedad de cultivo Bobwhite (disponible de CIMMYT, México) se utiliza normalmente para
transformacion. Embriones inmaduros se co-cultivaron con Agrobacterium tumefaciens que contenia el vector de
expresion y las plantas transgénicas se recuperaron a través de organogénesis. Después de la incubacion con
Agrobacterium, los embriones se cultivaron in vitro en medio de induccién de callo, después el medio de
regeneracion que contenia el agente de seleccion (por ejemplo imidazolinona, aunque pueden utilizarse diversos
marcadores de seleccion). Las placas de Petri se incubaron a la luz a 25 °C durante 2-3 semanas o hasta que se
desarrollasen los brotes. Los brotes verdes se transfirieron desde cada embrién al medio de enraizamiento y se
incubaron a 25 °C durante 2-3 semanas, hasta el desarrollo de las raices. Los brotes enraizados se trasplantaron al
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suelo en el invernadero. Se produjeron semillas T1 de las plantas que presentaban tolerancia al agente de seleccion
y que contenian una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de soja

La transformacion de soja se realizdé de acuerdo con una modificacion del procedimiento descrito en el Texas A&M
patente de Estados Unidos 5.164.310. Diversas variedades comerciales de soja se encuentran son susceptibles a
transformacion mediante este procedimiento. La variedad de cultivo Jack (disponible de la fundacion lllinois Seed) se
utiliza normalmente para transformacion. Semillas de soja se esterilizaron para siembra in vitro. El hipocotiledoneo,
el radiculo y un cotileddn se extirparon de plantulas jovenes de siete dias de vida. El epicdtilo y el cotileddn restante
se cultivaron adicionalmente para desarrollar nodos axilares. Estos nodos axilares se extirparon y se incubaron con
Agrobacterium tumefaciens que contenia el vector de expresion. Después de tratamiento de co-cultivo, los explantes
se lavaron y se transfirieron al medio de seleccion. Los brotes regenerados se extirparon y se colocaron en un medio
de elongacion de brote. Los brotes no mayores de 1 cm se colocaron se colocaron en medio de enraizamiento hasta
que se desarrollaron raices. Los brotes enraizados se trasplantaron al suelo en el invernadero. Se produjeron
semillas T1 de plantas que presentaban tolerancia al agente de seleccion y que contenian una sola copia del inserto
de ADN-T.

Transformacion colza/canola

Peciolos cotiledonarios e hipocotiledoneos de plantulas jovenes de 5-6 dias de vida se utilizaron como explantes
para el cultivo tisular y transformaron de acuerdo con Babic y col. (1998, Plant Cell Rep 17: 183-188). La variedad de
cultivo comercial Westar (Agriculture Canada) es la variedad convencional usada para la transformacion, pero
también pueden usarse otras variedades. Semillas de canola se esterilizaron en la superficie para la siembra in vitro.
Explantes de peciolos cotiledonarios con el cotiledon unido se extirparon de plantulas in vitro y se inocularon con
Agrobacterium (que contenia el vector de expresion) sumergiendo el extremo cortado del explante del peciolo en la
suspension bacteriana. Después los explantes se cultivaron durante 2 dias en medio MSBAP-3 que contenia BAP 3
mg/l, sacarosa al 3 %, Fitagar al 0,7 % a 23 °C, 16 h de luz. Después de dos dias de co-cultivo con Agrobacterium,
los explantes de peciolo se transfirieron a medio MSBAP-3 que contenia BAP 3 mg/l, cefotaxima, carbenicilina o
timentina (300 mg/l) durante 7 dias y después se cultivaron en medio MSBAP-3 con cefotaxime, carbenicilina o
timentina y agente de seleccion hasta la regeneracion del brote. Cuando los brotes tenian una longitud de 5-10 mm,
se cortaron y se transfirieron al medio de elongacion de brote (MSBAP-0,5 que contenia BAP 0,5 mg/l). Los brotes
de aproximadamente 2 cm de longitud se transfirieron al medio de enraizamiento (MSO0) para la induccion de raices.
Los brotes enraizados se trasplantaron al suelo en el invernadero. Se produjeron semillas T1 de plantas que
presentaban tolerancia al agente de seleccidn y que contenian una sola copia de inserto de ADN-T.

Transformacion de alfalfa

Utilizando el procedimiento de (McKersie y col., 1999 Plant Physiol 119: 839-847) se transformé un clon de
regeneracion de alfalfa (Medicago sativa). La regeneracion y transformacion de la alfalfa es dependiente del
genotipo y por lo tanto se requiere una planta regenerada. Se han descrito procedimientos para obtener plantas
regeneradas. Por ejemplo, éstas pueden seleccionarse de variedades de cultivo Rangelander (Agriculture Canada) o
de cualquier otra variedad comercial de alfalfa como describen Brown DCW y A Atanassov (1985. Plant Cell Tissue
Organ Culture 4: 111-112). Como alternativa, la variedad RA3 (Universidad de Wisconsin) se ha seleccionado para
su uso en cultivo tisular (Walker y col., 1978 Am J Bot 65: 654-659). Explantes de peciolo se co-cultivaron con un
cultivo durante una noche de Agrobacterium tumefaciens C58C1 pMP90 (McKersie y col., 1999 Plant Physiol 119:
839-847) o LBA4404 que contiene el vector de expresion. Los explantes se co-cultivaron durante 3 d en la oscuridad
en un medio de induccion SH que contenia Pro 288 mg/l, tioprolina 53 mg/l, K;SO. 4,35 g/l y acetosiringinona 100
um. Los explantes se lavaron en medio Murashige-Skoog de fuerza media (Murashige y Skoog, 1962) y se
sembraron en placas en el mismo medio de induccion SH con acetosiringinona pero con un agente de seleccion
adecuado y un antibidtico adecuado para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Después de varias semanas, los
embriones somaticos se transfirieron al medio de desarrollo BOi2Y que no contenia reguladores de crecimiento, sin
antibioticos, y sacarosa 50 g/l. Posteriormente, los embriones somaticos germinaron en medio Murashige-Skoog de
fuerza media. Las plantulas enraizadas se trasplantaron en macetas y se cultivaron en un invernadero. Se
produjeron semillas T1 las plantas que presentaban tolerancia al agente de seleccién y que contenian una sola copia
de inserto de ADN-T.

Ejemplo 5: Configuracion de evaluacion de expresion de AZ en arroz bajo el control del promotor de arroz
wsi18

Se generaron aproximadamente de 15 a 20 transformantes de arroz TO independientes. Los transformantes
primarios se transfirieron desde una camara de cultivo tisular a un invernadero para siembra y cosecha de la semilla
T1. Se conservaron siete acontecimientos, de los que la progenie T1 segregd 3:1 para la presencia/ausencia del
transgén. Para cada uno de estos acontecimientos, aproximadamente 10 plantulas T1 que contenian el transgén
(hetero- y homo-zigotos) y aproximadamente 10 plantulas T1 que carecian del transgén (nulicigotos) se
seleccionaron supervisando la expresion visual del marcador. Las plantas T1 seleccionadas se transfirieron a un
invernadero. Cada planta recibié una sola etiqueta de cédigo de barras para relacionar con claridad los datos de
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fenotipado con la planta correspondiente. Las plantas T1 seleccionadas se cultivaron en suelo en macetas
especialmente disefiadas de un diametro de 10 cm con fondo transparente para permitir la visualizacion de las
raices, con la siguiente configuracion ambiental: fotoperiodo = 11,5 h, intensidad de luz diurna = 30.000 lux o mas,
temperatura diurna = 28 °C, temperatura nocturna = 22 °C, humedad relativa = 60-70 %. Las plantas transgénicas y
los correspondientes nulicigotos se cultivaron a cada lado en posiciones aleatorias. Se tomaron medidas para que
las plantas no tuviesen ningun estrés. Desde la etapa de siembra hasta la etapa de madurez las plantas pasaron
varias veces a través de una cabina de formacion de imagenes digital. En cada punto de tiempo se tomaron
imagenes digitales (2048x1536 pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 angulos diferentes.
Una camara digital también registré imagenes desde el fondo de la maceta durante el crecimiento de la planta.

Deteccion de sequia

Se cultivaron plantas de semillas T2 en suelo de maceta en condiciones normales hasta que alcanzaron la etapa de
partida. Después se transfirieron a una seccidon “seca” donde se mantiene el riego. Sondas de humedad se
insertaron en macetas seleccionadas al azar para supervisar el contenido de agua en el suelo (CAS). Cuando el
CAS esta por debajo de determinados umbrales, las plantas vuelven a regarse automaticamente de manera
continua hasta que de nuevo se alcanza un nivel normal. Después, las plantas se vuelven a transferir a condiciones
normales. El resto del cultivo (maduracion de planta, cosecha de semilla) es igual para las plantas que no se cultivan
en condiciones de estrés abidtico. Los parametros de cultivo y rendimiento se registraron como se detalla para el
cultivo en condiciones normales.

Deteccion de la eficiencia del uso de nitrégeno

Se cultivaron plantas de arroz de semillas T2 en suelo de maceta en condiciones normales excepto para la solucion
nutrientes. Las macetas se regaron desde el trasplante hasta la maduracién con una solucidon de nutrientes
especifica que contenia un contenido de nitrégeno N reducido (N), normalmente entre 7 a 8 veces menos. El resto
del cultivo (maduracion de planta, cosecha de semilla) es igual para las plantas que no se cultivan bajo estrés
abiotico. Los parametros de cultivo y rendimiento se registraron como se detalla para el cultivo en condiciones
normales.

El area por encima de la superficie de la planta (o biomasa foliar) se determiné contando el nimero total de pixeles
en las imagenes digitales a partir de las partes de la planta por encima de la superficie discriminadas del fondo. Este
valor se promedio para las imagenes tomadas en el mismo momento de los diferentes angulos y se convirtié a un
valor de superficie fisico expresado en mm al cuadrado por calibraciéon. Los experimentos mostraron que el area de
la planta por encima de la superficie medida de esta forma se correlacionaba con la biomasa de las partes de la
planta por encima de la superficie. El area por encima de la superficie es el momento en el que la planta ha
alcanzado su maxima biomasa foliar. Las caracteristicas radiculares tales como el area total proyectada (que puede
correlacionarse con volumen radicular total), diametro promedio y longitud de las raices por encima de un
determinado umbral de espesor (longitud de raices gruesas, o longitud de raices finas) se dedujo a partir de la
imagen generada usando un programa informatico apropiado.

Las paniculas primarias maduras se cosecharon, se embolsaron, se etiquetaron con cédigos de barra y después se
secaron durante tres dias en el horno a 37 °C. Después las paniculas se trillaron y se recogieron todas las semillas.
Las cascaras llenas se separaron de las vacias usando un dispositivo de soplado con aire. Después de la
separacion, ambos lotes de semillas se contaron usando una contadora disponible en el comercio. Las cascaras
vacias se descartaron. Las cascaras llenas se pesaron en una balanza analitica y el area transversal de las semillas
se midi6 usando formacion de imagenes digitales. Este procedimiento da lugar al conjunto de los siguientes
parametros relacionados con las semillas:

El nimero de semillas llenas se determiné contando el nimero de cascaras llenas que quedd después de la
etapa de separacion. El rendimiento de semilla total (peso de semilla total) se midié pesando todas las cascaras
llenas cosechadas de una planta. EI niumero total de semillas por planta se midi6 contando el nimero de
cascaras cosechadas de una planta. El indice de cosecha (IC) en la presente invencion se define como la
proporcion entre el rendimiento de semilla total y el area por encima de la superficie (mmz), multiplicado por un
factor de 10°. El Peso de Mil Granos (PMG) se extrapolo a partir del nimero de semillas llenas contadas y su
peso total. El indice de carga de semilla, como se define en la presente invencion, es la proporcion (expresada
como un %) del numero de semillas llenas sobre el numero total de semillas (o flésculos). Estos parametros
derivaron de una forma automatica de las imagenes digitales usando un programa informatico de analisis de
formacion de imagenes y se analizaron estadisticamente. Los parametros de semilla individuales (incluyendo
anchura, longitud, area, peso) se midieron usando un dispositivo fabricado a medida que consistia en dos
componentes principales, un dispositivo de pesaje y de formacion de imagenes, acoplado a un programa
informatico para analisis de imagenes.

Se utilizé un ANOVA (andlisis de varianza) de dos factores corregido para el disefio desequilibrado como un modelo
estadistico para la evaluacion global de las caracteristicas fenotipicas de la planta. Se realizé un ensayo F en todos
los parametros medidos de todas las plantas en todos los acontecimientos transformados con ese gen. El ensayo F
se realiz6 para verificar un efecto del gen sobre todos acontecimientos de transformacion y para verificar un efecto
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global del gen, denominado también en el presente documento “efecto génico global’. Si el valor del ensayo F
muestra que los datos son significativos, es decir se llega a la conclusion de que es un efecto “génico”, significa que
no solo la presencia o la posicién del gen ocasionan el efecto. El umbral de significado de un efecto génico global
verdadero se establece al 5 % del nivel de probabilidad para el ensayo F.

Para verificar un efecto sobre los genes dentro de un acontecimiento, es decir, un efecto especifico de linea, se
realizé un ensayo T dentro de cada acontecimiento utilizando conjuntos de datos de las plantas transgénicas y de
plantas nulas correspondientes. “Plantas nulas” o “segregantes nulos” o “nulicigotos” son las plantas tratadas de la
misma manera que la planta transgénica, pero a partir de las cuales se ha segregado el transgén. Las plantas nulas
también pueden describirse como plantas transformadas negativas homocigotas. El umbral de significado del
ensayo T se establece a un nivel de probabilidad del 10 %. Los resultados de algunos acontecimientos pueden estar
por encima o por debajo de este umbral. Esto se basa en la hipotesis de que un gen podria tener solo un efecto en
determinadas posiciones en el genoma y de que la aparicion de este efecto dependiente de posicion no es atipico.
Este tipo de efecto génico también se denomina en el presente documento un “efecto de linea del gen”. El valor p se
obtiene comparando el valor t con la distribucién t o como alternativa, comparando el valor F con la distribucion F. El
valor p entonces proporciona la probabilidad de que la hipétesis nula (es decir, que no haya efecto del transgén) sea
correcta.

Los datos obtenidos para AZ en el primer experimento se confirmaron en un segundo experimento con plantas T2.
Se seleccionaron cuatro lineas que tenian el patron de expresion correcto para analisis posterior. Se exploraron
lotes de semillas de las plantas positivas (tanto hetero como homocigotas) en T1, verificando la expresion de
marcadores. Para cada acontecimiento seleccionado, los lotes de semillas heterocigotas se conservaron después
para evaluacion T2. Dentro de cada lote de semillas se cultivd el mismo nimero de plantas positivas y negativas en
el invernadero para la evaluacion.

Se evalué un numero total de 120 plantas AZ transformadas en la generacion T2, es decir 30 plantas por
acontecimiento de las cuales 15 fueron positivas del transgén y 15 negativas.

Dado que se habian realizado dos experimentos con acontecimientos solapantes, se realizé un analisis combinado.
Esto es util para verificar la coherencia de los efectos sobre los dos experimentos, y si fuera éste el caso, acumular
pruebas de ambos experimentos para aumentar la confianza en la conclusién. El procedimiento utilizado fue una
estrategia de modelo mixta que considera la estructura multinivel de los datos (es decir, experimento —
acontecimiento — segregantes). Los valores P se obtuvieron comparando el ensayo de relacién de probabilidad con
distribuciones de chi cuadrado.

Ejemplo 6: Evaluacion de transformantes AZ: medicion de parametros relacionados con el rendimiento

Después del analisis de las semillas, como se ha descrito anteriormente, los autores de la invencién descubrieron
que las plantas transformadas con la construccion génica AZ tenian una mayor rendimiento de semillas, expresada
como peso de mil granos, en comparacion con plantas que carecian del transgén AZ. Ademas, se observo vigor de
emergencia aumentado e indice de verdor aumentado en plantas que llevaban el transgén en comparacion con las
plantas de control.

En una de las construcciones, en la generacion T1 aumenté el peso de mil granos 2,7 %. Estos resultados positivos
se obtuvieron de nuevo en la generacion T2 (aumento del 2,1 %). Los datos T2 volvieron a evaluarse en un andlisis
combinado con los resultados de la generacion T1, y los valores de p obtenidos mostraron que los efectos
observados eran muy significativos.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CropDesign N.V.
<120> Plantas que tienen rendimiento aumentado y procedimiento para producirlas
<130> PF58401-prio
<160> 347
<170> PatentIn versién 3.3
<210> 1
<211> 2151

<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
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<400> 1
atgtgctgtg gatcagaccg attaaaccag atcgtgktcat caagatctic gttgccaatt &0
tctttcgagy aagataacaa tcettgttacce aacacagaca tgaatcactt aacagtcgaa 120
acagaggata cgtttgcgag cttgcttgag cttgcagecta acaacgatgt tgaaggtgta 180
aggctatcta tcgagagaga cccttcttgt gtagacgaag ctggtetotg gtacggtcgt 240
caaaaaggtt ctaaagctat ggtcaacgat tacaggactc cgttgatgght tgctgctact 300
tacggaagca ttgatgtgat caagcttatt gtttctttga ctgatgectga cgtgaaccgt 360
gcttgegygga atgatcagac cactgegtta cactgcgetyg cttetggagg agetgtgaat 420
gctatccaag ttgttaaget goettettgea getggagotg atttgaatct gttggatget 480
gaaggtcaac gagctggtga tgtfattgtt gttceccteceta agcttgaagg cgtgaagcetg 540
atgcttcagg agcttctttc tgctgatgga tcatctactg cggagocggaa tctacgggbt 600
gtgacaaatg ttecgaatag aagcteatcet ccgtgtcatt ctectactgg agagaatggt 660
ggatcagggt ctggttcace gctcggcetet ccttttaage tgaaatctac tgaattcaag 720
aaagagtatc cggttgatcc gtctttgeca gatatcaaga acagtatcta cgcgactgat 780
gagtttagaa tgtattcctt caaggtccgg ccttgctctc gtgcttattec acatgattgg 840
actgagtgte cttttgttca cecogggtgaa aacgcegagga ggagagacce gaggaagttc 900
cattacagct gegttecttyg cceccggatttt aggaaaggag cttgtaggag aggagatatg 960
tgtgagtatg cgcacggtgt gtttgaatgc tggcttcatc cggctcagta caggacccgt 1020
ctttgcaaag atggaacagg ctgtgctcecgg cgggttigti tctttgegoca tacacccgag 1080
gagcttcegac ctttgtacge atcaactggt tcageggtte ctteogectag ategaatgcet 1149
gattatgcag ctgectttgag tectecttect ggttctccat caggagtctc tgtcatgtcec 1200
cecgetttoce catcagcage ggggaacgga atgtetecatt c¢gaatatgge ttggecacaa iZe0
ccaaatgtce ctgegttgca cttaccagga agcaatctac agtcaagcag gctaaggtcet 1320
tctctcaatg caagggatat cccgacggat gagttcaata tgttagcgga ttacgagcag 1380
cagcaactce tcaacgagta ttccaatgct ctgageegtt ctggtcggat gaaatcaatg 1440
cctecttocga atctigaaga tcttttctca gcagaagget cticatctcece ccggttcact 1500
gattccocgett tagetteocege ggtgticteg cctacacaca agtcagcectgt cttcaaccag 1560
ticcaacaac agcaacagca gcagcagagc atgttgitctce caatcaacac aagettttet 1620
tcaccaaaga gcgttgaceca ctcattgttt tcaggtggag gaagaatgte tectceggaat 1680
gttgttgaac caatatcacc catgagtgct cgggtttcca tgttggctca gtgecgtgaag 1740
caacaacaac agcaacagca gcagcagcaq cagcaacate agttecgtag ccttagetec 1800
agagagctca gaacaaactc tagcccaatc gtiggttcac cggtaaacaa caacacatgg 1860
tcatcaaaat ggggatcttc aaatggtcaa ccggattggqg gaatgagctc agaagcactt 1920
ggtaagttga gatcttcgtc atcgtttgat ggtgatgagec ctgatgtgtc atgggtcecag 1980
tcactggtga aggagactcc agcagaagce aaagagaaag cagcaacatc ttcectcaggg 2040
gaacacgtga tgaagcagcc aaatccggtt gaaccggtaa tggatcatge tgggctagaa 2100
gcttggattg agcaaatgca gctegatcag cttgtggcte agcagaattg a 2151

<210> 2

<211>716

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2
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Met Cys Cys Gly Ser Asp Arg Leu Asn Gln Ile Val Ser Ser Arg Ser

Ser Leu Pro Ile Ser Phe Glu Glu Asp Asn Asn Leu Val Thr Asn Thr
20 25 30
Asp Met Asn His Leu Thr Val Glu Thr Glu Asp Thr Phe Ala Ser Leu
35 40 45
Leu Glu Leu Ala Ala Asn Asn Asp Val Glu Gly Val Arg Leu Ser Ile
50 55 60
Glu Arg Asp Pro Ser Cys Val Asp Glu Ala Gly Leu Trp Tyr Gly Arg
65 70 75 80
Gln Lys Gly Ser Lys Ala Met Val Asn Asp Tyr Arg Thr Pro Leu Met
85 90 95
Val Ala Ala Thr Tyr Gly Ser Ile Asp Val Ile Lys Leu Ile Val Ser
100 105 110
Leu Thr Asp Ala Asp Val Asn Arg Ala Cys Gly Asn Asp Gln Thr Thr
115 129 125
Ala Leu His Cys Ala Ala Ser Gly Gly 2la Val Asn Ala Ile Gln Val
130 135 140
Val Lys Leu Leu Leu &la Ala Gly Ala Asp Leu Asn Leu Leu Asp Ala
145 150 155 160
Glu Gly Gln Arg Ala Gly Asp Val Ile Val Val Pro Pro Lys Leu Glu
165 170 175
Gly Val Lys Leu Met Leu Gln Glu Leu Leu Ser Ala Asp Gly Ser Ser
180 185 190
Thr Ala Glu Arg Asn Leu Arg Val Val Thr Asn Val Pro Asn Arg Ser
195 200 205
Ser Ser Pro Cys His Ser Pro Thr Gly Glu Asn Gly Gly Ser Gly Ser
210 215 220
Gly Ser Pro Leu Gly Ser Pro Phe Lys Leu Lys Ser Thr Glu Phe Lys
225 230 235 240
Lys Glu Tyr Pro Val Asp Pro Ser Leu Pro Asp Ile Lys Asn Ser Ile
245 250 255
Tyr Ala Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys Val Arg Pro Cys
260 265 270
Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro
275 280 285
Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Ser Cys
290 295 300
Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Lys Gly Ala Cys Arg Arg Gly Asp Met
305 310 3i5 320
Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln
325 330 335
Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Thr Gly Cys Ala Arg Arg Val
340 345 350
Cys Phe Phe Ala His Thr Pro Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Ala Ser
355 360 365
Thr Gly Ser Ala Val Pro Ser Pro Arg Ser Asn Ala Asp Tyr Ala Ala
370 375 380
Ala Leu Ser Leu Leu Pro Gly Ser Pro Ser Gly Val Ser Val Met Ser
385 390 395 400
Pro Leu Ser Pro Ser Ala Ala Gly Asn Gly Met Ser His Ser Asn Met
405 410 415
Ala Trp Pro Gln Pro Asn Val Pro Ala Leu His Leu Pro Gly Ser Asn
420 425 430
Leu Gln Ser Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Asn Ala Arg Asp 1Ile Pro
435 440 445
Thr Asp Glu Phe Asn Met Leu Ala Asp Tyr Glu Gln Gln Gln Leu Leu
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Asn
465
Pro
Pro
His
Gln
Val
545
Val
Gln
His
Pro
Gly
625
Gly
Ser
Lys

Pro

Gln
705

210> 3
<211> 13
<212> PRT

45Q
Glu

Pro
Arg
Lys
Ser
530
Asp
Val
Cys
Gln
Ile
610
Ser
Lys
Trp
Ala
Val

690
Met

Tyr
Ser
Phe
Ser
515
Met
His
Glu
Val
Phe
595
Val
Ser
Leu
Val
Ala
675
Glu

Gln

Ser
Asn
Thr
500
Ala
Leu
Ser
Pro
Lys
580
Arg
Gly
Asn
Arg
Gln
660
Thr

Pro

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo 1

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ..

(1)

<223> \reemplazo="Ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)...

(7)

<223> \reemplazo= "Thr"

<400> 3

<210> 4
<211>12
<212> PRT

Asn
Leu
485
Asp
Val
Ser
Leu
Ile
565
Gln
Ser
Ser
Gly
Ser
645
Ser
Ser

Val

Asp
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Ala

470

Glu

Ser

Phe

Pro

Phe

550
Ser

Gln

Leu

Pro

Gln
630

Ser

Leu

Ser

Met

Gln

710

455
Leu

Asp
Ala
Asn
Ile
535
Ser
Pro
Gln
Ser
Val
615
Pro
Ser
val
Ser
Asp

695
Leu

Ser
Leu
Leu
Gln
520
Asn
Gly
Met
Gln
Ser
600
Asn
Asp
Ser
Lys
Gly
680
His

Val

Arg
Fhe
Ala
505
Phe
Thr
Gly
Ser
Gln
585
Arg
Asn
Trp
Phe
Glu
665
Glu
Ala

Ala

Ser
Ser
490
Ser
Gln
Ser
Gly
Ala
570
Gln
Glu
Asn
Gly
Asp
650
Thr
His
Gly

Gln

Gly
475
Ala
Ala
Gin
Phe
Arg
555
Arg
Gin
Leu
Thr
Met
635
Gly
Pro
Val

Leu

Gln
715

460
Arg

Glu
Val
Gln
Ser
540
Met
Val
Gln
Arg
Trp
620
Ser
Asp
Ala
Met
Glu

700
Asn

Met
Gly
Phe
Gln
525
Ser
Ser
Ser
Gln
Thr
605
Ser
Ser
Glu
Glu
Lys

685
Ala

Lys
Ser
Ser
510
Gln
Pro
Pro
Met
Gln
590
Asn
Ser
Glu
Pro
Ala
670
Gln

Trp

Ser
Ser
495
Pro
Gln
Lys
Arg
Leu
575
Gln
Ser
Lys
Ala
Asp
655
Lys

Pro

Ile

Pro Cys Ser BArg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys
10

1

<213> Secuencia artificial

S
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Met
480
Ser
Thr
Gln
Ser
Asn
560
Ala
Gln
Ser
Trp
Leu
640
Val
Glu

Asn

Glu
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<220>
<223> motivo 2

<400> 4

ES 2451669 T3

His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg

1

<210>5

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo 3

<220>

<221> VARIANTE
<222>(3) .. (3)

<223> \reemplazo="lle"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)

<223> \reemplazo= "Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)

<223> \reemplazo= "Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)

<223> \reemplazo= "Lys"

<400> 5

His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg

1
Leu Cys Lys

<210> 6

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo 4

<400> 6

<210>7

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: prm06717

<400> 7

5 10

10 15

Cys Phe Phe Ala His
1 5
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ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aaacaatgtg ctgtggatca gacc 54

<210> 8

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: prm06718

<400> 8
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtg gttaggtctc tcaattctge 50

<210>9

<211> 981

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 9

aagaggcaaqg
tccagegtag
tcagcaggaa
ggggcgcatg
cgoccgegggd
gtacgagacc
cgccaccgge
gtacgatgcc
cggcgecggg
ggecggcgee
cgtgctccag
gatgtacacg
cagcacctac
tecgrtetitgg
gacttcgacg
ctggttcecat

agcatccgta
tttcagttcyg
cgggctagcet
atgggcacgg
cgcgcgatgg
aaggacgcga
cgcgecceatgg
aaggacaggyg
cagaccggga
gcgcagtacy
caggcagggg
ctcgggatgt
aagcctggaa
cactgatgce
tgttcggtgt
ggagggcceay

ttaaccagec
tgtgttggtyg
accacgccgg
cgcaggagaa
gcaggggaca
ccaaggagaa
acaagggccd
cggctgacac
gctacattgg
ccaaggagac
agcaggtgaa
caggcgataa
ctgggagtga
aaagtgtacyg
cacactttgg
tgtggaggtce
g

ttttgagact
agrgattcca
cgagaccaag
ggcgcegggag
cggcgccaagqg
ggcgtacgag
cggecgecgey
ggcgceagtce
acagaccgcc
cgcgategee
gagcgtgygcg
caagaacaac
ctaccagtaa
tgttgtatec
tttttcagtt
aatgtttaaqg

aataaagitg gttaagacct

<210> 10

<211> 3372

<212> ADN

<213> Eucalyptus grandis

<400> 10

45

tgagagtgtg
gccaagtttg
gcccgocgccg
Jccaaggaca
gaggcgacea
gcaaaggacg
ggcgccacga
gcecgecgace
gaggccgcca
ggcaaggaca
gtgggggcga
gccgctgccg
tacggtagaa
tcttttttaa
gtgctcaact
ctttegtttt

tgtgactcga
cgatggcttc
aggagaagac
cggegtecga
aggagaaggc
cggcctceccga
gggacaagygc
gcgeccgeyga
agcagaaagc
agaccggcge
aggacgcggt
gcaaggacac
gaagcatgtyg
gtttcagctc
gttcatgttt
aaaatctgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
981
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ggaagacgaa gagcaacaaa ataggtctca ctccctcctc tctcctctet ccteotcotctt o0
ctttetetet ctictgette taacaaagte tettceccttga gagacaggge tgegtegteg 120
tctttetete tcctcgetge gagecttectga gaaagttcaa ttctttttct cttgttctct 180
ctetctacce ttctgggtac cactgtgaag ctccocggtctt ttctatttit tttttttttg 240
ggctatctgg gtctgggcaa atccatcgeg cgctctgecte tggactgaga ggccgtcagt 300
ggctttagat ctgcgacgece tecitgectige tcagtgaget gggctagttc aaatcgacga 360
agaaagcatg cgctagtgat tggtgtgggt aatacactygc attegatcte tactaagtat 420
ccceccaagtat actaagatce cgttctcage catgagtcaa ctgaccattc agactgagga 480
cacttttgcc agcttgcitg agettgetgc taacaacgac acagaatctt tcggacggtg 540
tgtggaacgt gatccttcga gcatagatga aattggatat tggtatggtc gccaaaaggg 600
ttcgaagcag gtggtcaata tgcaaagaac tectcttatg gtggetgcta catatggtag 660
tgttgatgta atgagactca ttctttgcct atctgatgct gatgtgaate gaacctgcag 720
cacagacaayg agcacagccc ttcactgtgce tgectetggt ggtgctgtga atgetgtaga 780
tgctgtgagg ctactcctgt cagctggige tgacccaagt ttagecagatg ctaacggtca 840
gcggcetgtg gatgttattg ttgttectcc aaageticctt tcaataaagt ttgetcttga 300
agagctcttg tcgaccgaag gatctgtaaa tgaacacaat ctgagagtgt cegtagecac 960
ttccaattca acctctecoce cactttecatc ttecceggat aatggttcecc cagcatctge 1020
taattgttct tceccccaaga actcaaagtt aagtgatgcc cctgttettt atgcatcaga 1080
aaagaaggaa tacccggtgg atccatctct tccagatate aagaatagca tttactcaac 1140
agatgaattc cgaatgtatt cttttaaagt gcggccttgt tcacgagegt actcgcatga 1200
ttggacggag tgcccttttg ttcatccagg ggagaatgcc cgtagaaggg atccaaggaa 1260
gttccactac agcectgtgtce cttgeococtga tttecggaag ggtgctigta gacgtggaga 1320
tatgtgtgaa tatgctcatg gtgtttttga gtgctggctc catectgete agtateggac 1380
tcgattatge aaggatggta caagttgtge tcggagagtg tgcttctttg cccacacgga 1440
gcaagagctg cgtecattgt acgtcetccac tggttetget gttocgtete ctogetegag 1500
tacctctgga getgotgeca tggattttge tgcagecatg agcctcttac ctggtitcccce 1560
atcatcagta tccatcatgt ccceccttcace cttcactcct ceccatgtete catctgctaa 1620
tggtatttct cacccatctg ttgcctggece ccagcaaaat gtaccaactt tgcatcttce 1680
cggaagcaat cttecagtcca goccgcttgag atcttetett aatgecaagag atattcctca 1740
ggaggatttt gacttgctgt cagattatga tgtgcaacag cagcagctce taaatgagtt 18¢0
ttccatectt tcacaacaat cgatgggtge taattecttg aacegttctg gtcggetgaa 1860
aactttgacc ccctcaaacc ttgatgatct cttcectetget gagagetcat ccectegeta 1920
cgctgatcaa gecectggett ctgctgtttt ttcaccaacg cacaaatctg cagtaatcaa 1280
tcaatttcag cagcagcagce agagcatgtt atcacccatc aacacaacct tctctcctaa 2040
gagtgtcgac caccctttgt tgcaagegtce tttceggtgtt caatctggge gaatgtcecece 2100
tcgtaacatg gatcccatet ctectataag ttctegtgtg tegatgttgyg cecaacgaga 2160
gaaacagcaa cagcaattac gcagcctaag ctctcegtgaa ctcocggttcca attcagecygce 2220
cattgtgggt tccccegtgg gttcttggtc gaaatgggga getacaaatg ggaaaccaga 2280
ctgggctgtt agtgcagatg aactaggtaa gcttcgecagg tctaatitcat ttgagettgg 2340
gaacaatggt gaggagccag atctttcatg ggttcaatcce ctegttaaag aatctcctac 2400
cgagatgaaa gaaaagcttt cgtcaactct ctctggtgtt ccagcccoccg ctacatccag 24460
tgaggttccg agtatcaget cgcagatgga atcggttgat cacgaagtge taggagcatg 2520
gctccagcag atgcagctcyg atccgctcgt ggcectcagcaa aactaggttg ttttttttcc 2580
tacatggccet tgaggaagta gacageggaa agtittttit ggtaaatact atgttttttce 2640
tggaaatttt tgatgctggg ggtggggtct ggaagaagat aacaaggeag gaaaggogte 2700
agtgaagtca ctggagaaaa ggaattcati tttaaccatt ttatcattct attacaacag 2760
daagtaggga aaaaaaagga agaccctctg ggttatgaag agaaattaaa cccaggctag 2820
gcgttcetect ttctaatatt tccaatttta ggtccatatt actgtcattt ccttttitgec 2880
gtcttatcat atttcatcaa aatggaactg gggactaatg tttgttccat tetttegete 2940
ttetgattta tttgcaccet tggggtaaga tcaaaagaga aattatgatc attttcttet 3000
gaggatatti{ tittttccca atatttgitga gaatgaaagt taagagggga tatgatgtgt 3060
ctggtgttgt agtatgaaaa accaataacc gagttcacct gttgctgctg gtggtagaag 3120
aagtggagaa gaagctatga tcctttgatg taacagtcaa tcaaacattt taataccttt 3180
attttttgtt tcctcatgta atccatcctt tgtgattgte ctetetetet ctetctctet 3240
ctctctetoe cteccegtgt teotttetteca taagegtett gettgtcegat ctgtaaatta 3300
ttgaaaaggg tcatggaaag ccgtgccggt gtggattctc atttttgcaa aaaaaaaaaa 3360
azaaaaaaaaa aa 3372

<210> 11

<211>704

<212> PRT

<213> Eucalyptus grandis

46
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<400> 11

Met Ser Gln Leu Thr Ile Gln Thr Glu Asp Thr Phe Ala Sexr Leu Leu
1 5 10 15
Glu Leu Ala Ala Asn Asn Asp Thr Glu Ser Phe Gly Arg Cys Val Glu
20 25 30
Arg Asp Pro Ser Ser Ile Asp Glu Ile Gly Tyr Trp Tyr Gly Arg Gln
35 40 45
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Lys Gly Ser Lys Gln Val Val Asn Met Gln Arg Thr Pro Leu Met Val
50 55 60
Ala Ala Thr Tyr Gly Ser Val Asp Val Met Arg Leu Ile Leu Cys Leu
65 70 75 80
Ser Asp Ala Asp Val Asn Arg Thr Cys Ser Thr Asp Lys Ser Thr Ala
85 90 95
Leu His Cys Ala Ala Ser Gly Gly Ala Val Asn Ala Val Asp Ala Vval
100 105 110
Arg Leu Leu Leu Ser Ala Gly Ala Asp Pro Ser Leu Ala Asp Ala Asn
1135 120 125
Gly Gln Arg Pro Val Asp Val Ile Val Val Pro Pro Lys Leu Leu Ser
130 135 1490
Ile Lys Phe ARla Leu Glu Glu Leu Leu Ser Thr Glu Gly Ser Val Asn
145 150 155 160
Glu His Asn Leu Arg Val Ser Val Ala Thr Ser Asn Ser Thr Ser Pro
165 170 175
Pro Leu Ser Ser Ser Pro Asp Asn Gly Ser Pro Ala Ser Ala Asn Cys
180 185 190
Ser Sexr Pro Lys Asn Ser Lys Leu Ser Asp Ala Pro Val Leu Tyr Ala
195 200 205
Ser Glu Lys Lys Glu Tyr Pro Val Asp Pro Ser Leu Pro Asp Ile Lys
210 215 220
Asn Ser Ile Tyr Ser Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys Val
225 230 235 240
Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe
245 250 255
Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Phe His
260 265 270
Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Lys Gly Ala Cys Arg Arg
275 280 285
Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His
290 295 300
Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Thr Ser Cys Ala
305 310 315 320
Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Thr Glu Gln Glu Leu Arg Pro Leu
325 330 335
Tyr Val Ser Thr Gly Ser Ala Val Pro Ser Pro Arg Ser Ser Thr Ser
3490 345 350
Gly Ala Ala Ala Met Asp Phe Ala Ala Ala Met Ser Leu Leu Pro Gly
355 360 365
Ser Pro Ser Ser Val Ser Ile Met Ser Pro Ser Pro Phe Thr Pro Pro
370 375 380
Met Ser Pro Ser Ala Asn Gly Ile Ser His Pro Ser Val Ala Trp Pro
385 390 395 400
Gln Gln Asn Val Pro Thr Leu His Leu Pro Gly Ser Asn Leu Gln Ser
405 410 415
Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Asn Ala BArg aAsp Ile Pro Gln Glu Asp
420 425 430
Phe Asp Leu Leu Ser Asp Tyr Asp Val Gln Gln Gln Gln Leu Leu Asn
435 440 445
Glu Phe Ser Ile Leu Ser Gln Gln Ser Met Gly Ala Asn Ser Leu Asn
450 455 460
Arg Ser Gly Arg Leu Lys Thr Leu Thr Pr¢o Ser Asn Leu Asp Asp Leu
465 170 475 480
Phe Ser Ala Glu Ser Ser Ser Pro Arg Tyr Ala Asp Gln Ala Leu Ala
485 490 495
Ser Ala Val Phe Ser Pro Thr His Lys Ser Ala Val Ile Asn Gln Phe
500 505 510
Gln Gln Gln Gln Gln Ser Met Leu Ser Pro Ile Asn Thr Thr Phe Ser
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515 520 525
Pro Lys Ser Val Asp His Pro Leu Leu Gln Ala Ser Phe Gly Val Gln
530 535 540
Ser Gly Arg Met Ser Pro Arg Asn Met Asp Pro Ile Ser Pro Ile Ser
545 550 555 560
Ser Arg Val Ser Met Leu Ala Gln Arg Glu Lys Gln Gln Gln Gln Leu
565 570 575
Arg Ser Leu Ser Ser Arg Glu Leu Gly Ser Asn Ser Ala Ala Ile Val
580 585 590
Gly Ser Pro Val Gly Ser Trp Ser Lys Trp Gly Ala Thr Asn Gly Lys
595 600 605
Pro Asp Trp Ala Val Ser Ala Asp Glu Leu Gly Lys Leu Arg Arg Ser
610 615 620
Asn Ser Phe Glu Leu Gly Asn Asn Gly Glu Glu Pro Asp Leu Ser Trp
625 630 635 640
Val Gln Ser Leu Val Lys Glu Ser Pro Thr Glu Met Lys Glu Lys Leu
645 650 655
Ser Ser Thr Leu Ser Gly Val Pro Ala Pro Ala Thr Ser Ser Glu Val
660 665 670
Pro Ser Ile Ser Ser Gln Met Glu Ser Val Asp His Glu Val Leu Gly
675 680 685
Ala Trp Leu Gln Gln Met Gln Leu Asp Pro Leu Val Ala Gln Gln Asn
690 635 700

<210> 12

<211> 1860
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 12
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atgggggagc
gacgacaacy
ccecgegeegt
gccgtgtacg
cccaaccgeyg
tccgectcecyg
ctcgaccacc
ctcaagaacc
ctceccgaca
gtgcgcegegt
ggcgagaacg
gagttcaaga
ttcgagagct
tgcgceccgec
tccacggget
gcgatgggga
tcggccggceyg
cagccgagcey
ctgcgcacgt
gcggcggcegg
aaggcgcttg
gcgtcgeget
gccacegtge
gccgcggtga
cagcgggaga
gccgegtcge
tcecggeaacce
tcegttegage
aacaccctag

tccattggca
actgccggag

<210> 13
<211>619
<212> PRT

ctgggggcgce
cggeggggct
ggtacacccec
gcteggtggy
ccteggegte
ccccogoggco
tccagegeeg
acctectcecte
tcaagaacgyg
gctcgeggge
¢cgcggcggeg
agggggcecgy
ggctccacce
gcgtetgett
ccgccgtgec
tggggctgtce
ggggcggggy
tgceggeget
cgctygagegc
actacgacgg
tgccgtcaaa
cgcegegcta
tcaaccaatt
caccagagece
agatgcagca
tgctggtcgy
cggactggay
tccggtcegyg
tgaaggagcc

tcttgggaca
tcatcagcag

<213> Oryza sativa

<400> 13

ES 2451669 T3

cgaggcggcc
cggggagcte
ggcgcggggce
ctgectegac
gtegetcotee
ggtctecececgc
ggcgtccgac
cctectegge
cgcctacgee
ctactcccat
cgacccgagy
gtgcaggaga
ggcgcagtac
cttegeccac
gtcgccgege
gtcgcegggy
<g9gggcggy
ctgcctgece
gcygcgacatyg
cctcgtegec
Lctegacgay
cgccgaccaa
ccagctgcag
ggtcteeccca
gcagacgctg
ctcgceggtg
cgccgacgac
agccgcocaat
gacaccggag

gaacacaagc
ctggcttgaa

gtctececgega
ctegeggegt
gcggagecge
gcgctectot
acccegeoteco
ctcctegecy
ctegtogege
gcocgcaagg
tccgacgact
gactggacgyg
aagtaccact
ggggacatgt
cggacgecgcce
acgeccgacy
ggggcgttgg
tcgtegtegt
ggcagcggceg
gggagcgcceg
gccgtecgacy
tccececgect
ctcttecteey
ggcggcgecy
cagcagcata
atgagctcce
cggagcatga
agctcgagca
gaggagcteg
ggcaaccatg
aagatgatga

cgtgatcaca
cagctccagc

50

ggctgctcga
ggccctecct
tgacccecget
cgccgcecocta
acctcgccge
ccggegocga
tcccgeccaa
agtggcctce
tcaggatgta
agtgccectt
acagctgegt
gcgagtacgc
tctgcaagga
agctcecgece
agatggcgge
tcacgcegeco
gceggeggoegce
ggaacctcca
agctgcicge
ccatecggte
ctgagctege
cgttctecee
gettgctcte
gcctectege
gctcacggga
tgtccaaatyg
gccgectcaa
agcctgacct
cgacgacate

tcgteggagg
tcgatgagat

gctggceggec
cgccgacgag
catggtcgec
cctegtggac
cgcgggcggyg
cceggeoccte
ctegeteceyg
cgacccctcc
ctcgttcaag
cgtccaccce
gccgtgeceg
gcacggggtg
cggcgteggce
gctctacgtc
ggcggeggcy
gctatcgcecg
gtggccgcag
cctgageegg
€ygcggegygcy
cgcgaggggyg
cgccgoecgeg
gacccgcaag
gccgcggygceg
cgcgetggceg
cctceggcaac
ggggttccee
gcgttgctece
cbcatgggtc
ggcaatggat

cgaggatgac
ggttgtctag

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

loz20
ioso
1140
1260
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
1860
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Met Gly Glu Pro Gly Gly Ala Glu Ala Ala Val Ser Ala Arg Leu Leu

Glu Leu Ala Ala Asp Asp Asn Ala Ala Gly Leu Gly Glu Leu Leu Ala
20 25 30
Ala Trp Pro Ser Leu Ala Asp Glu Pro Ala Pro Trp Tyr Thr Pro Ala
35 40 45
Arg Gly Ala Glu Pro Leu Thr Pro Leu Met Val Ala Ala Val Tyr Gly
30 55 60
Ser Val Gly Cys Leu Asp Ala Leu Leu Ser Pro Pro Tyr Leu Val Asp
65 70 75 80
Pro Asn Arg Ala Ser Ala Ser Ser Leu Ser Thr Pro Leu His Leu Ala
85 90 95
Ala Ala Gly Gly Ser Ala Ser Ala Pro Ala Ala Val Ser Arg Leu Leu
100 105 110
Ala Ala Gly Ala Asp Pro Ala Leu Leu Asp His Leu Gln Arg Arg Ala
115 120 125
Ser Asp Leu Val Ala Leu Pro Pro Asn Ser Leu Pro Leu Lys Asn His
130 135 140
Leu Leu Ser Leu Leu Gly Ala Arg Lys Glu Trp Pro Pro Asp Pro Ser
145 150 155 160
Leu Pro Asp Ile Lys Asn Gly Ala Tyr Ala Ser Asp Asp Phe Arg Met
165 170 175
Tyr Ser Phe Lys Val Arg Ala Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp
180 185 190
Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp
195 200 205
Pro Arg Lys Tyr His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Glu Phe Lys Lys
210 215 220
Gly Ala Gly Cys Arg Arg Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly Val
225 230 235 240
Phe Glu Ser Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys
245 250 255
Asp Gly Val Gly Cys Ala Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Thr Pro
260 265 270
Asp Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Val Ser Thr Gly Ser Ala Val Pro Ser
275 280 285
Pro Arg Gly Ala Leu Glu Met Ala Ala Ala Ala Ala Ala Met Gly Met
290 295 300
Gly Leu Ser Ser Pro Gly Ser Ser Ser Phe Thr Pro Pr¢ Leu Ser Pro
305 310 315 320
Ser Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
325 330 335
Ala Trp Pro Gln Gln Pro Ser Val Pro Ala Leu Cys Leu Pro Gly Ser
340 345 350
Ala Gly Asn Leu His Leu Ser Arg Leu Arg Thr Ser Leu Ser Ala Arg
355 360 365
Asp Met Ala Val Asp Glu Leu Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Asp
370 375 380
Tyr Asp Gly Leu Val Ala Ser Pro Ala Ser Ile Arg Ser Ala Arg Gly
385 390 395 400
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Lys
Ala
Ala
Leu
Pro
465
Gln
Asp
Ser
Asp
Arg
545
Asn
Ser
His
Leu
<210> 14

<211> 2106
<212> ADN

Ala
Ala
Ala
Gln
450
Glu
Arg
Leu
Met
Asp
530
Ser
Thr
Ala

Ile

Glu
610

Leu
Ala
Phe
435
Gln
Prec
Glu
Gly
Ser
515
Glu
Gly
Leu
Met
Val

595
Gln

Val
Ala
420
Ser
Gln
Val
Lys
Asn
500
Lys
Glu
Ala
Val
Asp
580
Gly

Leu

<213> Medicago truncatula

<400> 14

Pro
405
Ala
Pro
His
Ser
Met
485
Ala
Trp
Leu
Ala
Lys
565
Ser

Gly

Gln

ES 2451669 T3

Ser
Ser
Thr
Ser
Pro
470
Gln
Ala
Gly
Gly
Asn
550
Glu
Ile

Glu

Leu

Asn
Arg
Arg
Leu
455
Met
Gln
Ser
Phe
Arg
535
Gly
Pro
Gly

Asp

Asp
615

Leu
Ser
Lys
440
Leu
Ser
Gln
Leu
Pro
520
Leu
Asn
Thr
Ile
Asp

600
Glu

52

Asp
Pro
425
Ala
Ser
Ser
Thr
Leu
505
Ser
Lys
His
Pro
Leu
585
Thr

Met

Glu
410
Arg
Thr
Pro
Arg
Leu
450
Val
Gly
Arg
Glu
Glu
570
Gly
Ala

Val

Leu
Tyr
Val
Arg
Leu
475
Arg
Gly
Asn
Cys
Pro
555
Lys
Gln
Gly

Val

Phe
Ala
Leu
Ala
460
Leu
Ser
Ser
Pro
Ser
540
Asp
Met

Asn

Val

Ser
Asp
Asn
445
Ala
Ala
Met
Pro
Asp
525
Ser
Leu
Met

Thr

Ile
605

Ala
Gln
430
Gln
Ala
Ala
Ser
Val
510
Trp
Phe
Ser
Thr
Ser

580
Ser

Glu
415
Gly
Fhe
Val
Leu
Ser
495
Ser
Gly
Glu
Trp
Thr
575
Arg

Ser

Leu
Gly
Gln
Thr
Ala
480
Arg
Ser
Ala
Leu
Val
560
Thr
Asp

Trp
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atgaaaaatc taactgttcg tactgatgat tctttttcca gecttacttga acatgettet 60
aacaatgatt ttgaagattt caaggtagct ctagatagtg atgcttcact tattaatgaa 120
gttggcttct ggtatgtcecg tcaaaaggga tctaaccaaa ttgttcttga gcaccgaacce 180
cctetaatgg tggectgctte ctatgggagt attgatatte taaagcettat actcectceatat 240
cccgaggcety atgttaattt ctectgtgga actgataaaa gocactgectct tcactgtget 300
gcctcaagtg gttcagttaa tgctgttgat gctatazaat tgcttttate agotggtget 360
gatatcaatt ctgtggatgc taatgggaaa cgcccigtgg atgttatoegt tgttoctatt 420
gtitgttectc ataagcicga aggtgttaaa acaattcttg aagaacttct ctcagacagt 480
gcttcoctgaag gatetygtygga tgattgetol cttococctgt ctecttatttc atcgagtect 540
ggttcatctg ccectttatc atctgctgaa aatggatctc catcctetec tgtggcoctecce 600
aagtttacag atacagetgt taattcetaca tcagaaaaga aagagtatcc agttgaccca 660
tctettecctyg acatazaaaa cagcatgtat gccacagatg aattccgecat gtattcattc 120
aaggttcgtc cttgttcteg tgcatactct catgattgga ctgagtgtce ttttgtgecat 780
cctggagaga atgctcgaag gagagaccct agaaagtttc actacagcectg tgtgcecatge 840
cctygatttta ggaaaggggce ttgecgacgt tcggatatgt gtgaatatge tcatggagta 300
ttcgagtgct ggctacacce agetcagtat c¢ggacaaggc tgtgcaaaga cggtatgggt 960
tgtaaccgaa gggtgtgett cttcgctcac tcacctgaag agcectgcocgtcc gotgtatgtg 1020
tccactggtt ctgctgttec ttcaccccga tcagoctgett ctactygctaa tgtcatggac 1080
atggctdgctyg ctatgagect tttocctggt tcaccatcat caatctcttt gatgtcoctcaa 1140
tcaccctttg cacagecctec tctatcteca tctgcaaatg gcaataatge ttggccacag 1200
cccaatgtge cagetcettceca tttaccagga agcattaatc aaactagtcg tttgagatct 1260
tctecttagty ccecgtgatat gecacacgac gacttcaaca atatgttgca agacttitgat 1320
gggcagcagc agatactaaa tgacttgage tgtitctcac agoccccghtcoe tggtgctatt 1380
tcagttggte gatctggoceyg cectaaaaca ctaactccct caaatotgga tgatcttttt 1440
tgtgctgaga ttgcttcate tcoctaggtat tecgaccecg ctgcggette tgtattticec 1500
ccaacacaca aatctgctgt cttcaaccag tttcaacage ttcaaagctc cttatcaccc 1560
atcazacacaa atgtcatgtc tcctacaaac gtagagcatc ccctgttcca ccaggettcea 1620
tatggtctet cttctectgg aaggatgtca ccaagaagta tggaagccct atctccaatg 1680
agttctcgge tgtcagettt tgctcagcgt gagaaacaac agcagceagca ¢caacagcty 1740
cgtagectca getcaagaga actcggtget aacaatccte tcetcecagetgt tgggtcecect 1800
gttaactecct ggtccaagtg gggatcatee cctattggaa aagcetgattg gtceggtaaat 1860
ccaaatgact tcggtcaaac acagagatca acttcttttg agcatggaaa caatggagaa 1920
gagcctgatg taggttgggt ccattccctt gtcaaggatce ccacacctga gaagaaagag 1980
aagcttgcag gttcecggece aattccatec gttgaaaaga atcccaatec tcaageggac 2040
ggcattgatc actctgtttt gggagcttgg ctcgagcaac tgcagectgga tcaacttgta 2100
gtctag 2106

<210> 15

<211>701

<212> PRT

<213> Medicago truncatula

<400> 15
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Met Lys Asn Leu Thr Val Arg Thr Asp Asp Ser Phe Ser Ser Leu Leu

Glu His Ala Ser Asn Asn Asp Phe Glu Asp Phe Lys Val Ala Leu Asp
20 25 30
Ser Asp Ala Ser Leu Ile Asn Glu Val Gly Phe Trp Tyr Val Arg Gln
35 40 45
Lys Gly Ser Asn Gln Ile Val Leu Glu His Arg Thr Pro Leu Met Val

Ala Ala Ser Tyr Gly Ser Ile Asp Ile Leu Lys Leu Ile Leu Ser Tyr
65 70 75 80
Pro Glu Ala Asp Val Asn Phe Ser Cys Gly Thr Asp Lys Ser Thr ala
85 20 95
Leu His Cys Ala Ala Ser Ser Gly Ser Val Asn Ala Val Agp Ala Ile
100 105 110
Lys Leu Leu Leu Ser Ala Gly Ala Asp Ile Asn Ser Val Asp Ala Asn
115 120 125
Gly Lys Arg Pro Val Asp Val Ile Val Val Pro Ile Val Val Pro His
130 135 140
Lys Leu Glu Gly Val Lys Thr Ile Leu Glu Glu Leu Leu Ser Asp Ser
145 150 155 160
Ala Ser Glu Gly Ser Val Asp Asp Cys Ser Leu Pro Leu Ser Leu Ile
165 170 175
Ser Ser Ser Pro Gly Ser Ser Ala Pro Leu Ser Ser Ala Glu Asn Gly
180 185 190
Ser Pro Ser Ser Pro Val Ala Pro Lys Phe Thr Asp Thr Ala Val Asn
195 200 205
Ser Thr Ser Glu Lys Lys Glu Tyr Pro Val Asp Pro Ser Leu Pro Asp
210 215 220
Ile Lys Asn Ser Met Tyr Ala Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe
225 230 235 240
Lys Val Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys
245 250 255
Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys
260 265 270
Phe His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Lys Gly Ala Cys
275 280 285
Arg Arg Ser Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp
290 295 300
Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Met Gly
305 310 315 320

54



Cys
Pro
Ala
FPro
Gln
385
Pro
Arg
Asn
Leu
Ser
465
Cys
Ser
Gln
Thr
Ser
545
Ser
Gln
Pro
Ser
Gly
625
Glu
Glu
Lys

Ala
<210> 16

<211> 2841
<212> ADN

Asn
Leu
Ser
Gly
370
Pro
Asn
Leu
Asn
Ser
450
Gly
Ala
Val
Leu
Asn
530
Pro
Ser
Gln
Leu
Ser
610
Gln
Pro
Lys

Asn

Trp
690

Arg
Tyr
Thr
355
Ser
Pro
Val
Arg
Met
435
Cys
Arg
Glu
Phe
Gln
515
Val
Gly
Arg
Gln
Ser
595
Pro
Thr
Asp
Lys
Pro

675
Leu

<213> Oryza sativa

<400> 16

Arg
Val
340
Ala
Pro
Leu
Pro
Ser
420
Leu
Phe
Pro
Ile
Ser
500
Ser
Glu
Arg
Leu
Leu
580
Ala
Ile
Gln
Val
Glu
660

Asn

Glu

Val
325
Ser
Asn
Ser
Ser
Ala
405
Ser
Gin
Ser
Lys
Ala
485
Pro
Ser
His
Met
Ser
565
Arg
Val
Gly
Arg
Gly
645
Lys

Pro

Gln

ES 2451669 T3

Thx
Val
Ser
Preoc
390
Leu
Leu
Asp
Gln
Thr
470
Ser
Thr
Leu
Pro
Ser
550
Ala
Ser
Gly
Lys
Ser
630
Trp
Leu

Gln

Leu

Phe
Gly
Met
Ile
375
Ser
His
Ser
Fhe
Pro
455
Leu
Ser
His
Ser
Leu
535
Pro
Phe
Leu
Ser
Ala
615
Thr
Val
Ala
Ala

Gln
695

Phe ala

Ser Ala
345

Asp Met

360

Ser Leu

Ala Asn
Leu Pro

Ala Arg
425

Asp Gly

440

Arg Pro

Thr Pro
Pro Arg

Lys Ser
505

Pro Ile

520

Phe His

Arg Ser
Ala Gln

Ser Ser
585
Pro val
600
Asp Trp

Ser Phe
His Ser
Gly Ser

665
Asp Gly

680
Leu Asp

55

His
330
Val
Ala
Met
Gly
Gly
410
Asp
Gln
Gly
Ser
Tyr
490
Ala
Asn
Gln
Met
Arg
570
Arg
Asn
Ser
Glu
Leu
650
Gly
Ile

Gln

Ser
Pro
Ala
Ser
Asn
395
Ser
Met
Gln
Ala
Asn
475
Ser
Val
Thr
Ala
Glu
555
Glu
Glu
Ser
Val
His
635
Val
Pro

Asp

Leu

Pro
Ser
Ala
Gln
380
Asn
Ile
Pro
Gln
Ile
460
Leu
Asp
Phe
Asn
Ser
540
Ala
Lys
Leu
Trp
Asn
620
Gly
Lys
Ile
His

Val
700

Glu
Pro
Met
365
Ser
Ala
Asn
His
Ile
445
Ser
Asp
Pro
Asn
Val
525
Tyr
Leu
Gln
Gly
Ser
605
Pro
Asn
Asp
Pro
Ser

685
Val

Glu
Arg
350
Ser
Pro
Trp
Gln
Asp
430
Leu
Val
Asp
Ala
Gln
510
Met
Gly
Ser
Gln
Ala
590
Lys
Asn
Asn
Pro
Ser

670
Val

Leu
335
Ser
Leu
Phe
Pro
Thr
415
Asp
Asn
Gly
Leu
Ala
495
Phe
Ser
Leu
Pro
Gln
575
Asn
Trp
Asp
Gly
Thr
655
Val

Leu

Arg
Ala
Phe
Ala
Gln
400
Ser
Phe
Asp
Arg
Phe
480
Ala
Gln
Pro
Ser
Met
560
Gln
Asn
Gly
Phe
Glu
640
Fro

Glu

Gly



atgaacggca
gtggcgetygg
gcgaaaaccc
gacgacgacg

gaggcgggceo
gcggccacct
gtcaatcgcc
tcgeccgtett
acggatgctt
gccaagattyg
gtggtgacaa
gcacgatctc
gtgacategg
atctatgctt
tactcacatg
gaccectegea
cggegtggty
cagtaccgta
gcgcatacaa
ccaagagect
tctccateat
aatgggatgc
ggcagcagoce
gatgattact
cgtattggtt
ttggatgatc
ggtggtatgt
caggcacttc
ttgeeticac
tctcctegat
cagcgtgaga
gctgcaagag
tcaccttcag
tcatcatcgt
ctggttaagy
ggaccttcac
ccgctggatg
gatcagcata
ttattattcet
aagcaaaagg
aggtaaatca
gggtcgttte
aaaatattte
ggaattcttt
gtactgatgg
tattcttttt
atcttgagge
ttgctattgt

<210> 17
<211>749
<212> PRT

cagccgatctce
cggccgogac
tcaccgtcega
cggagggcct

tctggtacgyg
atggcagcct
gctgtggctc
gtgtggagge
ccggatateyg
ccctecaaga
gggccgcaaa
catcagctgce
aaaagaaaga
ccgatgaget
attggactga
agtatcacta
acatgtgtga
ctcgectttg
ctgatgagct
cggcaacagc
cagtttcagc
ccectteatt
ttcagtcgag
ccectgatgea
catcaacagg
tcttctetge
tttcaccatc
tttcaccaat
actcatctct
gtgttgaatc
agcaacagca
catcaggtgt
ggacacctga
ttgagctgag
aatctccace
cactgatgcc
ggcatgacca
ttggtagtct
tagttaatga
atggatagct
tatacattat
aagaccgace
cctgttttgt
tctttacctt
gtataaggtt
ctceetttea
ctgtataatce
tttgcaatcyg

<213> Oryza sativa

<400> 17

ES 2451669 T3

cgcgtcogec
caagaagagt
cacggacgac
dJegceogcegceyg

ccgecgcaag
cgcggtget
cgacggcacc
cgtcaagctg
tccagetgat
tcttcttgga
ctctatgttg
tgtgatgatyg
atatccagtg
ccgcatgtac
gtgcccgttt
cagctgtgtg
atatgctcat
caaggatggc
ccgaccacta
tacaatggaqg
agtcatgtcce
gggctggceag
ccggctccegt
ggatattgat
aaaccacacg
tgagatggtc
tcacaaggct
caacacagtc
gttgcaagca
tgggtcceet
gacaatgaga
Lgttggctcc
ctggggtgtt
atctggtggt
agagaagcaa
tccecagtgta
agctgctgtt
agcaacataa
atttggagta
gatggtggty
tgaggttcca
caggtagaat
taattaaccec
agcggtgttt
ggttaccagg
ccatttgteyg
cttggatttg
c

dgcggecggcyg
gcedecgegg
gcettocgegg
ctggagcgeg

gtcctegage
cgcectgetge
accgecectce
ctgcttgcectyg
gtgatctetg
tgcccaaagg
tcacctgtat
acgacaaagt
gatccgtece
tcatttaaga
gttcacccag
ccatgccccy
ggcgigttceg
acaagctgta
tatgtttcca
atggctgcag
ccatttacac
cagccaaatg
acctcactta
tcacagctta
tctcggacca
tcttcececega
getttectta
ttctccccga
tcacttggta
atgaactctc
agLctcagtt
cctctaagct
aatggtgaag
gatgatccag
gtcactactyg
agcaacggtg
attggagcat
gcgctgaatg
atttttttece
attcagagat
gtaggttgaa
cgcaccecygyg
cgttaaaaaa
attttgttta
catgctatag
aggatcatac
taataatgta

56

tcgacggagt
cggccgecgt
ggctcctcga
ccoccgcecge

accgcacgcce
tgtcccteec
actgtgcggce
ctggggctga
ttcctecaaa
ctgggcatgy
catccectac
ttgcagatct
ttccecgatat
tcaggccatg
gggagaacgc
actttagaaa
agtgttggct
atcgececgtgt
ctggatctgc
caatgggctt
caccaatgtce
ttccgacact
gtgcaaggga
taaatgattt
agtccctaaa
ggtatagtaa
atcagttecca
agtctgtgga
tatcctcecece
atcttgctgce
ctcgtgatct
catcatggtc
aattgggcaa
atctctettg
ctgaatccat
aaggtcctag
tgcttgaaca
agcctggaaa
tgttcattaa
tggttetett
agattgaagt
cagcttcaat
gaagactcgt
ttatgatatt
tggtatatca
tatggccttg
atattgtecat

cggcgceggcyg
cgccgagatg
gctegecogeg
cgccgcggac

gctgatggte
gtccgtegat
gtctggtggc
tgctgatgcece
gatgtttgac
cgttetcegg
agcagaagat
tecaagggtt
caagaacagc
ctegegggeg
acggegtegg
gggagtttge
ccatccagca
ctgtttcttt
agtaccatcc
gatgcctggt
ccettcagge
acaccttcca
tatgcctget
gtgctattca
fcegtcaaac
tgctgatcag
gcaacagcag
caaccagcag
tggccgcaty
tgctcttgct
tgggccgagt
aaagtgggga
gcttegeegg
ggtacacaca
aaactctgtt
tctgaatgce
gatgcagcett
gtgcaaggag
gatggtcage
tactttattg
accttgattg
tcatcggtca
ttggtgttte
gatacttgat
agtcccaaag
ttttggtcag
tgaacttaca

60
120
180
240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2841



ES 2451669 T3

Met Asn Gly Thr Pro Ile Ser Ala Ser Ala Ala Ala Gly Val Asp Gly
1 5 10 15
Val Gly Ala Ala Val Ala Leu Ala Ala Ala Thr Lys Lys Ser Ala Ala
20 25 30
Ala Ala Ala Ala Val Ala Glu Met Ala Lys Thr Leu Thr Val Asp Thr
35 40 45
Asp Asp Ala Phe Ala Gly Leu Leu Glu Leu Ala Ala Asp Asp Asp Ala
50 55 60

57



Glu
65

Glu
Pro
Leu
Gly
Val
145
Thr
Lys
Lys
Met
Ser
225
Val
Ile
Lys
Pro
Tyr
305
Arg
Leu
Cys
Pro
Ala
385
Ser
Ser
Asn
Leu
Leu
465
Arg
Asn

Pro

Lys

Gly
Ala
Leu
Leu
Thr
130
Glu
Asp
Mat
Ala
Leu
210
Ala
Thr
Lys
Ile
Phe
290
His
Arg
His
Asn
Leu
370
Thr
Fro
Pro
Val
Arg
450
Met
ile
Pro

Arg

Ala

Leu
Gly
Met
Ser
115
Thr
Ala
Ala
Fhe
Gly
185
Ser
Ala
Ser
Asn
Arg
275
Val
Tyr
Gly
Pro
Arg
355
Tyr
Ala
Ser
Ser
Pro
435
Thr
Gln
Gly
Ser
Tyr

51%
Ala

Arg
Leu
Val
100
Leu
Ala
Val
Ser
Asp
180
His
Pro
Val
Gla
Ser
260
Pro
His
Ser
Asp
Ala
340
Arg
Val
Thr
Ser
Gly
420
Thr
Ser
Asp
Ser
Asn
500

Ser

Phe

Arg
Trp
Ala
Pro
Leu
Lys
Gly
165
Ala
Gly
Val
Met
Lys
245
Ile
Cys
Pro
Cys
Met
325
Gln
Val
Ser
Met
Val
405
Asn
Leu
Leu
ile
Ser
485
Leu

Asn

Leu

ES 2451669 T3

Ala
70

Tyr
Ala
Ser
His
Leu
150
Tyr
Lys
Val
Ser
Met
230
Lys
Tyr
Ser
Gly
Val
310
Cys
Tyr
Cys
Thr
Glu
390
Ser
Gly
His
Ser
Asp
470
Thr
Asp
Ala

Asn

Leu
Gly
Thr
Val
Cys
135
Leu
Arg
Ile
Leu
Ser
215
Thr
Glu
Ala
Arg
Glu
295
Pro
Glu
Arg
Phe
Gly
375
Met
Ala
Met
Leu
Ala
455
Ser
Gly
Asp
Asp

Gln

Glu
Arg
Tyr
Asp
120
Ala
Leu
Pro
Ala
Arg
200
Pro
Thr
Tyx
Ser
Ala
280
Asn
Cys
Tyr
Thr
Phe
360
Ser
Ala
Val
Pro
Pro
440
Arg
Gln
Asn
Leu
Gln

520
Phe

58

Arg
Arg
Gly
105
Val
Ala
Ala
Ala
Leu
185
Val
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Tyr
Ala
Pro
Ala
Arg
345
Ala
Ala
Ala
Met
Pro
425
Gly
Asp
Leu
His
Phe
505
Gly

Gln

Ala
Lys
90

Ser
Asn
Ser
Ala
Asp
170
Gln
val
Ala
Fhe
Val
250
Glu
Ser
Arg
Asp
His
330
Leu
His
Val
Ala
Ser
4140
Ser
Ser
Met
Ile
Thr
499
Ser

Gly

Gln

Pro
75

Val
Len
Arg
Gly
Gly
155
Val
Asp
Thr
Glu
Ala
235
Asp
Phe
His
Arg
Phe
315
Gly
Cys
Thr
Pro
Met
395
Pro
Leau
Ser
Pro
Asn
475
Ser
Ala
Met

Gln

Pro
Leu
Ala
Arg
Gly
140
Ala
Ile
Leu
Arg
Asp
220
Asp
Fro
Arg
Asp
Arg
300
Arg
Val
Lys
Thr
Ser
380
Gly
Phe
Gly
Leu
Ala
460
Asp
Arg
Glu
Phe

Gln

Ala
Glu
Val
Cys
125
Ser
Asp
Ser
Leu
Ala
205
Ala
Leu
Ser
Met
Trp
285
Asp
Lys
Phe
Asp
Asp
365
Pro
Leu
Thr
Trp
Gln
445
Asp
Leu
Thr
Met
Ser

525
Gln

Ala
His
Leu
110
Gly
Pro
Ala
Val
Gly
1%0
Ala
Arg
Pro
Leu
Tyr
270
Thr
Pro
Gly
Glu
Gly
350
Glu
Arg
Met
Pro
Gln
430
Ser
Asp
Cys
Lys
Yal
510

Pro

Ala

Ala
Arg
95

Arg
Ser
Ser
Asp
Pro
175
Cys
Asn
Ser
Arg
Pro
255
Ser
Glu
Arg
Val
Cys
335
Thr
Leu
Ala
Pro
Pro
415
Gln
Ser
Tyr
Tyr
Ser
495
Ser

Ser

Leu

Asp
Thr
Leu
Asp
Cys
Ala
160
Pro
Pro
Ser
Pro
val
240
Asp
Phe
Cys
Lys
Cys
320
Trp
Ser
Arg
Ser
Gly
400
Met
Pro
Arg
Ser
Ser
480G
Leu
Ser
His

Leu



Ser
545
Leu
Pro
Ser
Met
Ser
625
Ser
Lys
Pro
Lys
Leu
705
Pro
Gln
<210> 18

<211> 2769
<212> ADN

530
Pro

Pro
Gly
His
Arg
610
Gly
Pro
Leu
Asp
Gln
690
Met

Leu

Met

Ile
Ser
Arg
Leu
595
Ser
Val
Ser
Arg
Leu
675
Val
Pro

Asp

Gln

Asn
His
Met
580
Ala
Leu
Val
Gly
Arg
660
Ser
Thr
Pro

Gly

Leau
740

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 18

Thr
Ser
565
Ser
Ala
Ser
Gly
Thr
645
Ser
Trp
Thr
Ser
His

725
Asp

ES 2451669 T3

Val
550
Ser
Fro
Ala
Ser
Ser
630
Prec
Sex
Val
Ala
Val
710
Asp

Gln

535
Phe

Leu
Arg
Leu
Arg
615
Pro
Asp
Ser
His
Glu
695
Ser

Gln

His

Ser
Leu
Cys
Ala
600
Asp
Leu
Trp
Phe
Thr
680
Ser
Asn

Ala

Ile

59

Prc
Gln
Val
585
Gln
Leu
Ser
Gly
Glu
665
Leu
Ile
Gly
Ala

Gly
745

Lys
Ala

570
Glu

Arg
Gly
Ser
Val
650
Leu
Val
Asn
Glu
Val

730
Ser

Ser
555
Ser
Ser
Glu
Pro
Ser
635
Asn
Arg
Lys
Ser
Gly
715
Ile

Leu

540
Val

Leu
Gly
Lys
Ser
620
Trp
Gly
Ser
Glu
Val
700
Pro

Gly

Ala

Asp
Gly
Ser
Gln
605
Ala
Ser
Glu
Gly
Ser
685
Gly
Ser

Ala

Thr

Asn
Ile
Pro
590
Gln
Ala
Lys
Glu
Gly
670
Pro
Pro

Leu

Leu

Gln
Ser
575
Met
Gln
Arg
Trp
Leu
655
Asp
Pro
Ser

Asn

Leu
735

Gln
560
Ser
Asn
Thr
Ala

Gly
640
Gly
Asp
Glu
Pro
Ala

720
Glu



acaccagtta
ctgaggttga
tttacacttt
ttetgtttte
tccagtgecg
atcactgtca
ggaacatteg
gcggcaackee
gtttgttaga
gagtttagat
tggtcctygat
ggatgttgtc
aaatcgtect
tgaagagatc
cttgggatca
cttagattca
gaagaaagag
cgatgagttt
ctggactgaa
gtttcactat
tatgtgtgaa
acgattgtgc
tgaggagtty
gtctgctgtt
accatctgct

gecccattca
caatatccag
gcttagcatg
acgctttatyg
cttctecaget
atcgecettee
ttctectate
gcagcaagcc
acagcagceta
tttaatgceg
tggaagcaag
ttecttgyget
agactcttca
gactcaaggt
tgatgcgtgy
cacatttctg
ggaaacaaaa
ttttttcagg
aattattgta
ttctgattta
atttgtcaaa
tcatttcct

<210>19
<211> 706
<212> PRT

ccctctcate
tcgatcttct
tggatctgaa
ttcttacceyg
tgaaggatgt
gaccaagaga
tttectgect
tctgatgtgte
agaatggttc
gttgtgaagt
aaaagtactg
aagttgcettt
gttgatgtte
ttgaagaaag
agtttcecggt
gtatcctete
tacccaattg
cgtatgttct
fgtccatttyg
acgtgtgttc
tatgctcatyg
aaggacggaa
cgtcccttgt
tccgecteta
gctcaacatt

tcgatgggtt
ttgagtcegte
ctgcatgagt
aatcattccg
gaggttgcat
cacaagtccg
aagacaaatc
tcgtcacccce
cattcacgca
actgattctg
gtggattggt
aataacccaa
tcacctagga
ggttcgagtg
cttgaacagc
tgaagctgtg
gcaaactceyg
cttetttckg
tcatctetgt
cattttttgt
gaacactgta

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 19

ES 2451669 T3

cgttttcgtt
tecttettett
aatgtggttc
atcgettgat
gtggtcttge
atgaatcttt
tgcttgagtt
cttgtatcaa
ttgagcaaag
ttattctite
ctcttcattg
tgagtgtagy
ttgttgtgte
acgagattat
ctctectecate
cgactaagcec
atccatcatt
cgttcaagat
cacacccagg
catgcccgga
gggtttttga
tgggttgcaa
acccticcac
ctatggacat
cgttcaccce

ggcctecagea
tgagatctte
ttgaaatgca
ctcgtcecctaa
ctccteogttt
cgcttecttaa
taatgtcttc
gaggecggaga
gcectaagcte
gttegecatt
cagtccaatc
acagggaagc
acggdaaaccg
tgaatcctca
tgcacctaga
aaactgatga
ggtaagcttt
aaatttecttt
tgtaacaatg
atcctctcag
tgagazataa

ttttttttct
cctcactctt
tctgtttcge
tcggactgty
taagaagctg
ggccaaaccec
tgctgcagac
ccagatgggt
aaccccgctg
tttcecggaa
cgctgettet
agcagatcct
tccacacgct
atctgaagat
atccecctgat
acacggtact
gectgatatce
ccgeccatgt
tgagaatgca
ttttaagaaa
atgctggcta
ccgaagggtt
aggatctgga
ggcgtcagtt
accaatatct

gaacataccyg
tcttaacget
acgtcagectt
gacactgaac
ctctgatcaa
tcagctgcag
tccaaagaat
geectatttee
ccgtgatttt
aagtccatgg
agatgagtta
agatgtttca
tgttgtgaac
caacagtgac
tcgetgagee
ttcgtttatt
tttcgattct
actttettat
gccaaagtgc
tttgtcaatt
taacatattg

60

ctectttcaaa
tagatttgtt
ccgttacegt
atctttgatc
gatatagagg
atgaatgatg
aacgatgtgg
ctttggtaca
atggttgctt
gcggagttga
ggtgcttctg
aatatccctg
cctggtttga
ctgcatgect
aatggttcct
gatgtaactt
aaaageggga
tctegageat
aggagaagay
ggatcctgta
caccctgete
tgcttetttg
ttgccatctc
ttgaacatgt
ccttctggaa

gcgttgaatc
agagatattc
gctggcgata
ccttcaaatc
cttgetgttt
aataataagc
gtggagcaac
ccaatgaatg
ggatctagtc
tcaagtiggg
ggteggttga
tgggctcecagce
atgaatggtg
actcgtgaga
tcagctgcga
tattattcaa
aataacccta
ttttatcacc
gcetctatta
gtttctaata
tttcagctaa

aatctctcag
ccttttgeat
ttagattcag
ttttttette
atactttgac
ctgctgaatg
aggggtttag
gacggcagag
cgttatatgg
atctgtcttg
tgaattcectt
atgctcatgg
gaaccatcct
cgtcatctaqg
cgttactcte
tcgcatcaga
tttattcaac
attcccatga
acccgaggaa
agcaaggtga
agtacagaac
ctcacgcaaa
ctcocgggeite
taccaggctc
atggtagtat

ttcctggaag
cttctgagca
tgcacagtcc
tggaggaact
catctgttet
agagcatgct
attetcttet
ctcgaatgaa
tgcccecogtga
accagacccea
gaaaatctca
agatgttaaa
caaggccatt
gcgacattcet
gagagaggtt
gaaagcaaac
aaaggctcag
tcattaaatt
cttceeggat
tctocticat
taagattcat

60
1290
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
27900
2760
2769



ES 2451669 T3

Met Cys Gly Leu Ala Lys Lys Leu Asp Ile Glu Asp Thr Leu Thr Ser

Leu Ser Asp Gln Glu Asn Glu Ser Leu Ala Lys Pro Met Asn Asp Ala
20 25 30
Ala Glu Trp Glu His Ser Phe Ser Ala Leu Leu Glu Phe Ala Ala Asp
35 40 45
Asn Asp Val Glu Gly Phe Arg Arg Gln Leu Ser Asp Val Ser Cys Ile
50 55 60
Asn Gln Met Gly Leu Trp Tyr Arg Arg Gln Arg Phe Val Arg Arg Met

Val Leu Glu Gln Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ser Leu Tyr Gly Ser
85 90 95
Leu Asp Val Val Lys Phe Ile Leu Ser Phe Pro Glu Ala Glu Leu Ashn
100 105 110
Leu Ser Cys Gly Pro Asp Lys Ser Thr Ala Leu His Cys Ala Ala Ser
115 120 125
Gly Ala Ser Val Asn Ser Leu Asp Val Val Lys Leu Leu Leu Ser Val
130 135 140
Gly Ala Asp Pro Asn Ile Pro Asp Ala His Gly Asn Arg Pro Val Asp
145 150 155 160
Val Leu Val Val Ser Pro His Ala Pro Gly Leu Arg Thr Ile Leu Glu
165 170 175
Glu Ile Leu Lys Lys Asp Glu Ile Ile Ser Glu Asp Leu His Ala Ser
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Ser Ser Phe Arg Ser Leu Ser Ser Ser Pro Asp
195 200 205
Asn Gly Ser Ser Leu Leu Ser Leu Asp Ser Val Ser Ser Pro Thr Lys
210 215 220
Pro His Gly Thr Asp Val Thr Phe Ala Ser Glu Lys Lys Glu Tyr Pro
225 230 235 240

61



Ile
Glu
Ser
Arg
Asp
305
His
Leu
His
Leu
Met
385
His
His
Pro
Arg
Gln
465
Ser
Ser
Ser
Asn
Ser
545
Pro
Gln
Pro
Ser
Ser
625
Pro
Ser
Arg
Thr

Asp

Asp
Phe
His
Arg
290
Phe
Gly
Cys
Ala
Pro
370
Ala
Ser
Ser
Gly
Asp
450
Arg
Ala
Ala
Val
Asn
530
Pro
Arg
Leu
Arg
Ser
610
Asp
Asn
Ser
Pro
Arg

690
Arg

Pro
Arg
Asp
275
Arg
Lys
vVal
Lys
Asn
355
Ser
Ser
Phe
Ser
Ser
435
Ile
Gln
Arg
Glu
Leu
515
Lys
Lys
Gly
His
Asp
595
Trp
Glu
Arg
Ser
Leu

675
Glu

Ser
Met
260
Trp
Asp
Lys
Phe
Asp
340
Glu
Pro
Val
Thr
Met
420

Asn

Pro

Leuw

Pro
Val
500
Ser
Gln
Asn
Gly
Ser
580
Leu
Asp
Leu
Glu
Fro
660
Thr

Ser

Leu
245
Phe
Thr
Pro
Gly
Glu
325
Gly
Glu
Arg
Leu
Pro
405
Gly
ile
Ser
Ala
Lys
485
Ala
Pro
Ser
Val
Glu
565
Arg
Met
Gln
Gly
Ala
645
Arg
Gin

Asp

ES 2451669 T3

Pro
Ser
Glu
Arg
Ser
310
Cys
Met
Leu
Ala
Asn
380
Pro
Trp
Gln
Glu
Gly
470
Thr
Ser
Ser
Met
Glu
550
Pro
Ser
Pro
Thr
Arg
630
Asp

Asn

Ile

Asp
Phe
Cys
Lys
295
Cys
Trp
Gly
Arg
Ser
375
Met
Ile
Pro
Leu
Gln
455
Asp
Leu
Pro
His
Leu
535
Gln
Ile
Leu
Thr
His
615
Leu
Val
Gly
Gly

Leu
695

Ile
Lys
Pro
280
Phe
Lys
Leu
Cys
Pro
360
Ser
Leu
Ser
Gln
Ser
44Q
Leu
Met
Asn
Arg
Lys
520
Ser
His
Ser
Ser
Asp
600
Gly
Arg
Ser
Asn
Ser

689
Asp

62

Lys
Ile
265
Phe
His
Gln
His
Asn
345
Leu
Ala
Pro
Pro
Gln
425
Arg
Ser
His
Pro
Phe
505
Ser
Pro
Ser
Pro
Ser
585
Ser
Ser
Lys
Trp
Arg
665

Ser

Ala

Ser
250
Arg
Ala
Tyr
Gly
Pro
330
Arg
Tyr
Val
Gly
Ser
410
Asn
Leu
Met
Ser
Ser
490
Ser
Ala
Ile
Leu
Met
570
Arg
Gly
Lys
Ser
Ala
650
Val

Val

Trp

Gly
Pro
His
Thr
Asp
315
Ala
Arg
Pro
Ser
Ser
395
Gly
Ile
Arg
Leu
Pro
475
Asn
Asp
Leu
Lys
Leu
555
Asn
Asp
Ser
Val
His
635
Gln
Val

Asn

Leu

Ile
Cys
Pro
Cys
300
Met
Gln
Val
Ser
Ala
380
Pro
Asn
Pro
Ser
His
460
Arg
Leu
Gln
Leu
Thr
540
Gln
Ala
FPhe
Pro
Asp
620
Ser
Gln
Asn

Pro

Glu
700

Tyr
Ser
Gly
285
Val
Cys
Tyr
Cys
Thr
365
Ser
Ser
Gly
Ala
Ser
445
Glu
Phe
Glu
Leu
Asn
525
Asn
Gln
Arg
Gly
Leu
605
Trp
Leu
Met
Met
His

685
Gln

Ser
Arg
270
Glu
Pro
Glu
Arg
Phe
350
Gly
Thr
Ala
Ser
Leu
430
Leu
Phe
Met
Glu
Ala
510
Gln
Leu
Ala
Met
Sexr
590
Ser
Ser
Ala
Leu
Asn
670

Asn

Leu

Thr
255
Ala
Asn
Cys
Tyr
Thr
335
Phe
Ser
Met
Ala
Met
415
Asn
Asn
Glu
Asn
Leu
485
Val
Leu
Met
Ser
Lys
575
Ser
Pro
Val
Asn
Lys
655
Gly

Ser

His

Asp
Tyr
Ala
Pro
Ala
320
Arg
Ala
Gly
Asp
Gln
400
Pro
Leu
Ala
Met
His
480
Phe
Ser
Gln
Ser
Serx
560
Gln
Leu
Trp
Gln
Asn
640
Asp
Ala
Asp

Leu
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10

15

<213> Oryza sativa

<400> 21

63

705

<210> 20

<211> 2674

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 20
tgcgagtect cctectette tcgtcgecgt gctactctcg cittetetet ctetetcetcet 60
cacttgttcc ccaaggcgag aagcagccdce cgccggcgag cgtegecgggy gagygdggagdyg 120
aagggaggga ggagcggtgyg atcegggcectt gattggattg ggtcggatte gattttggat 180
caaccecegga gggcogggage ggttgctaca gatgegttga getttggita atctateegg 240
cgagagataa tgggcgagct tgctgatcte gttgtegtge cgtcgcagece gecgectcegec 300
ggcggecgge gggacaggct ggcyggegetyg ctggagceteg cggegagcgga togatgttgat 360
gggctcaggg gggcgctege ggagggagyge gaggaggegg cggagttgge tgatggagtc 420
gggctgtggt atggtcggag caaggegtac gaggegcegca cgccgetgat ggtggeggeg 480
acgtacggea gegecggggt ggtetegety ctggtgggee toggecggttg cgtegacgte 540
aaccgtegece ctggagocga cggcgcecace gegcetceccact gogecocgecte cggiggeteg 600
cgcaacgccg tcgctgttgt caagctgett ttggocgctg gogccgatcc ggocacccco 660
gattcegeceg gcoccgocttoce cgcecgacgte atcectagctc ctccggecttc gccagatgcec 720
cttggegate toegaggtget ceotcggccoge cgecgagcac togoecgtgge gaccteggty 780
gecttcaggtt cgtcateccce tccgetcteog tectcaccag atgagggceaa caggtegece 840
tecgtegegtt cgtegteget gtcteccate actgtggatc gtgggaagaa ggagtatccg 200
gtggatccaa ctctgecgga catcaagagc agegtgtatg cttecggatga gtteocgeatg 960
tttgcgttca aggtccggee ctgctcccecgt gectactcac acgactggac tgagtgececg 1020
tttgtgcacc ccggcgagaa cgcccgccgce cgtgatccecc gcaagcaccc atacactgcect 1080
gtgccttgee ccaacttteg ceggectggt ggctgecccta gcggegatag ctgtgagtte 1140
tcgcatggeg tgtttgagag ctggctacac ccatcacagt atcgcacaag gctctgcaag 120¢
gagggagcayg cttgcgcecccy btegcatttyge ttcectttgece atgatgagga tgagctccge 1260
catgtgectc acaacagtgg tgccggectg ctgtctccecec gegecttcectte atccattgat 1320
atgactgctg cagctgeget cgggettelit ccaggttecte ctaccagaca ctttgcaccg 1380
ccgecctgtgt caccatctge tgggagcaat ggaggagetg ctgctgecgca ttggcetccaa 1440
ggcagtagge tgcgttetic tttcaatgca agggatgctg ctgttgatga ccttggcaty 1500
ctcctegaat gggaatcaca ataccttggg gecactctgece tgccacccag cagecgoeec 1560
caaccacgcc tttcagctgg tcetgagtatce aggceccaacaa ttgctceccate caatcttgaa 1620
gacatgtatyg c¢ttcagacat ggcaatgtct ccgaggttcc ctaatgacca aggtcactca 1680
gtctactcac cagcccacaa atcagccctce ctcaacaagce ttcatcaaca gaagggecte 1740
ttatcacctg ttaacaccaa cagaatgtac tecccaaggg ctettgatce gtcatctttg 1800
gcacattctc catttggtgg catgtectccc cggtcccccee gtaccatgga acctacatca 1860
ccoctaagtyg ctegtgtagg agcccocctgeoe acacageggdce cttoctgttgg ttecaccacygg 1220
aattccagtg cttggggcac cgtggggtece ccgatgggta aggttgactg gggtgtcgat 1980
agcgaggage tagtceccgett gagacgeccet geacaaccag ggtttggaga agatgagaca 2040
gatgtatcat gggtgcagtc actggtaagc aatgctgage ttaatggcaa gaggggcegaa 2100
gtacaaggca tgcctggtac ttctgecattyg atgaacaggce ctgacctgaa caatcagggt 2160
gactigtigg accagacggt gatcggtgct tggcttgagce agatgcacct ggatcagaag 2220
tgatttccaa gggaagccat gaagtcccaa agtggatgaa goctttattt tgccaaggtt 2280
atttaccaaa gaatagttgt tggtcctagt aaataataat ttattctttt taattcttga 2340
aatttttggt gggcaaagtc agagatggtg gtcaagttca acaaaacatt tggtcacaga 2400
ttggtagctg aaatcagttc cagagattgg taaacaacct cattacttgg ggtoctaact 2460
agtattcttt tgattagcte agatgagtct ttattttagt gggttaaaat tcatatgttce 2520
cccatggtta ttatgtcecat gatcicttcc taacaaaaga gagattataa ttgtccattt 2580
ttcatttatc aatgaatgat tttgttaaaa caatgtaagt tacattctta attttttcte 2640
tgttcaatgg aattacctte cttggttagt cctc 2674

<210> 21

<211> 657

<212> PRT
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Met Gly Glu Leu Ala Asp Leu Val Val Val Pro Ser Gln Pro Pro Leu

Ala Gly Gly Arg Arg Asp Arg Leu Ala Ala Leu Leu Glu Leu Ala Ala
20 25 30
Ala Asp Asp Val Asp Gly Leu Arg Gly Ala Leu Ala Glu Gly Gly Glu
35 40 45
Glu Ala Ala Glu Leu Ala Asp Gly Val Gly Leu Trp Tyr Gly Arg Ser
50 55 60
Lys Ala Tyr Glu Ala Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ala Thr Tyr Gly
€5 70 75 80
Ser Ala Gly Val Val Ser Leu Leu Val Gly Leu Gly Gly Cys Val Asp
85 90 95
Val Asn Arg Arg Pro Gly Ala Asp Gly Ala Thr Ala Leu His Cys Ala
100 105 110
Ala Ser Gly Gly Ser Arg Asn Ala Val Ala Val Val Lys Leu Leu Leu
115 120 125
Ala Ala Gly Ala Asp Pro Ala Thr Pro Asp Ser Ala Gly Arg Phe Pro
130 135 1490
Ala Asp Val Ile Leu Ala Pro Pro Ala Ser Pro Asp Ala Leu Gly Asp
145 150 155 160
Leu Glu Val Leu Leu Gly Arg Arg Arg Ala Leu Ala Val Ala Thr Ser
165 170 175
Val Ala Ser Gly Ser Ser Ser Pro Pro Leu Ser Ser Ser Pro Asp Glu
180 185 190
Gly Asn Arg Ser Pro Ser Ser Arg Ser Ser Ser Leu Ser Pro Ile Thr
195 200 205
Val Asp Arg Gly Lys Lys Glu Tyr Pro Val Asp Pro Thr Leu Pro Asp
210 215 220
Ile Lys Ser Ser Val Tyr Ala Ser Asp Glu Phe Arg Met Phe Ala Phe
225 230 235 240
Lys Val Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys
245 250 255
Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys
260 265 270
His Pro Tyr Thr Ala Val Pro Cys Pro Asn Phe Arg Arg Pro Gly Gly
275 280 285
Cys Pro 3Ser Gly Asp Ser Cys Glu Phe Ser His Gly Val Phe Glu Ser
290 295 300
Trp Leu His Pro Ser Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Glu Gly Ala
305 310 315 320
Ala Cys Ala Arg Arg Ile Cys Phe Phe Ala His Asp Glu Asp Glu Leu
325 330 335
Arg His Val Pro His Asn Ser Gly Ala Gly Leu Leu Ser Pro Arg Ala
340 345 350
Ser Ser Ser Ile Asp Met Thr Ala 3la Ala Ala Leu Gly Leu Leu Pro
355 360 365
Gly Ser Pro Thr Arg His Phe Ala Pro Pro Pro Val Ser Pro Ser Ala
370 375 380
Gly Ser Asn Gly Gly Ala Ala Ala Ala His Trp Leu Gln Gly Ser Arg
385 390 395 400
Leu Arg Ser Ser Phe Asn Ala Arg Asp Ala Ala Val Asp Asp Leu Gly
405 410 415
Met Leu Leu Glu Trp Glu Ser Gln Tyr Leu Gly Ala Leu Cys Leu Pro
420 425 430
Pro Ser Ser Arg Pro Glan Preo Arg Leu Ser Ala Gly Leu Ser Ile Arg
435 440 445
Pre Thr Ile Ala Pro Ser Asn Leu Glu Asp Met Tyr Ala Ser Asp Met
450 455 460

64
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Ala Met Ser Pro Arg Phe Pro Asn Asp Gln Gly His Ser Val Tyr Sex
465 470 475 480
Pro Ala His Lys Ser Ala Leu Leu Asn Lys Leu His Gln Gln Lys Gly
485 490 495
Leu Leu Ser Pro Val Asn Thr Asn Arg Met Tyr Ser Pro Arg Ala Leu
500 505 510
Asp Pro Ser Ser Leu Ala His Ser Pro Phe Gly Gly Met Ser Pro Arg
515 520 525
Ser Pro Arg Thr Met Glu Pro Thr Ser Pro Leu Ser Ala Arg Val Gly
530 535 540
Ala Pro Ala Thr Gln Arg Pro Ser Val Gly Ser Pro Arg Asn Ser Ser
545 550 555 560
Ala Trp Gly Thr Val Gly Ser Pro Met Gly Lys Val Asp Trp Gly Val
565 ’ 570 575
Azp Ser Glu Glu Leu Val Arg Leu Arg Arg Pro Ala Gln Pro Gly Phe
580 585 590
Gly Glu Asp Glu Thr Asp Val Ser Trp Val Gln Ser Leu Val Ser Asn
595 600 805
Ala Glu Leu Asn Gly Lys Arg Gly Glu Val Gln Gly Met Pro Gly Thr
610 615 620
Ser Ala Leu Met Asn Arg Pro Asp Leu Asn Asn Gln Gly Asp Leu Leu
625 630 635 640
Asp Gln Thr Val Ile Gly Ala Trp Leu Glu Gln Met His Leu Asp Gln
645 650 655
Lys
<210> 22
<211> 2223
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 22

65



ttettcaaaa
tctctctitt
aacctttget
ggagetteeg
agagagatcg
cgggtcgggt
tatggaagca
gtttgcagtg
atcgttgaga
aatgggaaca
agaaaggcgyg
gaggaactga
daaggtgttt
agggcttatt
aggagagatc
tcttgtecta
cecggegceagt
ttectttgcte
gtttcaccaa
ggatcatcgc
ggtttatgge
agattgaagt
ggtttaggata
tcatatgact
cactatccgt
atggcagctg

aaaccagctc
tggggaatgce
ggaaacaaca
tcgtgggtga
aatacggtga
atgtatatag
ttatattgect
ctttgattty
ttctttgteca
gcatgagtte
cttaatctta
J99

accccaacca
tctccaagtt
catctaaaac
ccacgtgtet
aagagaatcc
ctaagaagat
tggaagtgtt
acgagaaagt
tcatcaagat
aaccggttga
ttgaggktttt
agagtgtigt
atggaactga
cacatgattg
ctaggaagta
aaggagatte
ataggacacg
atagacggga
ggtcgtctaa
caatgaactc
agaacagagt
cgactttgag
accggagact
cagcttetgt
cttcacctgt
cagtgatgaa

cagtagcttc
aaagagatga
acaacagtgt
actcactggt
atggtgcagc
accatgagca
tttgtctict
tgtttgacce
ttctcttgte
aaatgttctt
ttggttacgt
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cttcttctce
atcttetttt
cctaacagaa
cctecgaattc
atcggtggag
gggttttgaa
gaattacata
cactgctctt
cttgecttgat
tttgttggct
actgaccggg
gactaagtat
tgattttagg
gactgaatgt
tccttacact
gtgtgagtac
gctttgcaaa
tgagttaaga
tcagtctcct
tcctatggct
taatagcctt
tgctagagat
tggtgatctc
gatgcaactt
gaggcagcct
tgcaagatcc

taatgtctee
gctgeaacaag
gtecacgeect
gaaagagdaat
gagtagagac
gcagattgtg
gggccictct
atagtttggt
cttcgtgaca
tgaaggatcc
atttcaagtg

ccaaaaacct
ctaggaagag
gtcgaattca
gecegectgtg
attgatgagt
gaaagaacac
attgccacag
cactgtgcag
gcttctgett
aaagattctc
attcatggtt
ccagctgaty
atgtttagct
ccttttgtte
tgtgtgcctt
gcgeacggtg
gatgagactg
ccggttaatg
gagatgtctyg
aatggtgttc
acaccaccac
atggatatgg
aagccatcca
caatcaccaa
cetecteatg
tcagcgtttg

gattggggat
ttgaggagaa
gctagagact
gcaccagada
aagtttaagc
gcataagaag
acacagaatc
tactagtata
ctatgtaatg
atcttattag
ctttagaaaa

<210> 23

<211> 597

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 23

66

ccaaagtttc
atatgtgcgg
tgaggcagaa
atgatctttc
cagggttttg
cacttatggt
gaagatccga
tttetggctyg
cacctaattg
ggtttgttce
cggttatgga
catcacttcce
ttaaggttaa
atcctggtga
gtcecegagtt
ttticgagtc
gttgtgctag
cttctactgg
ttatgtctce
ctttgtctcec
cgkttgcagct
agatggaact
acctcgaaga
gcaggcatte
gattcgaate
cgaaacgcag

caccaaatgg
gtgccteett
acagtgacga
gagtgaatga
tgccgtegtyg
cagaaagaaa
taacaaatct
tgttttttta
attaaaagca
ctttgtaatt
aatgggccta

aatctttact
tgcaaagagc
atcagaagac
atcgtttaag
gtattgcaga
tgctgctatyg
tgtgaacaga
ttctgtttct
tgttgacgct
taaccagagt
agaagaggag
tgatattaac
gccatgttct
gaatgcaagqqg
tcgtaaaggg
ttggcttcac
gagagtttgt
ttctgcaatg
tttgacgctyg
dagaaatggt
taacggtagc
taggtttcgce
gactttcgga
tcagatgaac
ttcagcagee
cttgagtttc

gaagcttgag
cggcattcat
gccagatgtg
gagggtiggg
ggcagagcaa
gatgtgggat
ggcaataatt
tgttettttt
aataattgat
gttgtgatat
agagattttyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2223
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Met Cys Gly Ala Lys Ser Asn Leu Cys Ser Ser Lys Thr Leu Thr Glu

Val Glu Phe Met Arg Gln Lys Ser Glu Asp Gly Ala Ser Ala Thr Cys
20 25 30
Leu Leu Glu Phe Ala Ala Cys Asp Asp Leu Ser Ser Phe Lys Arg Glu
35 40 45
Ile Glu Glu Asn Pro Ser Val Glu Ile Asp Glu Ser Gly Phe Trp Tyr
50 55 60
Cys Arg Arg Val Gly Ser Lys Lys Met Gly Phe Glu Glu Arg Thr Pro
65 70 75 80
Leu Met Val Ala Ala Met Tyr Gly Ser Met Glu Val Leu Asn Tyr Ile
85 90 95
Ile Ala Thr Gly Arg Ser Asp Val Asn Arg Val Cys Ser Asp Glu Lys
100 105 110
Val Thr Ala Leu His Cys Ala Val Ser Gly Cys Ser Val Ser Ile Val
115 120 125
Glu Ile Ile Lys Ile Leu Leu Asp Ala Ser Ala Ser Pro Asn Cys Val
130 135 140
Asp Ala Asn Gly Asn Lys Pro Val Asp Leu Leu Ala Lys Asp Ser Arg
145 150 155 160
Phe Val Pro Asn Gln Ser Arg Lys Ala Val Glu Val Leu Leu Thr Gly
185 170 175
Ile His Gly Ser Val Met Glu Glu Glu Glu Glu Glu Leu Lys Ser Val
180 185 190
Val Thr Lys Tyr Pro Ala Asp Ala Ser Leu Pro Asp Ile Asn Glu Gly
195 200 205
vVal Tyr Gly Thr Asp Asp Phe Arg Met Phe Ser Phe Lys Val Lys Pro
210 215 220
Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His
225 230 235 240
Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Tyr Pro Tyr Thr
245 250 255
Cys Val Pro Cys Pro Glu Phe Arg Lys Gly Ser Cys Pro Lys Gly Asp
260 ' 265 270
Ser Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Ser Trp Leu His Pro Ala
275 280 285
Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Thr Gly Cys Ala Arg Arg
290 295 300
Val Cys Phe Phe Ala His Arg Arg Asp Glu Leu Arg Pro Val Asn Ala
305 310 315 320

67



Ser
Glu
Ser
Trp
Gly
385
Met
Lys
Val
Pro
Ala
465
Lys
Asp
Glu
Asn
Asp
545
Val
Lys
Gln
<210> 24

<211> 1761
<212> ADN

Thr
Met
Pro
Gln
370
Ser
Glu
Pro
Met
Ser
450
Ala
Arg
Trp
Leu
Asn
530
Val
Asn

Phe

Gln

Gly
Ser
Met
355
Asn
Arg
Leu
Ser
Gln
435
Ser
Met
Ser
Gly
Asn
515
Asn
Ser
Glu
Lys

Ile
595

Ser
Val
340
Ala
Arg
Leu
Arg
Asn
42¢
Leu
Pro
Ala
Leu
Ser
500
Lys
Ser
Trp
Arg
Leu

580
Val

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 24

Ala
325
Met
Asn
Val
Lys
Phe
405
Leu
Gln
Val
Ala
Ser
485
Pro
Leu
Val
Val
Val
565

Pro

Ala
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Met
Ser
Gly
Asn
Ser
390
Arg
Glu
Ser
Arg
Ala
470
Phe
Asn
Arg
Ser
Asn
550
Gly

Ser

Val
Pro
Val
Ser
375
Thr
Gly
Glu
Pro
Gln
455
Val
Lys
Gly
Arg
Arg
535
Ser

Asn

Trp

Ser
Leu
Pro
360
Leu
Leu
Leu
Thr
Ser
440
Pro
Met
Pro
Lys
Ser
520
Pro
Leu

Thr

Ala

68

Pro
Thr
345
Leu
Thr
Ser
Asp
Phe
425
Arg
Pre
Asn
Ala
Leu
505
Ala
Ala
Val

VYal

Glu
585

Arg
330
Leu
Ser
Pro
Ala
Asn
410
Gly
His
Prec
Ala
Pro
490
Glu
Ser
Arg
Lys
Asn

570
Gln

Ser
Gly
Pro
Pro
Arg
395
Arg
Ser
Ser
His
Arg
475
Val
Trp
Phe
Asp
Glu
555
Gly

Met

Ser
Ser
Arg
Pro
380
Asp
Arg
Tyr
Gln
Gly
460
Ser
Ala
Gly
Gly
Tyr
540
Asn

Ala

Tyr

Asn
Ser
Asn
365
Leu
Met
Leu
Asp
Met
445
Phe
Ser
Ser
Met
Ile
525
Ser
Ala
Ala

Ile

Gln
Pro
350
Gly
Gln
Asp
Gly
Ser
430
Asn
Glu
Ala
aAsn
Gln
510
His
Asp
Pro

Ser

Asp
530

Ser
335
Met
Gly
Leu
Met
Asp
415
Ala
His
Ser
Phe
Val
495
Arg
Gly
Glu
Glu
Arg

575
His

Pro
Asn
Leu
Asn
Glu
400
Leu
Ser
Tyrx
Ser
Ala
480
Ser
Asp
Asn
Pro
Arg
560
Asp

Glu
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atggaaaaag atagtattat gtgcagtgga ccaaagagca atctctgctc ttcaagaacce 60
ttaacagaaa tcgaatcaag gcaaaaggaa gaagaaacaa tgcttctcct cgaattcget 120
gcttgtgatyg atcttgactc gttcaagaga gaggttgaag agaaagggct tgatttggat 180
gagtcagggt tatggtattg cagacgtgtc ggttctaaga agatgggtct tgaagaaaga 240
acacctttaa tggttgcagec tatgtatgga agcataaagg ttttgacttt catcgtttce 300
actggaaaat ctgatgtgaa cagagcttgt ggtgaagaga gagttactcc gcttcactgt 360
gctgttgectg gctgtictgt gaatatgatt gaagtcatca atgtettget tgatgoettet 420
gectttggita actctgttga tgctaatggy aatcaacctt tggatgtgtt tgttcocgagtt 480
tecgaggtttg tggctagtce gaggaggaaa geggttgagt tgttgctgag aggaggaggt 540
gttggaggat tgatcgatga ggcggttgaa dJaagagatca agattgtcte taagtatceca 600
gctgatgett ctttaccgga tataaacgaa ggggtttatg gaagtgatga gtttaggatg 660
tatagcttta aggttaagcc atgttctagg gcocttattcte atgattggac cgagtgtgcet 720
tttgttcatc cgggagaaaa tgcgaggagy agagatccga ggaagtatce ttacacttyt 780
gtccceectygte ccgagttccyg taaaggatca tgeoccgaaag gagattettyg cgagtatget 840
cacggggtit tcgagtcogtg gettcaccec gegecagtata aaacccggct ttgtaaagat 900
gaaacgggtt gtgcaaggaa agtttgtttc tttgctcata aacgcgaaga gatgagacct 960
gttaatgett caactggcte tgccgtgget cagbtcteegt ttagcagett ggagatgatg 1020
ccagggttgt ctectettge ttattottca ggagttteoga ctecteeggt ttctccaatg 1080
gctaatggtg ttcctteccte tccaagaaac ggcggatcat ggcagaacag agtcaatace 1140
cttactccac cggctttgea gectcaatggt ggaagcagat tgaagtccac actgagcgcet 1200
agagatatcg atatggagat ggagatggaa ttgagactce geggttttgg caacaatgtyg 1260
gaagagacgt tcgggtctta tgtttcctet c¢caagtagga attgtcaaat gggtcaaaac 1320
atgaaccaac attatccatc ttccceggtg agacaaccge catetcaaca cgggttcgaa 1380
tcttcagcag ctgcageggt tgcagtgatg aaagcgagat caaccgcectt tgcgaaacgt 1440
agcttgagct tcaaaccagc tactcaagcea gcaccacagt ¢gaatctete ggattgggga 1500
fctceccaaacy ggaagetgga atggggaatyg aaaggagaag agctgaataa gatgagaaga 1560
agtgtttcct ttggaatcca tggaaacaac aacaataacg cagctagaga ctacagggac 1620
gagccagatg tgtcatgggt taactcttta gttaaagaca gtactgtggt gtcetgagaga 1680
agcittggaa tgaatgagag ggttcggata atgtcgtggg ctgagcaaat gtacagagag 1740
aaggagcaga ctgtggtgta a 1761

<210> 25

<211> 586

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 25

69
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Met Glu Lys Asp Ser Ile Met Cys Ser Gly Pro Lys Ser Asn Leu Cys

Ser Ser Arg Thr Leu Thr Glu Ile Glu Ser Arg Gin Lys Glu Glu Glu
20 25 30
Thr Met Leu Leu Leu Glu Phe Ala Ala Cys Asp Asp Leu Asp Ser Phe
35 40 45
Lys Arg Glu Val Glu Glu Lys Gly Leu Asp Leu Asp Glu Ser Gly Leu
50 55 60
Trp Tyr Cys Arg Arg Val Gly Ser Lys Lys Met Gly Leu Glu Glu Arg

Thr Pro Leu Met Val Ala Ala Met Tyr Gly Ser Ile Lys Val Leu Thr
85 90 95
Phe Ile Val Ser Thr Gly Lys Ser Asp Val Asn Arg Ala Cys Gly Glu
100 105 110
Glu Arg Val Thr Pro Leu His Cys Ala Val Rla Gly Cys Ser Val Asn
115 120 125
Met Ile Glu Val Ile Asn Val Leu Leu Asp Ala Ser Ala Leu Val Asn
130 135 140
Ser Val Asp Ala Asn Gly Asn Gln Pro Leu Asp Val Phe Val Arg Val
145 150 155 160
Ser Arg Phe Val Ala Ser Pro Arg Arg Lys Ala Val Glu Leu Leu Leu
165 170 175
Arg Gly Gly Gly Val Gly Gly Leu Ile Asp Glu Ala Val Glu Glu Glu
180 185 190
Ile Lys Ile Val Ser Lys Tyr Pro Ala Asp Ala Ser Leu Pro Asp Ile
195 200 205
Asn Glu Gly Val Tyr Gly Ser Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys
210 215 220
Val Lys Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Ala
225 230 235 240
Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Tyr
245 2590 255
Pro Tyr Thr Cys Val Pro Cys Pro Glu Phe Arg Lys Gly Ser Cys Pro
260 265 270
Lys Gly Asp Ser Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Ser Trp Leu
275 280 285
His Pro Ala Gln Tyr Lys Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Thr Gly Cys
290 295 300

70



Ala
305
Val
Leu
Ser
Arg
Ala
385
Arg
Gly
Arg
Pro
Ala
465
Ser
Ser
Glu
Asn
Ser
545
Ser
Met
<210> 26

<211> 2709
<212> ADN

Arg
Asn
Glu
Thr
Asn
370
Leu
Asp
Asn
Asn
Val
450
Ala
Leu
Asp
Glu
Asn
530
Trp
FPhe

Tyr

Lys
Ala
Met
Pro
355
Gly
Gln
Ile
Asn
Ser
435
Arg
Val
Ser
Trp
Leu
515
Asn
Val
Gly

Arg

Val
Ser
Met
340
Pro
Gly
Leu
Asp
Val
420
Gln
Gln
Ala
Fhe
Gly
500
Asn
Asn
Asn

Met

Glu
580

<213> Eucalyptus grandis

<400> 26

Thr
325
Pro
Val
Ser
Asn
Met
405
Glu
Met
Pro
Val
Lys
485
Ser
Lys
Asn
Ser
Asn

565
Lys

ES 2451669 T3

Phe
310
Gly
Gly
Ser
Trp
Gly
390
Glu
Glu
Gly
Pro
Met
470
Pro
Pro
Met
Ala
Leu
550
Glu

Glu

Phe
Ser
Leu
Pro
Gln
375
Gly
Met
Thr
Gln
Ser
455
Lys
Ala
Asn
Arg
Ala
535
Val
Arg

Gln

Ala
Ala
Ser
Met
360
Asn
Ser
Glu
Phe
Asn
440
Gin
Ala
Thr
Gly
Arg
520
Arg
Lys

Val

Thr

71

His
Val
Pro
345
Ala
Arg
Arg
Met
Gly
425
Met
His
Arg
Gln
Lys
505
Ser
Asp
Asp

Arg

Val
585

Lys
Ala
330
Leu
Asn
Val
Leu
Glu
4140
Ser
Asn
Gly
Ser
Ala
490
Leu
Val
Tyxr
Ser
Ile

570
Val

Arg
315
Gln
Ala
Gly
Asn
Lys
395
Leu
Tyr
Gln
Phe
Thr
475
Ala
Glu
Ser
Arg
Thr

555
Met

Glu
Ser
Tyr
Val
Thr
380
Ser
Arg
Val
His
Glu
460
Ala
Pro
Trp
Phe
Asp
540
Val

Ser

Glu
Proc
Ser
Pro
365
Leu
Thr
Leu
Ser
Tyr
445
Ser
Phe
Gln
Gly
Gly
525
Glu
Val

Trp

Met
Phe
Ser
3540
Ser
Thr
Leu
Arg
Ser
430
Pro
Ser
Ala
Ser
Met
510
Ile
Pro

Ser

Ala

Arg
Ser
335
Gly
Ser
Pro
Ser
Gly
415
Pro
Ser
Ala
Lys
Asn
495
Lys
His
Asp
Glu

Glu
575

Pro
320
Ser
Val
Proc
Pro
Ala
400
Phe
Ser
Ser
Ala
Arg
480
Leu
Gly
Gly
Val
Arg

560
Gln



cttctgaaag
tcgteoccceco
ceetetgete
attccgattc
tetttecectt
tttgctttge
acggttctic
acaaggatgg
atctctcgte
tttggtatgg
tgatctctge
ctgatgtcaa
gtygggtccag
attctgtaga
gctgcaattc
aaggtgacca

gaggcgagaa
acagtaccga
cccacgactg
cacgcaagta
ggggggatgce
accgaacccqg
acaagtccga
agtecctttte
catctctgece
cacccaaggyg
ttcctggcag
ttcttggget
tctcatcgec
ctaaccttga
cgtcgatgaa
atttgaacca
agacctcttc
ggtctgctge
ggtctggact
gctegeoetga
agtcegette
ccagtgctga
ccgaagggta
gaagagcacc
attcttacaa
tttgagattc
cttgcccaac
cttttgttag
tgtcgatgtt
daaaaaaaaa

ctttttgact
gtggattttg
gaagctttte
acctcacacc
tceccteeccte
tttgctctet
gaagggtaaa
cgaagcacce
gttcaaaagt
taggagaatc
tttgtttgga
caggtcttgt
ttcttcactt
tggcaatgga
cagaaataaqg
atcctttgac

gaaagagtat
tgagttccgg
gaccgagtge
cccttacage
ttgtgagtat
gctgtgcaag
agaattgcgt
agctaatgecc
tttgcctget
catgaacttg
ccggctgaag
ggaaaagcaa
ctctcatatg
tgatgegttt
aacatcgact
actcegtgeg
ttttgggttc
tatgacgaag
cattggacct
tgggaagttyg
cttcggettt
tgagccggac
tccacagtat
acacgaactc
acagcgegtt
aggctcttag
ttagataatyg
tattgtatta
ftctttecatca

ES 2451669 T3

taagacgaga
aagaadgaaaa
tctteegeag
ttcactttcc
tctctcgaga
tcttgctegy
cttttcccct
cgtaaatgcet
gaagtggaag
gggtcgaaga
agcaccaagyg
gggtccgaca
gaaattgtga
aataggceca
tttgttagat
atagaaggag

cctgttgatyg
atgtatgctt
ccgtttgtge
tgtgtccctt
gctcatggag
gatgaaactg
ccegtgtatag
ctagacatga
acttccacgc
tggcataaca
acggctatga
gcttctcagce
tggaactcgg
ggatctcttg
cctacccagt
agctacccgt
gactcatcca
cggagccaga
gctaattctg
gattggggtyg
agaaacaaca
gtgtcgtggy
ctgtacatag
tctecctgatg
cttaggagtt
ctggacagceg
atgcttttga
ttgttttaat
gtaaaatata

gagaaggaga
gtcgcacctt
aattacataa
cactcgaggt
atcgccgeat
ttcecectca
cgagtatggg
ctgcettygcet
agaagggctg
agatgggttt
tcttgaaata
aggtggccge
agctcecttgat
tcgacgtgcet
cgttgctgaa
aggagaagct

tctetetace
tcaaggtgaa
accctgggga
gtcctgagtt
tcttitgagte
gttgtactcg
cttccacagyg
caaccctgag
cccccatgte
aaattaacct
gtgegeggga
ggcagcaact
aatttggcag
acacttctct
tgcaatccce
ctagcagctt
gtgcagttgce
gcticattga
ctcctaggat
ttcaagggga
gtatggcgaa
ttggttcatt
aacaggagca
gcttaagatg
agctggagga
aaaatttggg
aggcttaaaa
ttttcatcecc
taatgaggtt

<210> 27

<211> 659

<212> PRT

<213> Eucalyptus grandis

<400> 27

72

gaaggtcccc
cctteiectt
aaacctcgac
ctcccecoctco
ttggaggagce
taaggagtcg
catggagyggc
tgaattggca
cgacgttgat
tgaagagagg
cataatcgeag
cetecatitge
tgaggcctca
tgcceccggea
aggtgaaaac
agtcgctctt

tgacataaac
geecttgeteg
gaacgcgagg
tcgcaagggt
gtggcttcac
caaagtttgc
ttctgctatg
ccccttatecc
acctttggct
gaccccacca
cttegatttt
gatagaagag
aaccgcagag
tttgtctcecg
cacagggctt
gtegtectct
tgcagcagtc
ccgtggagea
gtccaacctt
cgagctcaac
cccaaacaac
ggtgaaggat
gatggtggea
acttgtttga
aagaaggaaa
gaaggaagag
gaaagatgaa
ctctgtecggg
tactcatcta

ctcectegtee
tcccactect
tttgeygcatce
ttttectage
tccaatctgce
attatgtgca
gaaticcaca
gecteggacy
gaggccagcet
actccattga
accgccagag
gcagecgoegg
gcggatatta
gggaagtcte
tatgtcgtgg
ccaaaggagg

aatgggttct
agggcttact
aggagggace
tcgtgegtaa
ccagcgcaat
ttctttgctc
cccteacceca
cttaattcac
gcctcatctt
agcctgcagce
gagttggaat
atttctcgte
ctgaagecca
ttgcaggggt
daaatttcga
cctgtgagga
atgaactcac
gtgggtcaac
tcggactggg
aagcttagga
gtggcgtctc
gtggctccge
taactaaagce
cattctttat
cggtattgag
aatttggttt
ggcaaacatt
gtgtggtyggy
ttttctacta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1080
1140
1200
12690
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2709



Met
Met
Ser
Ser
Tyr
65

Pro
Ile
Lys
Leu
Val

145
Lys

Cys
Glu
Ala
Glu
50

Gly
Leu
Ile
Val
Glu
130
Asp

Ser

Asn
Gly
Leu
35

Val
Arg
Met
Glu
Ala
115
Ile
Gly

Arg

Gly
Glu
20

Leu
Glu
Arg
Ile
Thr
100
Ala
Val

Asn

Cys

Ser
Phe
Glu
Glu
Ile
Ser
85

Ala
Leu
Lys
Gly

Asn
165

ES 2451669 T3

Ser
His
Leu
Lys
Gly
70

Ala
Arg
His
Leu
Asn

150
Ser

Lys
Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
Ala
Cys
Leu
135

Arg

Arg

Gly
Lys
Ala
40

Cys
Lys
Phe
Asp
Ala
120
Ile

Pro

Asn

73

Lys
Asp
25

Ser
Asp
Lys
Gly
Val
105
Ala
Glu
Ile

Lys

Leu
10

Gly
Asp
Val
Met
Ser
90

Asn
Ala
Ala
Asp

Phe
170

Phe
Glu
Asp
Asp
Gly
75

Thr
Arg
Gly
Ser
Val

155
Val

Pro
Ala
Leu
Glu
60

Phe
Lys
Ser
Gly
Ala
140

Leu

Arg

Ser
Pro
Ser
45

Ala
Glu
Val
Cys
Ser
125
Asp
Ala

Ser

Ser
Arg
30

Ser
Ser
Glu
Leu
Gly
110
Ser
Ile

Pro

Leu

Met
15

Lys
Phe
FPhe
Arg
Lys
35

Ser
Ser
Asn

Ala

Leu
17%

Gly
Cys
Lys
Trp
Thr
80

Tyr
Asp
Ser
Ser
Gly

160
Lys
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Gly Glu Asn Tyr Val Val Glu Gly Asp Gln Ser Phe Asp Ile Glu Gly
180 185 190
Glu Glu Lys Leu Val Ala Leu Pro Lys Glu Gly Gly Glu Lys Lys Glu
195 200 205
Tyr Pro Val Asp Val Ser Leu Pro Asp Ile Asn Asn Gly Phe Tyr Ser
210 215 220
Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ala Phe Lys Val Lys Pro Cys Ser Arg
225 230 235 240
Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu
245 250 255
Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Tyr Pro Tyr Ser Cys Val Pro
260 265 270
Cys Pro Glu Phe Arg Lys Gly Ser Cys Val Arg Gly Asp Ala Cys Glu
275 280 285
Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Ser Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg
290 295 300
Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Thr Gly Cys Thr Arg Lys Val Cys Phe
305 310 315 320
Phe Ala His Lys Ser Glu Glu Leu Arg Pro Val Tyr Ala Ser Thr Gly
325 330 335
Ser Ala Met Pro Ser Pro Lys Ser Phe Ser Ala Asn Ala Leu Asp Met
340 345 350
Thr Thr Leu Ser Pro Leu Ser Leu Asn Ser Pro Ser Leu Pro Leu Pro
355 360 385
Ala Thr Ser Thr Pro Pro Met Ser Pro Leu Ala Ala Ser Ser Ser Pro
370 375 380
Lys Gly Met Asn Leu Trp His Asn Lys Ile Asn Leu Thr Pro Pro Ser
385 390 395 400
Leu Gin Leu Pro Gly Ser Arg Leu Lys Thr Ala Met Ser Ala Arg Asp
405 410 415
Phe Asp Phe Glu Leu Glu Phe Leu Gly Leu Glu Lys Gln Ala Ser Gln
420 425 430
Arg Gln Gln Leu Ile Glu Glu Ile Ser Arg Leu Ser Ser Pro Ser His
435 440 445
Met Trp Asn Ser Glu Phe Gly Arg Thr Ala Glu Leu Lys Pro Thr Asn
450 455 460
Leu Asp Asp Ala Phe Gly Ser Leu Asp Thr Ser Leu Leu Ser Pro Leu
465 470 475 480
Gln Gly Ser Ser Met Lys Thr Ser Thr Pro Thr Gln Leu Gln Ser Pro
485 490 495
Thr Gly Leu Lys Ile Ser Asn Leu Asn Gln Leu Arg Ala Ser Tyr Pro
500 505 510
Ser Ser Ser Leu 3er Ser Ser Pro Val Arg Lys Thr Ser Ser Phe Gly
515 520 525
Phe Asp Ser Ser Sex Ala Val Ala Ala Ala vVal Met Asn Ser Arg Ser
530 535 540
Ala Ala Met Thr Lys Arg Ser Gln Ser Phe Ile Asp Arg Gly Ala Val
545 550 585 560
Gly Gln Arg Ser Gly Leu Ile Gly Pro Ala Asn Ser Ala Pro Arg Met
565 57¢ 575
Ser Asn Leu Ser Asp Trp Gly Ser Pro Asp Gly Lys Leu Asp Trp Gly
580 585 590
Val Gln Gly Asp Glu Leu Asn Lys Leu Arg Lys Ser Ala Ser Phe Gly
595 600 605
Phe Arg Asn Asn Ser Met Ala Asn Pro Asn Asn Val Ala Ser Pro Ser
610 615 620
Ala Asp Glu Pro Asp Val Ser Trp Val Gly Ser Leu Val Lys Asp Val
625 €30 635 640
Ala Pro Pro Glu Gly Tyr Pro Gln Tyr Leu Tyr Ile Glu Gln Glu Gln

74
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10

15

<213> Eucalyptus grandis

<400> 29

75

645 650 653
Met Val Ala

<210> 28

<211> 2518

<212> ADN

<213> Eucalyptus grandis

<400> 28
Lctoccttega gtttetttet tcactagaat tcgctccoccga gtetgttgtt getegigtag 60
tittgcttac tcegtectte gtttagecicg ctgaccagcg cggagctagg ageggteget 120
aaaggattac tcgtacaaaa cgtaaactca gectcectgceccaa ttttcccatg gagggggaat 180
cttacttcga gaaagatgaa aaatattcta attgectcaat cttgctcgaa ttatcectgctt 240
cggacgatct cccagetttt gaaaggaaag cgaaagagaa gggctgtaac attgatggtg 300
ctagcttectyg gtacggtaga agaattggct caaggaagat gggtcttgaa gagaggacte 360
ctectcatggt ggcettecttg tttggaaget ctagggttgt gaagtacatt ctegaatetyg 420
gcaaagtcga tgtaaatagg gcttgtggtt cggacaaggt cactgccctt cactgtgetg 480
ttgccagtgg ctetgettet geggtggagg ttgtcaaget cttgcttcac gcatcetgecyg 540
atgctaattg cattgatggc aatggaaaga agccaattga tgtgatagcc cttccattaa 600
agtcacgcygg cgattcaagg aggaagctga tggagetgtt gctgaaagge gataattety 660
atggggaatt tgaatcccac gaggagaagc cgattgccgc accgcaagca tccaaagagg 720
gaagcgaaaa gaaagagtat caatttcctg ttgatatctc tctgcecctgac ataaatgttg 780
ggatttacag tactgatgag ttcagaatgt atgctttcaa agtaaagcct tgctcgeggg 840
catactccca tgactggaca gagtgcccat ttgttcatcecc tggcgagaat gcgaggaggc 900
gggaccctcg caagtacccc tacagctgeg tcoccttgoce tgaatttcgy aagggatctt 360
gccaaaaggg tgactcctgt gagtacgege acggcgtatt tgagtcgtgg cttcatcctg 1020
cacagtatag aacaagactyg tgcaaggatg agactggatg tgetcegcaaa gtttgtttet 1080
ttgctcacaa gcccecgaagaa ttaaggcctg tctatgettce gacgggatca gctatgectt 1140
ccccaaaatc ctactcatca agtgggcectgg acatgtccac attgagtect ctctcaatca 1200
gttctcegte agcatcgttg cetgttactt caacagcacce catgtoteet cttgecageet 1260
cgtcatctce gatgtectgtyg aacatgtgge agagcaagge taacaaqgete tocccgcecaa 1320
tgctgcaget ctcaggtagt aggctgaaga ctgctttgag tgctagggac ttggacctgg 1380
agatggaatt gcgtggtcta gagagtcaga tggecactca acagcatcag ttgatggaag 1440
agatatctcg tctetectea ccatcatcct getttagtag taggattggg gaagigaaac 1500
ccactaaccet cgatgacgtt tttgggtcte cggatcctge tttgcetgect caattgcagy 1560
ggctgtcaag accttcaaca ccaagccagt tgcaatctec aactgggett cagatgcegec 1620
agaatgcaac ccagtttcgt ggggegtacc agagcaatgc aaatgcattg tcatctccag 1680
caatgaagca ggcaccttct tatgggtttg actcatctag tgcagtigca gcagcggtga 1740
tgaattcgag gtcagecgect tttgcgaage ggagtcagag ttitatcgac aggggaatgg 1800
cgtgccctgg aattgccaat tettecccta tgatgtcttc agectatgtcyg agetggaget 1860
cacctcatgg gaasattggat tggggegtec aaggagatga gtitgaatagg ctgaggaaag 1920
ctgettcectt taagatgaga agcagcaccg gagcaggtge taatactgtc tcggcagcag 1980
ccatggctga tgagccagat atttcttggg tcagttcatt ggttaaggac gtgoccttetg 2040
cggaggacgc gatgttcgct gcagagaaaqg gacagcgcac ttatgggaaz gacatcegeg 2100
aaaggattac cccatgggtg gagcagctgt acagagaagt gccacggatg gcgatgtaag 2160
attgccactyg caagtcggat gccttagtat getgactaat tgatattett tgcatttgtrt 2220
ttgaggcatt tggtagccat tagatacgag aaaaggccaa gcagcaggtg gtgtcttgge 2280
aaggaatagg atgcacatag tctgttatcg agtagaatag acttgggaac aatggttata 2340
gecaaatgtt aaaagttatg atattetttt ccaattcttt ctcttectca tagtaggttt 2400
ctcaccaagt cttttagtga gagcctgegg gatgtactat atgtttecet tatgtaacgt 2460
ctcttegttyg aaagaaatgg ctttataata taaagcatca agttttttaa aaaaaaaa 2518

<210> 29

<211> 663

<212> PRT



Met
Ser
Arg
Tyr
Pro
65

Ile
Lys
Val
Ile
Lys
145
Gly
Ala
Phe
Thr
Ala
225
Asn
Cys
Tyr
Thr
Phe
305
Ser
Ser
Val
Met
Met
385
Asp
Thr
Ser

Asp

Gly

Glu
Ile
Lys
Gly
Leu
Leu
Val
Glu
Asp
130
Ser
Asp
Ala
Pro
Asp
210
Tyr
Ala
Pro
Ala
Arg
290
Ala
Ala
Thr
Thr
Ser
370
Leu
Leu
Gln
Sex
Asp

450
Leu

Gly
Leu
Ala
35

Arg
Met
Glu
Thr
Val
115
Gly
Arg
Asn
Pro
Val
195
Glu
Ser
Arg
Glu
His
275
Leu
His
Met
Leu
Ser
355
Val
Gln
Asp
Gln
Cys
435
Val

Ser

Glu
Leu
20

Lys
Arg
Val
Ser
Ala
100
Val
Asn
Gly
Ser
Gln
180
Asp
Phe
His
Arg
Phe
260
Gly
Cys
Lys
Pro
Ser
340
Thr
Asn
Leu
Leu
His
420
Phe
Phe

Arg

Ser
Glu
Glu
Ile
Ala
Gly
85

Leu
Lys
Gly
Asp
Asp
165
Ala
Ile
Arg
Asp
Arg
245
Arg
Val
Lys
Pro
Ser
325
Pro
Ala
Met
Ser
Glu
405
Gln
Ser

Gly

Pro
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Tyr
Leu
Lys
Gly
Ser
70

Lys
His
Leu
Lys
Ser
150
Gly
Ser
Ser
Met
Trp
230
Asp
Lys
Phe
Asp
Glu
310
Pro
Leu
Prec
Trp
Gly
390
Met
Leu
Ser

Ser

Ser

Phe
Ser
Gly
Ser
55

Leu
Val
Cys
Leu
Lys
135
Arg
Giu
Lys
Leu
Tyr
215
Thr
Pro
Gly
Glu
Glu
295
Glu
Lys
Ser
Met
Gln
375
Ser
Glu
Met
Arg
Pro

455
Thr

Glu
Ala
Cys
40

Arg
FPhe
Asp
Ala
Leu
120
Pro
Arg
Phe
Glu
Pro
200
Ala
Glu
Arg
Ser
Ser
280
Thr
Leu
Ser
Iie
Ser
360
Ser
Arg
Leu
Glu
Ile
440
Asp

Pro

76

Lys
Ser
25

Asn
Lys
Gly
Val
Val
105
His
Ile
Lys
Glu
Gly
185
Asp
Phe
Cys
Lys
Cys
265
Trp
Gly
Arg
Tyr
Ser
345
Pro
Lys
Leu
Arg
Glu
425
Gly

Pro

Ser

Asp
10

Asp
Ile
Met
Ser
Asn
¢

Ala
Ala
Asp
Leu
Ser
170
Ser
Ile
Lys
Pro
Tyr
250
Gln
Leu
Cys
Fro
Ser
330
Ser
Leu
Ala
Lys
Gly
410
Ile
Glu
Ala

Gln

Glu
Asp
Asp
Gly
Ser
75

Arg
Ser
Ser
Val
Met
155
His
Glu
Asn
Val
Phe
235
Pro
Lys
His
Ala
Val
315
Ser
Pro
Ala
Rsn
Thr
395
Leu
Ser
Val

Leu

Leu

Lys
Leu
Gly
Leu
60

Arg
Ala
Gly
Ala
Ile
140
Glu
Glu
Lys
Val
Lys
220
Val
Tyr
Gly
Pro
Arg
300
Tyr
Ser
Ser
Ala
Lys
380
Ala
Glu
Arg
Lys
Leu

460
Gln

Tyr
Pro
Ala
45

Glu
Val
Cys
Ser
Asp
125
Ala
Leu
Glu
Lys
Gly
205
Pro
His
Ser
Asp
Ala
285
Lys
Ala
Gly
Ala
Ser
365
Leu
Leu
Ser
Leu
Pro
445

Pro

Ser

Ser
Ala
30

Ser
Glu
Val
Gly
Ala
110
Ala
Leu
Leu
Lys
Glu
120
Ile
Cys
Pro
Cys
Ser
270
Gln
Val
Ser
Leu
Ser
350
Ser
Ser
Ser
Gin
Ser
430
Thr
Gln

Pro

asn
15

Phe
Phe
Arg
Lys
Ser
95

Ser
Asn
Pro
Leu
Pro
175
Tyr
Tyr
Ser
Gly
Val
255
Cys
Tyr
Cys
Thr
Asp
335
Leu
Ser
Pro
Ala
Met
415
Ser
Asn

Leu

Thr

Cys
Gla
Trp
Thr
Tyr
80

Asp
Ala
Cys
Leu
Lys
160
Ile
Gln
Ser
Arg
Glu
240
Pro
Glu
Arg
Phe
Gly
320
Met:
Pro
Pro
Pro
Arg
400
Ala
Pro
Leu

Gln

Gly



ES 2451669 T3

4865 470 473 480
Leu Gln Met Arg Gln Asn Ala Thr Gln Phe Arg Gly Ala Tyr Gln Ser
485 490 495
Asn Ala Asn Ala Leu Ser Ser Pro Ala Met Lys Gin Ala Pro Ser Tyr
500 505 510
Gly Phe Asp Ser Ser Ser Ala Val Ala Ala Ala Val Met Asn Ser Arg
515 520 525
Ser Ala Ala Phe Ala Lys Arg Ser Gln Ser Phe Ile Asp Arg Gly Met
530 535 540
Ala Cys Pro Gly Ile Ala Asn Ser Ser Pro Met Met Ser Ser Ala Met
545 550 555 560
Ser Ser Trp Ser Ser Pro His Gly Lys Leu Asp Trp Gly Val Gln Gly
365 570 575
Asp Glu Leu Asn Arg Leu Arg Lys Ala Ala Ser Phe Lys Met Arg Ser
580 585 590
Ser Thr Gly Ala Gly Ala Asn Thr Val Ser Ala Ala Ala Met Ala Asp
595 600 605
Glu Pro Asp Ile Ser Trp Val Ser Ser Leu Val Lys Asp Val Pro Ser
610 615 620
Ala Glu Asp Ala Met Phe Ala Ala Glu Lys Gly Gln Arg Thr Tyr Gly
625 630 635 640
Lys Asp Ile Arg Glu Arg Ile Thr Pro Trp Val Glu Gln Leu Tyr Arg
645 650 655
Glu Val Pro Arg Met Ala Met
660

<210> 30

<211> 2001

<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<220>

<221> misc_feature
<222> (481)..(530)
<223>nisa,c,got

<400> 30

77



10

cgaattccygg
caaccaaagt
agtgattcga
cagaagcaga
gattatgaag
ttttggtacy
atgattgctt
ggaggtgttg
nnannnnnnn
cgatttegta
cctgttgata
atgtacaact
ccattegttce
tgtgttcctt
gctecatggty
gatgagactyg
cctgtgtatg
cttgacatga
cegtttcecag
aacaaaataa
ttgagtgcca
caacaacagc

ttccggagea
ttagcatctg
acacccacac
ccatccaaca
gctgectgtgg
agtttcattg
tcttgcaggyg
ggtgtaaacy
agtggggtaa
tgggttcatt
aagcaacaat

Jagcaggagc

<210> 31
<211> 667
<212> PRT

tcgacgattt
acttgttcca
aaagtaaact
atctggatgg
ctttcaaaaqg
gtagaagaat
ctttgtttgg
atgtgaacag
nnnnannnnn
ggagattecac
tatcactgcc
tcaaggtgaa
acccagggga
gecctgaget
tttttgagtc
gctgcgectag
cttcecactgy
cagcgatgag
cctecacccta
accttactce
gggatctgga
agcagcagca

aggaattcaa
ctgaccette
aaagtgggct
tcecttecte
caactgcagt
atcgtggage
tatcctetac
gagacaagct
ctgcatcccc
cattggttaa
atgatctcag
agatggtagc

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> UNSURE

<222> (161)..(177)

ES 2451669 T3

ctcgatttece
gtgtctacte
ttcttcccea
tctctacaac
agaggtggag
tgggtcaaag
aagcgccaag
ggtctgtggt
nnnnonnnnn
agagagaaaa
agacataaac
gccttgctea
gaacgctagg
ccgcaaaggg
ctggctgcat
aaaagtctge
gtcggetatg
tccattgget
tcgtgcygcce
accatcgttg
gatggagatg
acaattgatc

taggattgtt
tgtattttet
tcagatgcge
tcctgtgagg
gatgaattet
tgcaacccac
cctttcagat
gaacaagctyg
catagcacag
agatgttcec
taaagagatg
a

ttctctataa
tactcaaaaa
accctcgteg
teggttttge
gaaaaagget
aagatgggat
gtgctcaatt
tctgataggg
nnnnnnnnnn
gaagcaatta
aacggtgtat
agggcttact
aggagagace
acctgccaga
cctgcccaat
ttctttgcee
ccatcaccaa
ctaagttcca
tecgttecttet
cagcteectg
gaactgctcg
Jaagagattg

gatttgaatc
caactacatg
cadaacatga
aagccctcag
aggtctgetg
catcttggge
tggagtteccce
aggaaatcta
cctgaatttg
tccgagaggt
cttccaccat

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 31
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cacaacgctc
ggatttggga
tcatggagaa
Ltgaaccgte
tagatgtgaa
ctgaaacgag
atattcttct
ccactgctet
nnnnnnnnon
gtgataataa
atggaacaga
cccatgactyg
cacggaaata
agggtgattc
accggacaag
acaaacctga
aatcatatte
catcetttgec
ctcagagtga
gtagccgact
gtctagaaag
ccaggatctc

ctactaacct
gactttctgt
accaccteeg
cttttgggtt
ccttcgcaaa
tgtcttcage
ctaccgggaa
cttcctttgyg
gtgctgagcc
ctgagatatt
ggatggagca

tcttcoctcecttyg
catcatgtgc
tagtaacatt
tgcatctgat
cgaggcaggc
gaccecctetg
tcagaaagga
ccattgtygcet
tccecgggteg
gaaagaatac
tgattttagy
gaccgagtgt
ccettacage
ctgtgagtat
gctttgcaag
agagctacgce
agctagtgga
taatgcceee
agctgtgcag
gaaggctgct
ccectgetege
ttceccatct

tgatgacctg
gcaaccttca
tgcgagttat
tgactcatca
gcgaagecaa
ttccaactet
actggattgg
attcagaaac
ggatgtctca
tggtgctgayg
getgtatata

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

1020
1080
1140
1200
1260
13290

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18400
1860
1920
1980
2001
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Arg Ile Pro Val Asp Asp Phe Ser Ile Ser Phe Ser Ile Thr Gln Arg

Ser Leu Leu Leu Gln Pr¢o Lys Tyr Leu Phe Gln Cys Leu Leu Tyr Ser
20 25 30
Lys Arg Ile Trp Asp Ile Met Cys Ser Asp Ser Lys Ser Lys Leu Ser
35 40 45
Ser Pro Thr Leu Val Val Met Glu Asn Ser Asn Ile Gln Lys Gln Asn
50 55 60
Leu Asp Gly Leu Tyr Asn Ser Val Leu Leu Glu Leu Ser Ala Ser Asp
65 70 75 80
Asp Tyr Glu Ala Phe Lys Arg Glu Val Giu Glu Lys Gly Leu Asp Val
85 20 95
Asn Glu Ala Gly Phe Trp Tyr Gly Arg Arg Ile Gly Ser Lys Lys Met
100 105 110
Gly Ser Glu Thr Arg Thr Pro Leu Met Ile Ala Ser Leu Phe Gly Ser
115 120 125
Ala Lys Val Leu Asn Tyr Ile Leu Leu Gln Lys Gly Gly Gly Val Asp
130 135% 140
vVal Asn Arg Val Cys Gly Ser Asp Arg Ala Thr Ala Leu His Cys Ala
145 150 155 160
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
165 170 175
Xaa Pro Gly Ser Arg Phe Arg Arg Arg Phe Thr Glu Arg Lys Glu Ala
180 185 190
Ile Ser Asp Asn Lys Lys Glu Tyr Pro Val Asp Ile Ser Leu Pro Asp
195 200 205
Ile Asn Asn Gly Val Tyr Gly Thr Asp Asp Phe Arg Meit Tyr Asn Phe
210 215 220
Lys Val Lys Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys
225 230 235 240
Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys
245 250 255
Tyr Pro Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pr¢ Glu Phe Arg Lys Gly Thr Cys
2860 265 270
Gln Lys Gly Asp Ser Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Ser Trp
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275 280 285
Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Thr Gly
290 295 300
Cys Ala Arg Lys Val Cys Phe Phe Ala His Lys Pro Glu Glu Leu Arg
305 310 315 320
Pro Val Tyr Ala Ser Thr Gly Ser Ala Met Pro Ser Pro Lys Ser Tyr
325 330 335
Ser Ala Ser Gly Leu Asp Met Thr Ala Met Ser Pro Leu Ala Leu Ser
340 345 350
Ser Thr Ser Leu Pro Asn Ala Pro Pro Phe Pro Ala Ser Pro Tyr Arg
355 360 365
Ala Pro Ser Phe Phe Ser Gln Ser Glu Ala Val Gln Asn Lys Ile Asn
370 375 380
Leu Thr Pro Pre Ser Leu Gln Leu Pro Gly Ser Arg Leu Lys Ala Ala
385 350 395 400
Leu Ser ala Arg Asp Leu Glu Met Glu Met Glu Leu Leu Gly Leu Glu
405 410 415
Ser Pro Ala Arg Gln Gln Gln Gln Gln Gln Glin Gln Leu Ile Glu Glu
420 425 430
Ile Ala Arg Ile Ser Ser Pro Ser Phe Arg Ser Lys Glu Phe Asn Arg
435 440 445
Ile Val Asp Leu Asn Pro Thr Asn Leu Asp Asp Leu Leu Ala Ser Ala
450 455 460
Asp Pro Ser Val Phe Ser Gln Leu His Gly Leu Ser Val Gln Pro 3er
465 470 475 480
Thr Pro Thr Gln Ser Gly Leu Gln Met Arg Gln Asn Met Asn His Leu
485 4%0 495
Arg Ala Ser Tyr Pro Ser Asn Ile Pro Ser Ser Pro Val Arg Lys Pro
500 505 510
Ser Ala Phe Gly Phe Asp Ser Ser Ala Ala Val Ala Thr Ala Val Met
515 520 525
Asn Ser Arg Ser Ala Ala Phe Ala Lys Arg Ser Gln Ser Phe Ile Asp
530 535 54¢
Arg Gly Ala Ala Thr His His Leu Gly Leu Ser Ser Ala Ser Asn Ser
545 550 555 560
Ser Cys Arg Val Ser Ser Thr Leu Ser Asp Trp Ser Ser Pro Thr Gly
565 570 575
Lys Leu Asp Trp Gly Val Asn Gly Asp Lys Leu Asn Lys Leu Arg Lys
580 585 590
Ser Thr Ser Phe Gly Phe Arg Asn Ser Gly Val Thr Ala Ser Pro Ile
595 600 605
Ala Gln Pro Glu Phe Gly Ala Glu Pro Asp Val Ser TPrp val His Ser
610 - 615 620
Leu Val Lys Asp Val Pro Ser Glu Arg Ser Glu Ile Phe Gly Ala Glu
625 630 635 640
Lys Gln Gln Tyr Asp Leu Ser Lys Glu Met Leu Pro Pro Trp Met Giu
645 650 655
Gln Leu Tyr Ile Glu Gln Glu Gln Met Val Ala
660 €65

<210> 32

<211> 2683

<212> ADN

<213> Eucalyptus grandis

<400> 32

80



gcaaaggicy
ggccgectet
gtgttectag

tcgagaagca
atgatctgac
gcttgtggta
tcatgattgce
gggccaatgt
ctggtggcte
ctaactccat
cgoccctteaa
agtttgttga
aacaaagaga
ctgtcgacct
tgtattcttt
catttgttca
gtgtgcecttg
ctcatggtat
atgagattgg
cattgtatgc
cttctetaga
cgccaacttce
tgtggaaaag
gaagecgcatt
attatcgttt
ggaacaactc
aaataagtag
tgaccctctt
ctcctactgg
acaagctttc
cagcagecagc
ttgagcggag
caaggatgtc
aaggggagga
accgcetteca
ggattcagtc
atcagcagca
agctgcttcece
atcaacattyg
tcttctgagt
gaagatggga
ctattataga
agcatgtttt
gcectgcaccty
aattcggaca

atcacttect
cgrtctegtet
gtgctgaate

gaggatgtcg
gaactttaag
tggtaggagg
cgcgatgttc
aaacaagg<yg
ggtacaatct
tgatgcgaat
ttcgagaagqg
ggaaacttac
gagtccaacqg
ttctectteeg
caaagtgaag
ccctggggay
ccctgagttc
atttgagtgc
atgcaccaga
atcaactggt
catgggatca
aacaccacct
ccaaattaat
gagtgctaga
gcagaagcad
ttcatccacc
gttaggagta
gtctcagtta
aatgaagatt
ctegtecacct
cactctgagt
tacagtgaac
ttcccagaat
gcectgaacaag
tgcgtctgcea
cttggcaaag
gcagcagcag
agcttgggtg
gcttcttate
ctagtattaa
agaaaagagc
ctatcgtatt
ctggatgagy
caccaaaggt
tttagtacca

ES 2451669 T3

ccctagaaag
cgcecogcecty
tttccatgtyg

gcccgtcagt
aaagcagttg
atcgggtega
ggcagtatgt
tgtggttcag
cclgaggtyay
gggaaacgag
aagactttgg
aatctgectg
gcecgegett
gacatcaaca
ccttgctcga
aatgcaagac
cgcaaggggt
tggcttcacc
aaagtctgtt
tcggcgette
ctgagcccte
atgactccat
agcactccge
gacatggatt
ttgctcgaac
acgtcggctt
aaaccaaata
caagggctgt
cggcagaaca
agggcaatgce
tccaggtcat
agtcagtcty
gactgggget
ctgaggaaat
gattctgcga
gaagccecgt
cagcagcage
gagcagttgt
taaccactat
tgtctaggat
aggatggaag
tctegttctt
cttacaaact
tgtgatacta
agtccgatgt

cgagtgtgga
cgcttgetet
tagcggttca

tctcgateet
aggaagacgg
agaagattgg
ccgtgetgga
atggtgctac
tcaagectgit
cgggagactt
atgtcatgtt
agaatctggy
ccaaggatgg
atggaatata
gagecttacte
ggcgtgacce
catgcaggeca
cagctcaata
tctttgeecea
cttctecaag
tctctetegg
caggggecte
ctggcttgea
tagatgttga
actttcctga
tccctgagta
atctcgagga
cacttgatgg
tgacccagca
catcatttygyg
tggcatttgc
gatattcage
cgceccgatygg
ctgcatcatt
cagcaactgt
cacaaaaccc
agcagtatca
acgcggatca
tagtcattte
tcgaacgaac
gtttctgcte
ttecegtecca
atgtaatctt
ccgcttattg
ctcaaaaaaa

<210> 33

<211> 694

<212> PRT

<213> Eucalyptus grandis

<400> 33
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gttgaagett
gctctecgeg
aaagggaadgg

gctecgagtta
ctacgatatt
gcttgaagag
ttatattatc
cgcgettcac
gcttgattct
gatttctgag
gactggaggt
tagtcaaatt
ttctgaaaag
tagcacagat
tcatgactgg
acggaaatat
aggggatggc
tcgcaccegt
caaacatgaa
atcattttcg
ttcttettea
ttctcececectt
gcttecaggt
cttgatcgat
tctgtecctct
ttcaggtgac
tagtttcagg
tgcaatatcc
gctctactca
aaccgatcct
aaaaaggagc
aggtgctgcet
caaactagac
cgggctcagyg
aggggaccca
tggcaatttt
tcttaattet
ggagcagatg
gttattgctt
tggaaaatta
ggtccgagat
atgttcttga
gtcttgctaa
atgatgatga
aaa

gataaccaga
tgccaaggga
gagagtgaat

tetgetgegg
gatgagtcga
agaactcecc
aagtctggcce
tgtgctgcgg
tcagcgaatg
gtctctggtt
gggactgttg
gaaggaaacg
aaagagtatc
gagtttagga
actgagtgte
cactacagct
tgcgagtatyg
ctctgtaagg
gagcttegte
cecegttgety
gtccggatac
ggtgggtcga
agcaggttga
ctagaaaata
cctogtggtt
atgactggag
tcattggacc
cagctgcaat
aactatactg
tccagagett
cacagcttca
tcteccaactyg
tggggcattc
agcagcagca
gacatgccct
ggagcagagc
ggaggtactg
gtcgccigag
taatttettt
aatctagagg
ttctcatagt
tttggttcte
aagaatcaga
taataataat

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2683



Met
Asp
Asp
Gly

Met
65

Ser
Leu
Glu
Leu

50
Ser

Ala
Thr
Ser
35

Glu

Val

Arg Gln
5

Asn Phe

20

Ser Leu

Glu Arg

Leu Asp

ES 2451669 T3

Phe

Lys

Thr

Tyr
70

Ser
Lys
Tyr
Pro

55
Ile

Ile
Ala
Gly
4Q

Leu

Ile

82

Leu
Val
25

Arg
Met

Lys

Leu
10

Glu
Arg
Ile

Ser

Giu
Glu
Ile
Ala

Gly
75

Leu
Asp
Gly
Rla

60
Arg

Ser
Gly
Ser
45

Met

Ala

Ala
Tyr
30

Lys
Phe

Asn

Ala
15

Asp
Lys
Gly

Val

Asp
Ile
Ile
Ser

Asn
B0
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Lys Ala Cys Gly Ser Asp Gly Ala Thr Ala Leu His Cys Ala Ala Ala
85 90 95
Gly Gly Ser Val Gln Ser Pro Glu Val Val Lys Leu Leu Leu Asp Ser
100 105 110
Ser Ala Asn Ala Asn Ser Ile Asp Ala Asn Gly Lys Arg Ala Gly Asp
115 120 125
Leu Ile Ser Glu Val Ser Gly Ser Pro Phe Asn Ser Arg Arg Lys Thr
130 135 140 .
Leu Asp Val Met Leu Thr Gly Gly Gly Thr Val Glu Phe Val Glu Glu
145 150 155 160
Thr Tyr Asn Leu Pro Glu Asn Leu Gly Ser Gln Ile Glu Gly Asn Glu
165 170 175
Gln Arg Glu Ser Pro Thr Ala Arg Ala Ser Lys Asp Gly Ser Glu Lys
180 185 190
Lys Glu Tyr Pro Val Asp Leu Ser Leu Pro Asp Ile Asn Asn Gly Ile
195 200 205
Tyr Ser Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys Val Lys Pro Cys
210 215 220
Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro
225 230 235 240
Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Tyr His Tyr Ser Cys
: 245 250 255
Val Pro Cys Pro Glu Phe Arg Lys Gly Ser Cys Arg Gln Gly Asp Gly
260 265 270
Cys Glu Tyr Ala His Gly Ile Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln
215 280 285
Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Ile Gly Cys Thr Arg Lys Val
290 295 300
Cys Phe Phe Ala His Lys His Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Ala Ser
305 310 315 320
Thr Gly Ser Ala Leu Pro Ser Pro Arg Ser Phe Ser Pro Val Ala Ala
325 330 335
Ser Leu Asp Met Gly Ser Leu Ser Pro Leu Ser Leu Gly Ser Ser Ser
340 345 350
Val Arg Ile Pro Pro Thr Ser Thr Pro Pro Met Thr Pro Ser Gly Ala
355 360 365
Ser Ser Pro Leu Gly Gly Ser Met Trp Lys Ser Gln Ile Asn Ser Thr
370 375 380
Pro Pro Gly Leu Gln Leu Pro Gly Ser Arg Leu Arg Ser Ala Leu Ser
385 390 395 400
Ala Arg Asp Met Asp Leu Asp Val Asp Leu Ile Asp Leu Glu Asn Asn
405 410 415
Tyr Arg Leu Gln Lys Gln Leu Leu Glu His Phe Pro Asp Leu Ser Ser
420 425 430
Pro Arg Gly Trp Asn Asn Ser Ser Ser Thr Th:r Ser Ala Phe Pro Glu
435 440 245
Tyr Ser Gly Asp Met Thr Gly Glu Ile Ser Arg Leu Gly Val Lys Pro
450 455 460
Asn Asn Leu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Leu Asp Eeu Thr Leu Leu Ser
465 4170 475 480
Gln Leu Gln Gly Leu Ser Leu Asp Gly Ala Ile Ser Gln Leu Gln Ser
485 490 495
Pro Thr Gly Met Lys Ile Arg Gln Asn Met Thr Gln Gln Leu Tyr Ser
500 505 510
Asn Tyr Thr Asp Lys Leu Ser Ser Ser Pro Arg Ala Met Pro Ser Phe
515 520 525
Gly Thr Asp Pro Ser Arg Ala Ser Ala Ala Ala Thr Leu Ser Ser Arg
530 535 540
Ser Leu Ala Phe Ala Lys Arg Sexr His Ser Phe Ile Glu Arg Ser Thr
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545 550 555 560
Val Asn Ser Gln Ser Gly Tyr Ser Ala Gly Ala Ala Ser Pro Thr Ala
565 570 575
Arg Met Ser Ser Gln Asn Asp Trp Gly Ser Pro Asp Gly Lys Leu Asp
580 585 590
Trp Gly Ile Gln Gly Giu Glu Leu Asn Lys Leu Arg Lys Ser Ala Ser
595 600 605
Phe Gly Leu Arg Ser Ser Ser Asn Arg Phe His Ala Ser Ala Asp Ser
610 615 620
Ala Thr Ala Thr Val Gly Asp Pro Asp Met Pro Trp Ile Gln Ser Leu
625 630 635 640
Ala Lys Glu Ala Pro Ser Gln Asn Pro Gly Asn Phe Gly Ala Glu His
645 650 €55
Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Tyr His Leu Asn Ser
660 665 670
Gly Gly Thr Glu Leu Leu Pro Ala Trp Val Glu Gln Leu Tyr Ala Asp
675 680 685
Gln Glu Gln Met Val Ala
690

<210> 34

<211> 2499

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 34

84



attttgacct
aggaagaaga
ttaaaggaag
ctgtgactca
agttgatgag
tttgtccggt
tttgtggtat
tatgattgct
tgttgacgtg
tggcttgict
ggattcttgt
ggttcttage
tgaagttaac
tcecteggggyg
cggtgtatat
agcatactcet
gcgtgatccg
ttgttccaga
ggctcagtac
ctttgcceac
gtccecgegg
tagtcecgett
tccaataggt
gcttccaggy
gatgcaaagt
cdgaaagggc
tatgtttggg
gcagctygcat
ggattcctce
cttcatagaa
ttgtttaaac
gctacagaag
actgcctaac

gaaagagcca
agaacagacc
aaagtcagaa
ttgttatttt
gtctctetet
ccttgaatta
tretettict
ggaatacaga
aagagttgat

<210> 35

<211> 607
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 35

taagaagaaa
aaaaaaattc
tgaagagcgg
gagtgaaatc
ctgtctcace
tttaagtcetc
gggaggagat
gcctigtbtty
aaccgctctt
gccaatagcc
gatgcttatg
gcgaggatga
gggcaagaayg
tctgagagga
gggacggatg
cacgactgga
aggaagtacc
ggtgatactt
cggactcgtc
daacccgagg
tcttocecttet
cctatcggag
ggaggaaaaa
agcagattga
cttacttcte
atgaacaggc
acagaggata
tccaacagtce
gcagtcttgg
cgcaacaacg
gattggggct
ctcagaaaat
gaagggactg

caggagacaa
gtggcttgaa
agattecgag
tctttagaat
ctgtctccaa
cctcacctca
tggtaacact
aatgtattta
ctaagatgtt

ES 2451669 T3

gtgacaagga
ggatttgtct
ttttttggta
aatagagcgg
tcaaattctce
tagttgaaga
taggatcaaa
gaagcaaaga
gtggectctga
ttgagattgt
gtaacaagcc
aggttttgga
aaagcgagcee
aggagtatcc
agttccggat
cggaatgtce
attatagttyg
gcgagtatge
tctgcaagga
agcktgcgtce
catcttgcaa
caacaaccac
cgtggatgaa
aatctgcatt
caactacatg
ttgcaggagg
atacatcgygy
LLtcttcatc
cttcaagagce
gactgaatca
cattggatgy
ccacttcttt
ggctcgaaga

gactagctcc
tcaaaagttt
aggtcgatgce
aaaaagaaaa
agaaaaacag
cttcecttgat
ctcacgectga
cacttgtgaa
tgagactata

gaggaagaag
tttcaataaa
gtggtggteg
gaaaagattg
tcttctgcta
agaaggtctt
gaagatgggt
ggttgttgat
tggtgccacy
tactcttetg
tggagatgtyg
gcgtttgttg
agaggttgag
ggttgatceca
gtatgctttc
ctttgttcat
tgtcececttgt
tcatggtatc
cgagacgaat
tttgtaccct
ttectegace
acctectttg
ctggecctaac
gaatgcaaga
gaacaacacqg
agcaatgagc
tttgcagatc
acctgtggga
ggctgaattt
ccatcccgcea
gaagcttgac
ccgtctcaga
gccagatgte

ggtttggatg
tgaactttca
taatctattt
aattcttagg
aggtgaaaaa
tctttactat
atatatatgt
gttagggaaa
tcttegett
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aagaaaaaaa
ttgactaatt
agaaaagaga
ttgekttett
gaatcatcag
gagagcattg
tttgaggaga
tacatcatta
gctcttecact
ctgaagggct
attttccctt
aaaggaaatg
gttgaggttg
acgcttcecty
aagatcaadgc
ccgggtgaga
cctgaattcc
tttgagtgct
tgctcgagaa
t¢aactggat
gctttegaca
agtcctaacyg
ataaccectce
gaaatcgatt
ccaatgtcat
ccggtgaata
cgacgcagcyg
gccaattetce
gctaaacagce
atctcttcca
tggagegtce
gecggtggea
tcatgggtgyg

gagcaatcat
ttaaccgttc
cattttattt
ggacaaaaga
aggtttcaaa
tcacaatgag
tttttagtaa
gtgttgtaat

acataatttyg
gagtactcgt
gagttigtct
ttgeccatggg
cctgcaatga
atggctctgg
ggacgcctcet
gtactggtct
gtgcggtctc
ctgcgaatcc
gtittgagtee
atgatttgaa
aggtttegcec
atatcaagaa
cgtgctctag
acgcaaggay
ggaaggggtc
gygcttcacee
gagtttgttct
caggtgttcc
tgggaccgat
gtgtatccte
ctgcattgea
tctctgaaga
ctececattete
gtctcagtga
tcattaacce
tgttttcgat
gaagccaaaqg
tgactacaac
aaggagacdga
tggaatcaag
agcecgctggt

acatggagac
cacaagaagc
gtttaatgct
gagttcgtit
acctaagaaa
taatcgattt
taatataatt
tgtttcttct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2499
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Met Gly Val Asp Glu Leu Ser His Leu Lys Phe Ser Leu Leu Leu Glu

Ser Ser Ala Cys Asn Asp Leu Ser Gly Phe Lys Ser Leu Val Glu Glu
.20 25 30
Glu Giy Leu Glu Ser Ile Asp Gly Ser Gly Leu Trp Tyr Gly Arg Arg
35 40 45
Leu Gly Ser Lys Lys Met Gly Phe Glu Glu Arg Thr Pro Leu Met Ile

Ala Ala Leu Phe Gly Ser Lys Glu Val Val Asp Tyr Ile Ile Ser Thr
65 70 75 80
Gly Leu Val Asp Val Asn Arg Ser Cys Gly Ser Asp Gly Ala Thr Ala
85 90 95
Leu His Cys Ala Val Ser Gly Leu Ser Ala Asn Ser Leu Glu Ile Val
100 105 110
Thr Leu Leu Leu Lys Gly Ser Ala Asn Pro Asp Ser Cys Asp Ala Tyr
115 120 125
Gly Asn Lys Pro Gly Asp Val Ile Phe Pro Cys Leu Ser Pro Val Phe
130 135 140
Ser Ala Arg Met Lys Val Leu Glu &rg Leu Leu Lys Gly Asn Asp Asp
145 150 155 160
Leu Asn Glu Val Asn Gly Gln Glu Glu Ser Glu Pro Glu Val Glu Val
165 170 175
Glu Val Glu Val Ser Pro Pro Arg Gly Ser Glu Arg Lys Glu Tyr Pro
180 185 190
Val Asp Pro Thr Leu Pro Asp Ile Lys Asn Gly Val Tyr Gly Thr Asp
195 200 205
Glu Phe Arg Met Tyr Ala Phe Lys Ile Lys Pro Cys Ser Arg Ala Tyr
210 215 220
Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala
225 230 235 240
Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Tyr His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro
245 250 255
Glu Phe Arg Lys Gly Ser Cys Ser Arg Gly Asp Thr Cys Glu Tyr Ala
260 265 270
His Gly Ile Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg
275 280 285
Leu Cys Lys Asp Glu Thr Asn Cys Ser Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala
290 295 300
His Lys Pro Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Pro Ser Thr Gly Ser Gly
305 310 315 320
Val Pro Ser Pro Arg Ser Ser Phe 3er Ser Cys Asn Ser Ser Thr Ala
325 330 335
Phe Asp Met Gly Pro Ile Ser Pro Leu Pro Ile Gly Ala Thr Thr Thr
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340 345 350
Pro Pro Leu Ser Pro Asn Gly Val Ser Ser Pro Ile Gly Gly Gly Lys
355 360 365
Thr Trp Met Asn Trp Pro Asn Ile Thr Pro Pro Ala Leu Gln Leu Pro
370 375 380
Gly Ser Arg Leu Lys Ser Ala Leu Asn Ala Arg Glu Ile Asp Phe Ser
385 390 355 400
Glu Glu Met Gln Ser Leu Thr Ser Pro Thr Thr Trp Asn Asn Thr Pro
405 410 415
Met Ser Ser Pro Phe Ser Gly Lys Gly Met Asn Arg Leu Ala Gly Gly
420 425 430
Ala Met Ser Pro Val Asn Ser Leu Ser Asp Met Phe Gly Thr Glu Asp
435 440 445
Asn Thr Ser Gly Leu Gln Ile Arg Arg Ser Val Ile Asn Pro Gln Leu
450 455 460
His Ser Asn Ser Leu Ser Ser Ser Pro Val Gly Ala Asn Ser Leu Phe
465 470 475 480
Ser Met Asp Ser Ser Ala Val Leu Ala Ser Arg Ala Ala Glu Phe Ala
485 490 495
Lys Gln Arg Ser Gln Ser Phe Ile Glu Arg Asn Asn Gly Leu Asn His
500 505 510
His Pro Ala Ile Ser Ser Met Thr Thr Thr Cys Leu Asn Asp Trp Gly
515 520 525
Ser Leu Asp Gly Lys Leu Asp Trp Ser Val Gln Gly Asp Glu Leu Gln
530 335 540
Lys Leu Arg Lys Ser Thr Ser Phe Arg Leu Arg Ala Gly Gly Met Gilu
545 550 355 560
Ser Arg Leu Pro Asn Glu Gly Thr Gly Leu Glu Glu Pro Asp Val Ser
565 570 575
Trp Val Glu Pro Leu Val Lys Glu Pro Gln Glu Thr Arg Leu Ala Pro
580 585 590
Val Trp Met Glu Gln Ser Tyr Met Glu Thr Glu Gln Thr Val Ala
595 600 605

<210> 36

<211> 1806
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 36
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atgtgctctg
acggtgatgg
aggagggtcyg
tcggcgagceg
ctgtacggga
cgcgegtegyg
aacgcggtceg
gettogggge
cggctgetge
ccgecgtcege
cccgacctcea
aagceccgtget
gagaacgcgc
ttccgcaagg
gagtgctggc
gcgcogcegea
gcecgtgteeg
ctcgacatygg
agccgcctca

ctggaccagt
agctggggceg
tacaccgacc
ctcaagcagg
atgccgacct
dcgaaggcega
gaccgcggag
ccgtocatte
gacgagctgce
ccggtggega
aaggacggcc
gcatga

<210> 37
<211> 601
<212> PRT

ggccgcgcaa
cggcgtectt
tggaggagga
gcgtggcygag
gcacgggggt
agacggatgg
cggccacgceg
tcegegecgyg
tcaagtcgcc
cgccgecgea
agagcggact
cccgegecta
gecgecgcga
gcggetegty
tcecacccgge
tctgcttett
tcggcatgca
cggcdgcggc
agacggceget

accagcagaa
ccgcggcgaa
tgctecggcte
ceggegacat
cgccgatggt
tcatgagctc
gocgcegeeea
tcteggactg
acaagctceg
cgecacgccge
acgcegeegyg

<213> Oryza sativa

<400> 37

ES 2451669 T3

gccgtccaca
gckttcttgag
gaaggtgtct
gctecgggatg
gctitgggtat
ggccacgceeqg
cctgttgcete
tgacctectc
ggccgtgtcg
gcaggaggceg
gttcagcacce
ctcccatgac
ccctogecgc
ccgcaaggygc
gcagtacagg
cgcecacaag
gcccaccgta
ggcggcgatg
cggcgegegy

gcectgttcgac
cggcctegee
cgtcgacceyg
gcccgcgtac
gggcggcgeyg
ccgegectcg
ggcggegegt
gggctegecy
caagtcggcyg
ggcggcggag
cgacatatte

cecgeegetge
ctggeggcag
ctitggcgtygg
gagcggagga
gtcgtggegg
ctgcacatgg
Jgccgeggygyy
ccgcgegeca
ccgtcgtegt
aagaaggagt
gacgagttce
tggaccgagt
tactcctaca
gacgcgtgceg
acgcgectet
cccgacgage
tcgtcgecge
atgagccccg
gagctcgact

aaggtgtceg
accgegtege
gccatgcectgt
agctcecatgg
aacaccgecgt
gcgttegeca
tcgcteatgt
gacggcaagc
tcgttcygcgt
ccggacgtgt
gcgcagtygge
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cgcagcagea
cggacgacgt
ctgggttgty
cggcggegat
cagcgccggce
cggctgecgg
cgtecggtega
ccgeggegga
cgccgaagaa
accegecectga
gcatgtacag
gecectiegt
gctgecgtgcec
agtacgccca
gcaaggacga
tcegegecgt
gctecctecgee
cctggocgte
tegacctcega

gcgegecegte
cggcgaggygc
cccagcteca
cggacaccac
tcgggctgga
agcgcageca
cgceggegac
tggactgggg
tccgeggcca
catgggtgaa

cggagcagga

gJaaggaggceg
ggcggcggtyg
gtatgggcct
ggtggcggceg
ggaggcocgeg
tggegegygcy
cgcgeteteg
gaaggccatc
gtcggecteyg
cctgacgetg
cttcaaggtyg
ccaccceggce
ttgcccggag
tggcgtgtte
ggtcggetge
caaccectee
gcccaacydgy
gtccccageg
gatgctcgeg

gccgagggceg
cgtgccggac
cgegetgtee
gcagatgcac
ccactccatg
gagcttcate
gaccggeged
cgtccagggce
atccgccatg
ctctcttgte
gcagatyggtg

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

1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1806



ES 2451669 T3

Met Cys Ser Gly Pro Arg Lys Pro Ser Thr Pro Pro Leu Pro Gln Gln
1 5 10 15
Gln Lys Glu Ala Thr Val Met Ala Ala Ser Leu Leu Leu Glu Leu Ala
20 25 30
Ala Ala Asp Asp Val Ala Ala Val Arg Arg Val Val Glu Glu Glu Lys
35 40 a5
Val Ser Leu Gly Val Ala Gly Leu Trp Tyr Gly Pro Ser Ala Ser Gly
50 55 60
Val Ala Arg Leu Gly Met Glu Arg Arg Thr Ala Ala Met Val Ala Ala
65 70 75 80
Leu Tyr Gly Ser Thr Gly Val Leu Gly Tyr Val Val Ala Ala Ala Pro
85 90 95
Ala Glu Ala Ala Arg Ala Ser Glu Thr Asp Gly Ala Thr Pro Leu His
100 105 110
Met Ala Ala Ala Gly Gly Ala Ala Asn Ala Val Ala Ala Thr Arg Leu
115 120 125
Leu Leu Ala Ala Gly Ala Ser Val Asp Ala Leu Ser Ala Ser Gly Leu
130 135 140
Arg Ala Gly Asp Leu Leu Pro Arg Ala Thr Ala Ala Glu Lys Ala Ile
145 150 155 160
Arg Leu Leu Leu Lys Ser Pro Ala Val Ser Pro Ser Ser Ser Pro Lys
165 170 175
Lys Ser Ala Ser Pro Pro Ser Pro Prxo Pro Pro Gln Glu Ala Lys Lys
180 185 190
Glu Tyr Pro Pro Asp Leu Thr Leu Prc Asp Leu Lys Ser Gly Leu Phe
195 200 205
Ser Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys Val Lys Pro Cys Ser
210 215 220
Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly
225 230 235 240
Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Arg Tyr Ser Tyr Ser Cys Val
245 250 255
Pro Cys Pro Glu Phe Arg Lys Gly Gly Ser Cys Arg Lys Gly Asp Ala
260 265 270
Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln
275 280 285
Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu Val Gly Cys Ala Arg Arg Ile
290 295 300
Cys Phe Phe Ala His Lys Pro Asp Glu Leu Arg Ala Val Asn Pro Ser
305 310 315 320
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Ala Val Ser

Pro

Pro

Pro Ala

Ala Arg

370

Gln Gln

385

Ser Trp

Ala Val

Leu

Ser

Ala Tyr

450

Pro Met

465

Ala Lys

Gln

Ser

Met Ser

Ser

Pro
530

Lys Leu

545

Pro Val

Asn
Trp
<210> 38

<211> 1692
<212> ADN

Ser

Pro

Asn
Trp
355
Glu
Lys
Gly
Pro
Gln
435
Ser
val
Ala
Phe
Pro
515
Asp
Arg
Ala

Leu

Glu
595

Val
Gly
340
Pro
Leu
Leu
Ala
Aszsp
420
Leu
Ser
Gly
Ile
Ile
500
Ala
Gly
Lys
Thr
Val

580
Gln

<213> Hordeum vulgare

<400> 38

Gly
325
Leu
Ser
Asp
Phe
Ala
405
Tyr
His
Met
Gly
Met

485
Asp

Thr

Lys
Ser
His
565
Lys

Glu

ES 2451669 T3

Met
Asp
Ser
Phe
Asp
390
Ala
Thr
Ala
Ala
Ala
4790
Ser
Arg
Thr
Leu
Ala
550
Ala
Asp

Gln

Gln
Met
Pro
Asp
375
Lys
Asn
Asp
Leu
Asp
455
Asn
Ser
Gly
Gly
Asp
535
Ser
Ala
Gly

Met

Pro
Ala
Ala
360
Leu
Val
Gly
Leu
Ser
440
Thr
Thr
Arg
Gly
Ala
520
Trp
Phe
Ala
His

Val
600

90

Thr
Ala
345
Ser
Glu
Ser
Leu
Leu
425
Leu
Thr
Ala
Ala
Arg
505
Pro
Gly
Ala
Ala
Ala

585
Ala

Val
330
Ala
Arg

Met

Ala
410
Gly
Lys
Gln
Phe
Ser
4990
Ala
Ser
Val
Phe
Glu

570
Ala

Ser
Ala
Leu
Leu
Ala
395
Thr
Ser
Gln
Met
Gly
475
Ala
Pro
Ile
Gln
Arg

555
Pro

Ser Pro Arg

Ala
Lys
Ala
380
Pro
Ala
Val
Ala
His
460
Leu
Phe
Ala
Leu
Gly
540
Gly
Asp

Asp

Ala
Thr
365
Leu
Ser
Ser
Asp
Gly
445
Met
Asp
Ala
Ala
Ser
525
Asp
Gin

Val

Ile

Met
350
Ala
Asp
Preo
Pro
Pro
430
Asp
Pro
His
Lys
Arg
510
Asp
Glu
Ser

Ser

Phe
590

Ser
335
Met
Leu
Gln
Arg
Ala
415
Ala
Mat
Thr
Ser
Arg
495
Ser
Trp
Leu
Ala
Trp

575
Ala

Ser
Ser
Gly
Tyr
Ala
400
Arg
Met
Pro
Ser
Met
480
Ser
Leu
Gly
His
Met
560
Val

Gln



cggcacgagyg
aaacccaaaa
ctggecctgeg
acctgctcega
acaacctcte
aacaacaaca
tacggcagca
gcctcoccgcat
gecgcoccecacy
cceccaagcete
tecgeegecegyg
cagacggagg
aaggtgaacc
cccggcgaga
ccggacttce
ggcgtcttcg

gtcggatgceco
aaccccteog
tccaggecyyg
aaccaggeec
tcgeccegace
cagcagaacc
aaccagcacc
gccegeogecg
gcteoocggege
ccggacggga
ggagtcagaa
cegtegtygga
cagatggtcg

<210> 39
<211> 564
<212> PRT

cacatccatc
ccaagcagag
caacctegec
gctegecgee
cctcgacgcc
cgccecaget
ccaccgtcct
ccgacggegce
ccgcacgect
accctctcaa
actccaggag
acatcaacgc
cgtgcteccg
acgcgcgecg
gccgcgacce
agtcatggct

cgcgccgceat
ccgcatccat
ccgegetceac
agtacgcgcg
tegtegecge
agcaacagca
agcagcatca
ccgeccttcac
ggtcgttcaa
agctggactg
gcagcagcag
tgaaggacgg
cc

<213> Hordeum vulgare

<400> 39

ES 2451669 T3

atctaacctc
caagagcaag
geegecatge
gacgacgace
gcatccccga
cgcgetecac
ctcctacgtce
cacccogetce
cetecteace
ccaccaaaac
gaccaccacc
gggcgtctte
cgcctacacg
ccgcgacceyg
ggccgeatgce
ccacccocgceg

ctgettctte
ggactcgcca
cgcgtegetce
caggatgatg
ctacgtacag
gcatcagcag
gcagcaacat
caaccgcagc
gtcteecggeyg
gggcgtgcag
gcegeatcat
cagcgatatyg

acctctecte
agcaagagca
caccctecge
tcccegectt
ggtacgagcc
ctgcgcacec
ctcteecateg
ctccocicgece
gacggcgcat
caaaaccaaa
aagaaggact
gccaccgacg
cacgactgga
cgceygcgtge
cgcaagggceyg
cagtaccgca

Jgcgeacggcyg
tcceccaactt
agctegegygyg
atggccaggg
gcgetectect
cagaaccagce
cagcagagca
cagacctteg
ccgtegteca
gccgcggage
gagacgacga
ctgctagcgyg
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tecetececte
agagcaagca
ccacgacecac
ccgecgegee
atcccccaaa
ccgecatggt
cccccteccga
accagggccy
catcgtecte
acagccccac
actcctecge
acttccggat
ccgagtgeec
catactegtg
acgcctgega
ccaggctctg

ceccgacaget
cctecttegea
acctcgactt
ccaactcccc
cectgeaaca
accagcagca
tggggatggy
tgcaccgctc
tgctegegga
tgcgocaagtc
gggcggagga
cgeggtggtce

tcctcctace
agcatgtgcc
ccctectect
gtccaggagg
tcagaccaac
cgecgegeote
ggcecgecccge
cgegecatec
cctactegeg
caagaaagac
ctcegactcc
gtacagcttc
cttegececcac
cgtcccatge
gtacgcgeac
caaggacgag

acgcgeegte
gccgegaace
ggacgccgac
geccggactac
gcadcagcat
acatcagcag
ggggeigage
tecgteceeyg
ctgggggtcg
cacgtcttte
caacatgtac
ggacctggag

60
120
18¢
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1692



ES 2451669 T3

Arg His Glu Ala His Pro Ser Ser Asn Leu Thr Ser Pro Leu Leu Pro

Ser Pro Pro Thr Lys Pro Lys Thr Lys Gln Ser Lys Ser Lys Ser Lys
20 25 30
Ser Lys Ser Lys Gln Ala Cys Ala Leu Ala Cys Ala Thr Ser Pro Pro
35 40 45
Pro Cys His Pro Pro Pro Thr Thr Thr Pro Pro Pro Thr Cys Ser Ser
50 55 60
Ser Pro Pro Thr Thr Thr Ser Pro Pro Ser Ala Ala Pro Ser Arg Arg
65 70 75 80
Thr Thr Ser Pro Ser Thr Pro His Pro Arg Gly Thr Ser His Pro Pro
85 90 a5
Asn Gln Thr Asn Asn Asn Asn Thr Pro Gln Leu Ala Leu His Leu Arg
100 105 110
Thr Pro Ala Met Val Ala Ala Leu Tyr Gly Ser Thr Thr vVal Leu Ser
115 120 125
Tyr Val Leu Ser Ile Ala Pro Ser Glu Ala Ala Arg Ala Ser Ala Ser
130 135 140
Asp Gly Ala Thr Pro Leu Leu Leu Ala His Gln Gly Arg Ala Pro Ser
145 150 155 160
Ala Prc His Ala Ala Arg Leu Leu Leu Thr Asp Gly Ala Ser Ser Ser
165 170 175
Ser Leu Leu Ala Pro Glmn Ala His Pro Leu Asn His Glan Asn Gln Asn
180 185 190
Gln Asn Ser Pro Thr Lys Lys Asp Ser Pro Pro Asp Ser Arg Arg Thr
195 200 205
Thr Thr Lys Lys Asp Tyr Ser Ser Ala Ser Asp Ser Gln Thr Glu Asp
210 215 220
Ile Asn Ala Gly Val Phe Ala Thr Asp Asp Phe Arg Met Tyr Ser Phe
225 230 235 240
Lys Val Asn Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Thr His Asp Trp Thr Glu Cys
245 250 255
Pro Phe Ala His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Arg
260 265 270
Val Pro Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Arg Asp Pro Ala
275 280 285
Ala Cys Arg Lys Gly Asp Ala Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu
290 295 300
Ser Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Glu

92



ES 2451669 T3

10

93

305 310 315 320
Val Gly Cys Pro Arg Arg Ile Cys Phe Phe Ala His Gly Ala Arg Gln
325 330 335
Leu Arg Ala Val Asn Pro Ser Ala Ala Ser Met Asp Ser Pro Ser Pro
340 345 350
Thr Ser Ser Ser Pro Pro Arg Thr Ser Arg Pro Ala Ala Leu Thr Ala
355 360 365
Ser Leu Ser Ser Arg Asp Leu Asp Leu Asp Ala Asp Asn Gln Ala Gln
370 375 380
Tyr Ala Arg Arg Met Met Met Ala Arg Ala Asn Ser Pro Pro Asp Tyr
185 390 395 400
Ser Pro Asp Leu Val Ala Ala Tyr Val Gln Ala Leu Ser Ser Leu Gln
405 410 415
Gln Gln Gln His Gln Gln Asn Gln Gln Gln Gln His Gln Gln Gln Asn
420 425 430
Gln His Gln Gln Gln His Gln Gln Asn Gln His Gln Gla His Gln Gln
435 440 445
Gln His Gln Gln Ser Met Gly Met Gly Gly Leu Ser Ala Arg Ala Ala
450 455 460
Ala Phe Thr Asn Arg Ser Gln Thr Phe Val His Arg Ser Pro Ser Pro
465 470 475 480
Ala Pro Ala Arg Ser Phe Lys Ser Pro Ala Pro Ser Ser Met Leu Ala
485 430 495
Asp Trp Gly Ser Pro Asp Gly Lys Leu Asp Trp Gly Val Gln Ala Ala
500 505 510
Glu Leu Arg Lys Ser Thr Ser Phe Gly Val Arg Ser Ser Ser Arg Pro
515 . 520 525
His His Glu Thr Thr Arg Ala Glu Asp Asn Met Tyr Pro Ser Trp Met
530 535 540
Lys Asp Gly Ser Asp Met Leu Leu Ala Ala Arg Trp Ser Asp Leu Glu
545 550 555 560
Gln Met Val Ala
<210>40
<211> 3610
<212> ADN
<213> Pinus radiata
<400> 40
tgtttccagg cygggcactaa agcaagggag ggggtaggct ttactttcetg ctetgcgcaa 60
agaacgttga aatcaatcgc cctggetggt ctggcgtgac tactagattc aatttottea 120
tggccgtceit cacataccca ttetttacceg gttcagaget gtgatcttta tttttaacaq 180
ccacaatcat ggtttgtgtt tccagtgtta tgatctgagt gaagttcgtt ctttttectcg 240
tgacccagge ttgatactag gccggacctt tctgaggtgg aagagatcta Cacattigag 300
gccetattttg tgtagccatg tgtggaggec cagaacattt gaagcctgcoc agcccacacg 360
aaggagaaga taaagtcaaa atggccgaga atcagtctat caaagtgaag gaattgtctg 420
aatcttgttc aagtctacat gaactagectg ctaataatga ccttattgge tttaagaaag 480
caatggagga agaagggtca aagatagatg aggttaactt ttggtacggg aggcagaatg 540
gttctaatca gatggtcctyg gagcaaagga ctcecattgat ggttgetygca ctttatggea 600
gtgtagatgc gctgagttac atcttatceca tttatgtaac ttgtggagca gatgttaacc 660
aagcctgtgg gtcagataac tecactgect tgcattygtge ggctgtggga gggtctgoet 720
gtgcagttga aactgtaaaa ttgttacttc atgcaggcag tgatgtgaat cgottggatg 780
cttatggcag aagaccagca gatgtgatta tggtttetec taagctaacc gaaatcaagg 840
ccaagctaga agaaatgtta aacgcagctg gttcatgtca aacttctecyg gcaaagttgce 200
ctaacatagt ttcagggcca cctgggtttg agtcaaaggqg gatggagtcc atgtccccat 960
tgccattgtt gectctttca ttgtctttag aagcatccaa taatagatca ggttgtgtga 1020
attctccaac atcttegeca aagtccatgg aagcattaasa gggtttcggt gatgttaatg 1080
agaagaagga atatcctgtg gacccttctt ticcagacat aaagaatage atctatacta 1140



10

cagatgaatt
attggactga
ggtatcatta
atgtttgtga
cacggttgtg
ctgaggaact
catcatctct
tttcaatgat
tgtctceate
ccttacacct
gagacatgcc
atgatttttc
gtggcgggaa
ctccaacgaa
ttgaacctte
catatatgca
gaattacaca
aatcaccttt
gtgtggatgt
cgataaattc
cccgigactt
gtaaagttga
ttggtccceg
ctacaccaga
ggcaaataga
atcagattgt
Ltaaaattca
ggaaatagtc
agcatgcaaa
cttgggtggt
ttttckttac
aatgttgtca
ggtgcatttt
ggttgtatat
tgtcaactaa
ggtctgcacc
ctagttgata
aaaggatggc
attttgagac
gatgtcctca
ggtaccattg
daaaaaaaaa

<210> 41
<211>779
<212> PRT

tcggatgttt
atgcccattt
tagctgtgtt
atatgcacac
caaagatyggyg
acgeectete
ggacatgaca
gtcaccctte
agcgtcctet
tcctggtage
tgttgaggat
tccactgtcece
caccacaaca
tcttgaagac
catcttttet
gattcaaaac
dgatgcagcag
ccaatcttce
ggaacgtcat
aagaatggct
gggagctaat
ctggggggtt
cagttatgaa
gggtaaagat
aaatgttgat
agcttgagat
atttctcatt
tggttttcta
aagtagatag
agaccagaga
ttatcattaa
gttggttact
taatttatca
ggaaaaacct
agtttgcagg
tgctatagaa
tatttggaag
aatccattgt
acttcaattt
aggctattat
tattaccttt

<213> Pinus radiata

<400> 41

Met
1
Glu
Leu
Leu
50

Glu
65

Cys
Asp
Ser
Ile

val

Gly

Lys
20
Glu
35
Gly

Asn

Gly Pro
Val Lys
Ser Cys
Phe Lys

Phe Trp

ES 2451669 T3

tccttcaagyg
gtgcatcctg
ccttgeccag
ggtgtttttg
actaattgtt
attgtcteta
tetgrecatga
ctatcaaatc
gtaaatggat
aatgttcaaa
tctcctcgaa
acacaagcca
aggtctggaa
ttgtttgect
cagatgagtc
cagatgctge
gctgcaatag
tecgtatgggt
aatacatgtg
atggctgett
gtgaatccca
caaggagaag
gaaccggatt
ggaggaaatg
cattcagttt
taggattatt
ttttactatt
cctattatca
ggatgttatt
atgacactat
caaccctata
ctgcgcaagqg
agtgtgaaat
atgatgttgg
tggcaatttt
gttttcgagt
gctttgccaa
tttgccatgt
gtgcatactt
gctcagggat
tattgtttgg

Glu His

Met Ala

Ser Ser
Ala
55

Gly

Lys

Tyr
70

tgcggeccaty
gtgaaaatgc
attttcggaa
agtgctggtt
cacgtagagt
ctgggtctge
gtecctetige
ctcagcaagg
atggaggcetyg
ccagecegtcet
tttcagacta
ggctgaatgc
aatacaagag
ccgaggtaac
cccaaatgca
ctcctataaa
agcctcagag
tgggatccce
ggtctcccett
ttgttcagag
gttecatggtc
agttgagcaa
tgtecttgggt
taagctgtte
tgggtgectyg
tatttggagt
tcttttataa
gaattacacce
cctatcagea
tttttgttga
tatatttgtt
ccttggaaga
ccataacagg
ctgtctactg
gtggcagcat
ctgtagaatt
agtagtggca
agcttcactt
ttgttctgaa
ttgcctaaaa
atattttatt

Leu Lys

10
Asn
25

His

Glu

Leu
40
Met Glu

Arg Gln

94

Pro

Gln

Glu

Glu

Asn

ttcacgggca
cagaaggcgg
agggacttgt
acatcctgct
ttgcttettt
tgttccatecc
ccotggttct
cagtgtgett
gccacagcct
tagagcggaa
tgaagggcag
tgctgctgct
tcacgggatc
atctcctaga
agctcataag
tacacaggca
ccctggacat
tggtagaatyg
atcaccggcet
ggaaaaacqgqg
tgattyggggce
attaagaaaqg
tcaaacactg
tggggaaact
gattgaacag
ggtggtagyy
aaattcccca
tgcaggaaat
ggttgacaag
catggcaact
ttgaaagaac
aatccaagat
tttcagtgag
ctatitttct
atttgcacat
tgatggtgea
tgtacatttt
tattgattag
ctgcaaaatc
ccataagtgg
tatgaaagtg

Ala Ser

Ser Ile

Leu Ala

Pro
Lys

Ala

tattctcatg
gatccaagaa
aggcygcagty
caatatagga
gctcacacat
ccaagggcat
ccctetteag
actcegecta
aatgtaccaa
cttaatgcca
caactcctga
gttatatctg
aatactgttg
gtagcagttc
actgcccaqqg
ttttegcagg
tctttgatge
tcacctegtt
atggctgcaa
agccatagtt
tcgectacag
tcggcttecat
gtaaaggaaa
ccacacaagg
atgcagcttyg
ataggctcat
ttatagttta
tttggaggaa
ctgaaaatca
gaagatgctg
tgagcggaga
gtggcatctt
tgacttctga
gtgcctaaac
tgaagcggat
agatgatttt
gcaaaaattt
gtggaaagga
agtctcttgt
ccttagataa
aatttattect

Glu
15
Lys

His

Val
30

Asn Asn

45

Glu Gly
60

Gly 3er

Ser

Asn

Lys Ile

Gln Met

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
- 3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3610

Gly
Glu
Asp
Asp

Val
80



ES 2451669 T3

Leu Glu Gln Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ala Leu Tyr Gly Ser Val
85 o1t 95
Agsp Ala Leu Ser Tyr Ile Leu Ser Ile Tyr Val Thr Cys Gly Ala Asp
100 105 110
Val Asn Gln Ala Cys Gly Ser Asp Asa Ser Thr Ala Leu His Cys Ala
115 120 125
Ala Val Gly Gly Ser Ala Cys Ala Val Glu Thr Val Lys Leu Leu Leu
130 135 140
His Ala Gly Ser Asp Val Asn Arg Leu Asp Ala Tyr Gly Arg Arg Pro
145 150 155 160
Ala Asp Val Ile Met Val Ser Pro Lys Leu Thr Glu Ile Lys Ala Lys
165 170 175
Leu Glu Glu Met Leu Asn Ala Ala Gly Ser Cys Gln Thr Ser Pro Ala
180 185 190
Lys Leu Pro Asn Ile Val Ser Gly Pro Pro Gly Phe Glu Ser Lys Gly
195 200 205
Met Glu Ser Met Ser Pro Leu Pro Leu Leu Pro Leu Ser Leu Ser Leu
210 215 2290
Glu Ala Ser Asn Asn Arg Ser Gly Cys Val Asn Ser Pro Thr Ser Ser
225 230 235 240
Pro Lys 3er Met Glu Ala Leu Lys Gly Phe Gly Asp Val Asn Glu Lys
245 250 255
Lys Glu Tyr Pro Val Asp Pro Ser Phe Pro Asp Ile Lys Asn Ser Ile
260 265 270
Tyr Thr Thr Asp Glu Phe Arg Met Phe Ser Phe Lys Val Arg Pro Cys
275 280 285
Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro
2%0 295 300
Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Arg Tyr His Tyr Ser Cys
305 310 315 320
Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Lys Gly Thr Cys Arg Arg Ser Asp Val
325 330 335
Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln
340 345 350
Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Thr Asn Cys Ser Arg Arg Val
355 360 365
Cys Phe Phe Ala His Thr Ser Glu Glu Leu Arg Pro Leu Ile Val Ser
370 375 380
Thr Gly Ser Ala Val Pro Ser Pro Arg Ala Ser Ser Ser Leu Asp Met
385 390 395 400
Thr Ser Val Met Ser Pro Leu Ala Pro Gly Ser Pro Ser Ser Val Ser
405 4190 415
Met Met Ser Pro Phe Leu Ser Asn Pro Gln Gln Gly Ser Val Leu Thr
420 425 430
Pro Pro Met Ser Pro Ser Ala Ser Ser Val Asn Gly Tyr Gly Gly Trp
435 440 445
Pro Gln Pro Asn Val Pro Thr Leu His Leu Pro Gly Ser Asn Val Gln
450 455 460
Thr Ser Arg Leu Arg Ala Glu Leu Asn Ala Arg Asp Met Pro Val Glu
465 470 475 480
Asp Ser Pro Arg Ile Ser Asp Tyr Glu Gly Gln Gln Leu Leu Ash Asp
485 490 495
Phe Ser Pro Leu Ser Thr Gln Ala Arg Leu Asn Ala Ala Ala Ala Val
500 505 510
Ile Ser Gly Gly Gly Asn Thr Thr Thr Arg Ser Gly Lys Tyr Lys Ser
515 520 525
His Gly I1le Asn Thr Val Ala Pro Thr Asn Leu Glu Asp Leu Phe Ala
530 535 540
Ser Glu Val Thr Ser Pro Arg Val Ala Val Leu Glu Pro Ser Ile Phe
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55¢
Gln

545
Ser His
570
Pro

Pro Met Gln Ala

565
Gln Asn
580

Ile

Gln Met Ser
Pro
585

Gln

Met Gln Ile Gln Met Leu

Gln Ala
600

Ser

Gln Gly Thr Gln Met

595
His

Ser

Gln Pro FPhe
615

Met

Pro Gly Ser Leu Met

610

Gly Pro Gly Arg Ser Pro Arg

630
Ser

Leu Ser
625
His Fro
650
Phe Val
665

Asn Val

Asn Thr Gly Pro Leu Ser

645
Ala

Cys

Met Met Ala Ala

660
Arg

Asn Ser Arg
Ala
680

Lys

Ser Asp Leu Gly

675
Gly

His Ser

Ser Pro Thr Gly Val Asp

695
Lys

Asp Trp

690
Leu Ala Ser

Glu Ser

705
Glu

Ser Lys Leu Arg
710
Ser

Gln Thr

730
Ser

Glu Leu Trp Val
725

Asp

Pro Asp

Val
745
Asp

Pro Glu Gly Lys Gly Gly Asn

740
Gly Gln
755
Gln

Glu Asn Val His
760

Gln

His Lys Ile

Ile Glu Met Gln Leu Ile Val

770

Asp
775

<210> 42

<211> 3610

<212> ADN

<213> Pinus radiata

<400> 42

tgtttccagg
agaacgttga
tggccgtctt
ccacaatcat
tgacccaggc
gcctattity
aaggagaaga
aatcttgtte
caatggagga
gttctaatca
gtgtagatgc
aagcctgtgg
gtgcagttga
cttatggcag
ccaagctaga
ctaacatagt
tgccattgtt
attctccaac
agaagaagda
cagatgaatt
attggactga
ggtatcatta
atgtttgtga

cgggcactaa
aatcaatcgce
cacataccca
ggtttgtgtt
ttgatactag
tgtagccatg
taaagtcaaa
aagtctacat
agaagggtca
gatggtcctg
gctgagttac
gtcagataac
aactgtaaaa
aagaccagca
agaaatgtta
ttcagggcca
gcctetbtca
atcttcgeca
atatcctgtg
tcggatgitt
atgcccattt
tagctgtgtt
atatgcacac

agcaagddag
cctggetggt
ttctttaccyg
tccagtgtta
gccggacctt
tgtggaggce
atggccgaga
gaactagcrtg
aagatagatg
gagcaaagga
atcttatcca
fccactgecet
ttgttacttc
gatgtgatta
aacgcagctg
cctgggtttg
ttgtctttag
aagtccatgg
gacccttctt
tccttcaagg
gtgcatccty
ccttgeccecag
ggtgtttttyg

ggggtaggcet
ctggcgtgac
gttcagagct
tgatctgagt
tetgaggtgg
cagaacattt
atcagtctat
ctaataatga
aggttaactt
ctcecattgat
tttatgtaac
tgcattgtgc
atgcaggcaqg
tggtttctee
gttcatgtca
agtcaaaggqg
aagcatccaa
aagcattaaa
tLtccagacat
tgcggecatg
gtgaaaatgc
attttcggaa
agtgctggtt

96

555
Lys Thr

Ile Asn

Ala Ile

Ala

Thr

Glu

Gln Ala

575
Gin Ala
590

Pro Gln

605

Ser
620
Val

Gln

Cys
635

Ala Met

Gln Arg Glu

Asn Pro

Ser
Asp

Ala Ala

Ser

Ser Tyr

Val Glu
Thr
55
Lys Arg
670

Ser Trp

685

Trp
700

Phe Gly

715

Leu Val

Cys Ser

Ser Val

Gly Val
Pro Arg
Lys
Gly Glu

Leu

Gln Gly

Ser
Giu Thr
735
Thr

750
Gly Ala

765

Ala

ttactticty
tactagattc
gtgatcttta
gaagttcgtt
aagagatcta
gaagectgee
caaagtgaag
ccttattgge
ttggtacggg
ggttgctgca
ttgtggagca
ggctgtggga
tgatgtgaat
taagctaacc
aacttctceg
gatggagtce
taatagatca
gggtttcggt
aaagaatagc
ttcacgggca
cagaaggcgyg
agggacttgt
acatcctget

ctctgegcaa
aatttcttca
tttttaacag
ctittttetey
tacatttgag
agcccacacqg
gaattgtcty
tttaagaaaq
aggcagaatg
ctttatggceca
gatgttaacc
gggtctgect
cgcttggatyg
gaaatcaaqgg
gcaaagttge
atgtccecat
ggttgtgtga
gatgttaatg
atctatacta
tattctcatyg
gatccaagaa
aggcgcagtg
caatatagga

560
Tyr

Phe
Ser
Gly

Arg
640
Ile

Ser
Ser
Glu

Tyr
720
Thr

Pro

Trp

60
120
180
240
300
360
420
480
5490
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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cacggttgtg caaagatggg actaattgtt cacgtagagt ttgcttcttt gectcacacat 1440
ctgaggaact acgccctctc attgtctcta ctgggtctge tgttccatcc ccaagggcat 1500
catcatetcet ggacatgaca tetgtcatga gtectcecttge cecctggttct cocctcotteag 1560
tttcaatgat gtcaccctte ctatcaaate ctcagcaagg cagtgtgett actecgccta 1620
tgtctccatc agcgtcctct gtaaatggat atggaggctg gcoccacagect aatgtaccaa 1680
ccttacacct tcctyggtage aatgttcaaa ccagecgtcet tagageggaa cttaatgcca 1740
gagacatgcec tgttgaggat tcetectogaa tticagacta tgaagggcag caactcctga 1800
atgatttttc tccactgtcc acacaagcca ggctgaatge tgctgctget gttatatetg 1860
gtggcgggaa caccacaaca aggtctggaa aatacaagag tcacgggatc aatactgttg 1920
ctccaacgaa tcttgaagac ttgtttgect ccgaggtaac atctcctaga gtagcagttce 1980
ttgaaccttc catcttttet cagatgagtc cccaaatgca agctcataag actgeccagg 2040
catatatgca gattcaaaac cagatgctgce ctcecctataaa tacacaggceca ttttegcagg 2100
gaattacaca gatgcagcag gctgcaatag agcctcagag ccctggacat tcectttgatge 2180
aatcaccttt ccaatcttee tegtatgggt tgggatccece tggtagaatg tcacctegtt 2220
gtgtggatgt ggaacgtcat aatacatgtg ggtctccctt atcaccggct atggctgcaa 2280
cgataaattc aagaatggct atggctgett ttgttcagag ggaaaaacgg agccatagtt 2340
ccecgtgactt gggagcetaat gitgaatcecca gttecatggte tgattgggge tegectacag 2400
gtaaagttga ctggggggtt caaggagaag agttgagcaa attaagaaag tcggcttcat 2460
ttggtecceg cagttatgaa gaaccggatt tgtettgggt tcaaacactg gtaaaggaaa 2520
ctacaccaga gggtaaagat ggaggaaatg taagctgtic tggggaaact ccacacaagg 2580
ggcaaataga aazatgttgat cattcagttt tgggtgcetg gattgaacag atgcagcitg 2640
atcagattgt agcttgagat taggattatt tatttggagt ggtggtaggg ataggcetcat 2700
ttaaaattca atttctcecatt ttttactatt tcitttataa aaattcccca ttatagttta 2760
ggaaatagtc tggttttcta cctattatca gaattacacc tgcaggaaat tttggaggaa 2820
agcatgcaaa aagtagatag ggatgttatt cctatcagca ggttgacaag ctgaaaatca 2880
cttgggtggt agaccagaga atgacactat tttttgttga catggcaact gaagatgctg 2940
ttttectttac ttatcattaa caaccctata tatatttgtt ttgaaagaac tgagcggaga 3000
aatgttgtca gttggttact ctgcgcaagyg ccttggaaga aatccaagat gtggcatctt 3060
ggtgcatttt taatttatca agtgtgaaat ccataacagg tttcagtgag tgacttctga 3120
ggttgtatat ggaaaaacct atgatgttgg ctgtctactg ctatttttcet gtgcctaaac 3180
tgtcaactaa agtttgcagg tggcaattit gtggcagcat atttgcacat tgaagcggat 3240
ggtctgcace tgetatagaa gttttcgagt ctgtagaatt tgatggtgca agatgatttt 3300
ctagttgata tatttggaag gctttgccaa agtagtggeca tgtacatttt gcaaaaattt. 3360
aaaggatggc aatccattgt tttgccatgt agcttcactt tattgattag gtggaaagga 3420
attttgagac acttcaattt gtgcatactt ttgttctgaa ctgcaaaatc agtectcettgt 3480
gatgtcctea aggctattat gctcagggat ttgectaaaa ccataagtgg ccttagataa 3540
ggtaccattg tattaccttt tattgtitgg atattttatt tatgazagtg aatttatttt 3600
aaaaaaaaaa 3610
<210> 43
<211>749
<212> PRT
<213> Pinus radiata
<400> 43
Met Lys Glu Met Ala Glu Tyr Cys Ser Pro Ala Leu Leu Glu Leu Ala
1 3 290 15
Ala Asn Asn Asp Leu Ser Gly Phe Lys Gln Ala Val Gilu Glu Gly Gly
20 25 30
Ser Ser Val Asn Glu Arg Gly Leu Trp Tyr Gly Arg Gln Ile Gly Ser
35 4¢ 45
Gly Gln Lys Met Val Leu Glu Gln Arg Thr Pr¢ Leu Met Val Ala Ala
50 55 60 -
Leu Tyr Gly Ser Leu Asp Val Leu Ser Tyr Met Leu Ser Gly Gly Arg
€5 70 75 80
Val Asp Val Asn Gln Ser Cys Gly Ser Asp Met Ser Thr Ala Leu His
85 9¢ 95
Cys Ala Ala Ala Gly Gly Ser Ile Leu Ala Ile Glu Thr Val Gly Met
100 1465 110
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Leu Ile Lys Ala Gly Ala Asp Val Asn Phe Met Asn Ala Gly Gly Axg
115 120 125
Lys Pro Ala Asp Val Ile Met Val Ser Pro Lys Leu Ala His Phe Lys
130 135 140
Asn Val Leu Glu Asp Leu Leu Ile Met Gly Ser Asn Ser Pro Met Lys
145 150 155 160
Ile Pro Cys Arg Val Ser Gly Ser Gly Phe Tyr Leu Pro Glu Gly Gly
165 170 175
Gly Cys Phe Phe Asp Glu His Gly Cys Val Val Ser Val Prc Thr Ser
180 185 190
Ser Pro Leu Phe Ser Ser Pro Asp Ala Thr Ser Pro Ala Thr Val Asn
195 200 205
Ser Pro Leu Ser Ser Pro Pro Thr Ser Leu Asp Thr Pro Lys Asn Leu
210 215 220
Cys Asp Cys Gly Gln Lys Lys Glu Phe Ala Val Asp Ser Ser Leu Pro
225 230 235 240
Asp Ile Lys Asn Ser Ile Tyr Ser Thr Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser
245 250 255
Phe Lys Val BArg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu
260 265 270
Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arqg Arg Asp Pro Arg
275 280 285
Lys Tyr His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg Lys Gly Ala
290 295 300
Cys Arg Arg Gly Asp Val Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys
305 310 315 320
Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Thr
325 330 335
Asn Cys Ser Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Thr Pro Glu Glu Leu
340 345 350
Arg Pro Leu Tyr Pro Pro Ala Cys Ser Ser Met Leu Ser Gln Arg Thr
355 360 _ 365
Thr Met Thr Ser Ser Asp Lys Met Ala Val Met His Pro Leu Ala Pro
370 375 380
Gly Ser Ala Ser Ser Val Leu Met Met Ser Ser Ser Asn Ser Ser Gln
385 390 395 400
Ser Ser Phe Pro Asn Ser Pro Val Ser Pro Leu Ser Ser Ala Asn Thr
405 410 415
Ser Ser His Ser Ser Phe Gly Gly Gly Ser Trp Ala His Pro Asn Leu
420 425 430
Pro Thr Leu His Leu Sér Asn Gly Ala Leu Gln Ala Ser Arg Leu Arg
435 440 445
Thr Ala Val Asn Ala Arg Asp Met His Pro Asp Cys Ser Ile Glu Ser
450 455 460
Gly Asp Tyr Glu Gly Gln Leu Leu Asn Glu Phe Ala Tyr Leu Ser Thr
465 470 475 480
Gln Ala Arg Gly Asn Gly Pro Met Ala Thr Val Ser Ser Ser Gly Asn
485 490 495
Thr Pro Cys Arg Pro Arg Lys Phe Arg Ala His Asn Val Ala Pro Thr
500 505 510
Asn Leu Glu Asp Leu Phe Ala Ser Glu Val Phe Ser Pro Lys Met Thr
515 520 525
Ala Ser Glu Ser Ala Phe Leu Ser Glu Ile Gln Ser His Lys Ser Ala
530 535 540
Gln Leu Ser Pro Gin Leu Gln Ser Gln Met Leu Ser Ser Phe Asn Thr
545 550 535 560
Gln Val Tyr Pre Gln Gly Ser Thr Gln Gly Gln Met His Met Gln His
565 570 575
Gly Gly val Asp Cys Gln Ser Pro Ser Val Phe Leu Ser Pro Pro Pro
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Val
Leu
Pro
625
Arg
Trp
Gly
Ser
Ala
705
Ile

Ser
<210> 44

<211> 711
<212> PRT

Gln
Thr
610
Ile
Asp
Ser
Glu
Ser
690
Pro

Ala

Gln

Leu
595
Gly
Met
Lys
Glu
Glu
675
Asp
Met

Asn

Ile

<213> Glycine max

<400> 44
Lys
1
Asp
Gly
Gly
His
65
Met
Gly
Ala
Val
Val
145
Ser
Ser
Met
Phe
Ile

225
Glu

Ser
Ser
Phe
Leu
50

Arg
Lys
Ala
Asn
Asn
130
Pro
Asp
val
Pro
Thr
210

Asp

Phe

Ala
Phe
Lys
35

Trp
Thr
Ile
Asn
Ala
115
Gly
Pro
Ser
Asn
Tyr
195
Asp

Pro

Arg

580
Ala

Glu
Ser
Gly
Trp
660
Leu
Glu
Glu

Ser

Asn
740

Asn
Ser
20

Val
Tyr
Pro
Ile
Lys
100
Val
Val
Lys
Ala
Thr
180
Thr
Ala

Ser

Met

Ser
Leu
Thr
Ser
645
Gly
Gln
Pro
Ser
Val

725
Pro

Asp
Ser
Leu
Gly
Leu
Leu
85

Thr
Asp
Asp
Leu
Ser
165
Ser
Pro
Ala

Leu

Phe

ES 2451669 T3

Tyr
Glu
Ala
630
Ser
Ser
Lys
Asp
Met
710
Gln

Asp

Lys
Leu
Leu
Arg
Met
70

Leu
Thr
Ala
Ala
Gln
150
Glu
Ser
Ser
Val
Pro

230
Ser

Ser
Arg
615
Ala
Arg
Pro
Phe
Leu
695
Asp
Met

Gln

Glu
Leu
Glu
Gln
55

Val
Cys
Ala
Val
Asn
135
Gly
Gly
Leu
Ser
Cys
215
Asp

Phe

Leu
600
Gln
Asp
Ser
Thr
Arg
680
Ser
Arg
Glu

Val

Met
Glu
Lys
49

Asn
Ala
Pro
Leu
Lys
120
Gly
Ala

Ser

Ser
200
Ser
Ile

Lys

99

585
Ser

Asn
Ser
Gly
Gly
665
Lys
Trp
Gly

Ala

Ala
745

Lys
Leu
25

Asp
Gly
Ala
Glu
His
105
Ile
Asn
Lys
Ile
Ser
185
Pro
Leu

Lys

Val

Ser
Ser
Arg
Asp
650
Lys
Ser
Val
Thr
Thr

730
Pro

Ser
10

Ala
Ser
Ser
Thr
Ala
g0

Cys
Leu
Arg
Ala
Gly
170
Pro
Pro
Ser

Asn

Arg

Leu
Asn
Ala
635
Leu
Val
Ala
Gln
Met
715

Asp

Leu

Leu
Ser
Ser
Lys
Tyx
75

Asp
Ala
Leu
Pro
Val
155
Glu
Gly
Ser
Glu
Ser

235
Pro

Gly
Gly
620
Val
Gly
Asn
Ser
Lys
700
Gly

Leu

Thr

Thr
Asn
Ser
Gln
60

Gly
Val
Ala
Ser
Ile
140
Leu
Phe
His
Pro
Lys
220
Ile

Cys

Preoc
605
Ser
Ala
Gly
Trp
Phe
685
Leu
Arg
Gly

Leu

Val
Asn
Ile
45

Phe
Ser
Asn
Ser
Ala
125
Asp
Glu
Ser
Ser
Val
205
Lys
Tyr

Ser

580
Leu

Pro
Phe
Ala
Gly
670
Gly
Phe

Ser

Gly

Asn
Asp
30

Asn
Val
Ile
FPhe
Gly
110
Gly
Val
Glu
Val
Ser
190
Val
Glu
Ala

Arg

Ser
Leu
Ser
Thr
655
Ile
Ile
Lys
Met

Trp
135

Thr
15

Ile
Glu
Leu
Asp
Ala
95

Gly
Ala
Ile
Leu
Pro
175
Asn
Ala
Tyr

Thr

Ala

Ser
Ser
Gln
640
Thr
Arg
Arg
Glu
Asp

720
Ile

Glu
Glu
Val
Glu
Val
80

Cys
Ser
Asp
Ala
Leu
160
Val
Gly
Lys
Pro
Asp

240
Tyr
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245 250 . 255
Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala
260 2653 270
Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro
275 280 285
Asp Phe Arg Lys Gly Ala Cys Arg Arg Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala
290 295 300
His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg
305 310 315 320
Leu Cys Lys Asp Gly Thr Ser Cys Asn Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala
325 330 335
His Thr Ala Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Val Ser Thr Gly Ser Ala
340 345 350
Val Pro Ser Pro Arg Ser Ser Ala Ser Ala Pro Asn Val Met Asp Met
355 360 365
Ala Ala Ala Met Ser Leu Leu Pro Gly Ser Pro Ser Ser Val Ser Ser
370 375 380
Met Ser Pro Ser His Phe Gly Gln Pro Met Ser Pro Ser Ala Asn Gly
385 330 395 4G0
Met Ser Leu Ser Ser Ala Trp Ala Gln Pro Asn Val Ser Ala Leu His
405 410 415
Leu Pro Gly Ser Asn Leu Gln Ser Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Ser
420 425 430
Ala Arg Asp Met Pro Pro Asp Asp Leu Asn Met Met Ser Asp Leu Asp
435 440 445
Gly Gln Gln Gln His Pro Leu Asn Asp Leu Ser Cys Tyr Leu Gln Pro
450 455 460
Arg Pro Gly Ala Gly Ser Val Ser Arg Ser Gly Arg Ser Lys Ile Leu
465 470 475 480
Thr Pro Ser Asn Leu Glu Asp Leu Phe Ser Ala Giu Ile Ser Ser Ser
485 4390 495
Pro Arg Tyr Ser Asp Pro Ala Ala Gly Ser Val Phe Ser Pro Thr His
500 305 510
Lys Ser Ala Val Leu Asn Gln Phe Gln Gln Leu Gln Ser Met Leu 3er
515 520 525
Pro Ile Asn Thr Asn Leu Leu Ser Pro Lys Asn Val Glu His Pro Leu
530 535 540
Leu Gln Ala Ser Phe Gly Val Ser Pro Ser Gly Arg Met Ser Pro Arg
545 550 555 560
Ser Val Glu Pro Ile Ser Pro Met Ser Ser Arg Ile Ser Ala Phe Ala
565 570 575
Gln Arg Glu Lys Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Leu Arg Ser Leu Ser
580 585 590
Ser Arg Asp Leu Gly Ala Asn Ser Pro Ala Ser Leu Val Gly Ser Pro
595 600 605 '
Ala Asn Pro Trp Ser Lys Trp Gly Ser Pro Asn Gly Lys Ala Asp Trp
610 615 620
Ser Val Asn Gly Asp Thr Leu Gly Arg Gln Met Arg Arg Ser Ser Ser
625 630 635 640
Phe Glu Leu Lys Asn Asn Gly Glu Glu Pro Asp Leu Ser Trp Val Gln
645 650 655
Ser Leu Val Lys Glu Ser Pro Pro Glu Met Ile Lys Glu Lys Phe Ala
660 €65 670
Ser Pro Met Pro Thr Ala Ser Ala Asp Gly Pro Asn Ser Asn Ser Gln
675 680 685
Ile Glu Ser Ile Asp His Ser Val Leu Gly Ala Trp Leu Glu Gln Met
690 695 700
Gln Leu Asp Gin Leu Val Val
705 710
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<210> 45

<211> 643

<212> PRT

<213> Glycine max

<400> 45

Arg Gly Ser Gly Phe Pro Gly Arg Pro Thr Arg Pro Arg Ser Gly Arg
1 5 10 15
Thr Arg Gly Arg Thr Arg Gly Val Asn Phe Ala Cys Gly Ala Asn Lys

Thr Thr Ala Leu His Cys Ala Ala Ser Gly Ala Ser Thr Lys Ala Val
35 49 45
Asp Ala Val Lys Leu Leu Leu Ser Ala Gly Ala Asp Val Asn Cys Val
50 55 60
Asp Ala Asn Gly Asn Arg Pro Ile Asp Val Ile Ala Val Pro Pro Lys
65 70 75 80
Leu Gln Gly Ala Lys Ala Val Leu Glu Glu Leu Leu Ser Asp Asn Ala
85 90 95
Ser Asp Val Ser Val Gly Glu Phe Ser Val Pro Val Ser Val Asn Ser
100 105 110
Ser Ser Pro Gly Ser Pro Ala His Ser Ser Asn Gly Met Pro Tyr Thr
115 120 125
Pro Ser Val Ser Pro Pro Ser Pro Val Ala Ala Lys Phe Thr Asp Ala
130 135 140
Ala Ile Cys Ser Leu Ser Glu Lys Ala Arg Glu Tyr Pro Ile Asp Pro
145 150 155 160
Ser Leu Pro Asp Ile Lys Asn Ser Ile Tyr Ala Thr Asp Glu Phe Arg
165 170 175
Met Phe Ser Phe Lys Val Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp
180 185 190
Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg
195 200 205
Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe Arg
210 215 220
Lys Gly Ala Cys Arg Arg Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly Val
225 230 235 240
Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys
245 250 255
Asp Gly Thr Ser Cys Asn Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Thr Ala
260 265 270
Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Val Ser Thr Gly Ser Ala Ala Pro 3Ser
275 280 285
Pro Arg Ser Ser Ala Ser Gly Pro Asn Val Met Asp Met Ala Ala Ala
290 295 300
Met Ser Leu Phe Pro Gly Ser Pro Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ser Leu
305 310 315 320
Ser Ile Ser Phe Ser Leu Asp Pro Met Ser Pro Ser Ala Asn Gly Met
325 330 335
Pro Leu Ser Ser Ala Trp Ala Gln Pro Asn Val Pro Ala Leu His Leu
340 345 350
Pro Gly Ser Asn Leu Gln Ser Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Ser Ala
355 360 365
Arg Asp Ile Pro Pro Glu Asp Leu Asn Met Met Ser Asp Leu Asp Gly
370 375 380
Gln Gln Gln His His Leu Asn Asp Leu Ser Cys Tyr Ile Gln Pro Arg
385 350 395 400
Pro Gly Ala Ser Ser Val Ser Arg Ser Gly Arg Ser Lys Thr Leu Thr
405 410 415
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Pro Ser
Arg Tyr

Ser Ala
450

Ile Asn

465

Gln ala

Val Glu
Arg Glu

Gly Ala
530

Ser Lys

545

Asp Ser

Asn Asn
Glu Ser

Thr Ala
610

Asp His

625

Leu Val

<210> 46
<211> 669
<212> PRT

Asn
Ser
435
Val
Thr
Ser
Pro
Lys
515
Asn
Trp
Leu
Gly
Prec
595
Ser

Ser

Val

<213> Glycine max

<400> 46

Ser His
1
Ser Leu

Arg Leu

Tyr Gly
50

Pro Leu

65

Ile Leu

Lys Ser
Val Asp

Val Asp
130

Lys Leu

145

Asp Trp

Glu
Leu
Ile
35

Arg
Met
Ser
Thr
Ala
115
Ala
Asp

Ser

Leu
420
Asp
Leu
Asn
Phe
Ile
500
Gln
Ser
Gly
Gly
Glu
58¢
Pro

Ala

Val

Met
Leu
20

Glu
His
Val
Leu
Ala
100
Val
Asn

Tyr

Leu

Glu
Pro
Asn
Leu
Gly
485
Ser
Gln
Pro
Ser
Arg
565
Glu
Glu

Asp

Leu

Asn
Glu
Cys
Lys
Ala
Ser
85

Leu
Lys
Gly

Val

Leu
165

ES 2451669 T3

Glu
Ala
Gln
Leu
470
Val
Pro
Gln
Ala
Pro
550
Gln
Pro
Met

Gly

Gly
630

His
Leu
Glu
Glu
Ala
70

Glu
His
Leu
Arg
Lys

150
Arg

Leu
Ala
Phe
455
Ser
Ser
Met
Gln
Ser
535
Ile
Met
Asp
Ile
Pro

615
Ala

Leu
Ala
Pro
Ser
55

Thr
Ala
Cys
Leu
Arg
135
Lys

val

Phe
Gly
440
Gln
Pro
Pro
Ser
Leu
520
Leu
Gly
Arg
Leu
Lys
600

Asn

Trp

Ser
Ala
Ser
49

Lys
Tyr
Asp
Ala
Leu
120
Pro

Ser

Met

102

Ser
425
Ser
Gln
Lys
Ser
Ala
505
Arg
Val
Lys
Arg
Ser
585
Glu

Ser

Leu

Leu
Asn
25

Ser
Lys
Gly
Val
Ala
105
Glu
Gly

Leu

Arg

Ala
Val
Leu
Asn
Gly
490
Arg
Ser
Gly
Ala
Ser
570
Trp
Lys

Asn

Glu

Asp
10

Asn
Ile
Met
Ser
Asn
30

Ser
Ala
Asp
Glu

Ser
170

Glu
Phe
Gln
Val
475
Arg
Leu
Val
Ser
Asp
555
Ser
Val
Phe

Ser

Gln
635

Thr
Asp
Asp
Val
Ile
75

Arg
Gly
Gly
Val
Glu

155
Thr

Ile
Ser
Ser
460
Glu
Met
Ser
Ser
Pro
540
Trp
Ser
Gln
Ala
Gin

620
Met

Glu
Val
Glu
Asn
60

Asp
Ser
Gly
Ala
Ile
140

Leu

Cys

Ser
Pro
445
Met
His
Ser
Ala
Ser
525
Ala
Ser
Phe
Ser
Ser
605
Ile

Gln

Asp
Ser
Val
45

Glu
Val
Ser
Ser
Asp
125
Val

Leu

Asn

Leu
430
Thr
Leu
Pro
Pro
Phe
510
Arg
Asn
Val
Glu
Leu
590
Pro

Giu

Leu

Ser
Gly
Gly
Gln
Met
Gly
Glu
110
Arg
Ser
Gly

Gly

Ser
His
Ser
Leu
Arg
495
Ala
Asp
Pro
Asn
Arg
575
Val
Met

Ser

Asp

Leu
15

Phe
Leu
Arg
Thr
Leu
95

Asn
Asn
Pro

Ser

Cys
175

Pro
Lys
Pro
Phe
480
Ser
Gln
Leu
Trp
Gly
560
Lys
Lys
Pro

Ile

Gln
64Q

Ala
Lys
Trp
Thr
Leu
80

Asp
Ala
Ser
Pro
Asp

160
Ser



ES 2451669 T3

Ala Glu Asp Leu Lys Met Lys Thr Asn Glu Val Ser Glu Lys Lys Glu
180 185 190
Tyr Pro Val Asp Leu Ser Leu Pro Asp Ile Lys Asn Ser Ile Tyr Ser
195 200 205
Ser Asp Glu Phe Arg Met Tyr Ser Phe Lys Val Arg Prc Cys Ser Arg
210 215 220
Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Gilu
225 230 235 240
Asn Ala Arg Arg Arg Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Ser Cys Val Pre
245 250 255
Cys Pro Glu Phe Aryg Lys Gly Ala Cys Arg Arg Gly Asp Met Cys Glu
260 265 270
Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg
275 280 285
Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Thr Asn Cys Ala Arg Arg Val Cys Phe
290 295 300
Phe Ala His Thr Asn Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Val Ser Thr Gly
305 310 315 320
Ser Ala Val Pro Ser Pro Arg Ser Ser Ala Ser Ser Ala Met Asp Phe
325 330 335
Val Ala Ala Ile Ser Pro Ser Ser Met Ser Val Met Ser Pro Ser Pro
340 345 350
Phe Thr Pro Pro Met Ser Pro Ser Ser Ala Ser Ile Ala Trp Pro Gln
355 360 365
Pro Asn Ile Pro Ala Leu His Leu Pro Gly Ser Asn Phe His Ser Ser
370 375 380
Arg Leu Arg Ser Ser Leu Asn Ala Arg Asp Phe Ser Val Asp Asp Phe
385 390 395 400
Asp Leu Leu Leu Pro Asp Tyr Asp His His His His Gln Gln Gln Gln
405 410 415
Gln Gln Phe Leu Asn Glu Leu Ser Cys Leu Ser Pro His Ala Met Asn
420 425 430
Cys Asn Thr Met Asn Arg Ser Gly Arg Met Lys Pro Leu Thr Pro Ser
435 440 445
Asn Leu Asp Asp Leu Phe Ser Ala Glu Ser Ser Ser Pro Arg Tyr Ala
450 455 460
Asp Pro Ala Leu Ala Ser Ala Val Phe Ser Pro Thr His Lys Ser RAla
465 470 475 480
Val Phe Asn Gln Phe Gln His Gln Gln Ser Met Leu Ala Pro Leu Asn
485 490 495
Thr Asn Phe Ala Ser Lys Asn Phe Glu His Pro Leu Leu Gln Ala Ser
500 505 510
Leu Gly Met Ser Pro Arg Asn Val Glu Pro Ile Ser Pro Met Gly Ser
515 520 525
Arg Ile Ser Met Leu Ala Gln Arg Glu Lys Gln Gln Phe Arg Ser Leu
530 535 540
Ser Phe Arg Glu Leu Gly Ser Asn Ser Ala Ala Ala Ser Ala Asp Ser
545 550 555 560
Trp Ser Lys Trp Gly Ser Pro Asn Val Lys Leu Asp Trp Pro Val Gly
565 570 575
Ala Gly Glu Val Gly Lys Leu Arg Arg Ser Ser Ser Phe Glu Leu Gly
580 585 590
Asn Asn Gly Glu Glu Pro Asp Leu Ser Trp Val Gln Ser Leu Val Lys
595 600 605
Glu Ser Pro Ala Glu Val Lys Asp Lys Leu Ala Thr Thr Val Ser Tyr
610 615 620
Val Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ser Ser Ser Glu Gly Ser Asn Ile Ser
625 630 635 640
Thr Gla Met Glu Ser Val Val Asp His Ala Val Leu Gly Ala Trp Leu

103
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<210> 47
<211> 580

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 47
Met
1
Glu
Phe
Lys
Gly
65
Ala
Lys
His
Val
Asn
145
Pro
Gly
Tyr
Ser
Ala
225
Asn
Cys
Tyr
Thr
Phe
305
Ser
Leu
Pro

Gln

Gly

Cys
Ile
Ala
Gly
50

Ser
Met
Ser
Cys
Leu
130
Gln
Arg
Leu
Pro
Asp
210
Tyr
Ala
Pro
Ala
Arg
290
Ala
Ala
Ser
Met
Asn

370
Ser

Ser
Glu
Ala
35

Leu
Lys
Tyr
Asp
Ala
115
Leu
Pro
Arg
Ile
Ala

185
Glu

Ser

Arg
Glu
His
275
Leu
His
Vail
Pro
Ala
355
Arg

Arg

Gly
Ser
20

Cys
Asp
Lys
Gly
Val
100
Val
Asp
Leu
Lys
Asp
180
Asp
Phe
His
Arg
Phe
260
Gly
Cys
Lys
Ala
Leu
340
Asn

Val

Leu

ES 2451669 T3

645
Glu Gln Met Gln Leu Asp His Leu Val Ala Gln Gln Asn
660

Pro
Arg
Asp
Leu
Met
Ser
85

Asn
Ala
Ala
Asp
Ala
165
Glu
Ala
Arg
Asp
Arg
245
Arg
Val
Lys
Arg
Gln
325
Ala
Gly

Asn

Lys

Lys
Gln
Asp
Asp
Gly
70

Ile
Arg
Gly
Ser
Val
150
Val
Ala
Ser
Met
Trp
230
Asp
Lys
Phe
Asp
Glu
310
Ser
Tyr
Val

Thr

Ser

Ser
Lys
Leu
Glu
55

Leu
Lys
Ala
Cys
Ala
135
FPhe
Glu
Val
Leu
Tyr
215
Thr
Pro
Gly
Glu
Glu
295
Glu
Pro
Ser
Pro
Leu

375
Thr

Asn
Glu
Asp
40

Ser
Glu
Val
Cys
Ser
120
Leu
Val
Leu
Glu
Pro
200
Ser
Glu
Arg
Ser
Ser
280
Thr
Met
Phe
Ser
Ser
360
Thr

Leu

104

650

665

Leu
Glu
25

Ser
Gly
Glu
Leu
Gly
195
val
Val
Arg
Leu
Glu
185
Asp
Phe
Cys
Lys
Cys
265
Trp
Gly
Arg
Ser
Gly
345
Ser

Pro

Ser

Cys
10

Glu
Phe
Leu
Arg
Thr
99

Glu
Asn
Asn
vVal
Leu
170
Glu
Ile
Lys
Ala
Tyr
250
Pro
Leu
Cys
Pro
Ser
330
Val
Pro

Pro

Ala

Ser
Thr
Lys
Trp
Thr
75

Phe
Glu
Met
Ser
Ser
155
Arg
Ile
Asn
Val
Phe
235
Pro
Lys
His
Ala
Val
315
Leu
Ser
Arg
Ala

Arg

Ser
Met
Arg
Tyr
60

Pro
Ile
Arg
Ile
Val
140
Arg
Gly
Lys
Glu
Lys
220
Val
Tyr
Gly
Pro
Arg
3060
Asn
Glu
Thr
Asn
Leu

380
Asp

Arg
Leu
Glu
45

Cys
Leu
Val
Val
Glu
125
Asp
Phe
Gly
Ile
Gly
205
Pro
His
Thr
Asp
Ala
285
Lys
Ala
Met
Fro
Gly
365
Gln

Ile

Thr
Leu
30

Val
Arg
Met
Ser
Thr
110
Val
Ala
Val
Gly
Val
190
vVal
Cys
Pro
Cys
Ser
270
Gln
Val
Ser
Met
Pro
350
Gly

Leu

Asp

655

Leu
15

Leu
Glu
Arg
Val
Thr
95

Pro
Ile
Asn
Ala
Val
175
Ser
Tyx
Ser
Gly
Val
255
Cys
Tyr
Cys
Thr
Pro
335
Val
Ser

Asn

Met

Thr
Glu
Glu
Val
Ala
80

Gly
Leu
Asn
Gly
Ser
1860
Gly
Lys
Gly
Arg
Glu
240
Pro
Glu
Lys
Phe
Gly
320
Gly
Ser
Trp
Gly

Glu
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385
Met

Thr
Gln
Ser
Lys
465
Ala
Asn
Arg
Ala
Val
545

Arg
Gln
<210> 48

<211>719
<212> PRT

Glu
Phe
Asn
Gln
450
Ala
Thr
Gly
Arg
Arg
530
Lys

Val

Thr

Met
Gly
Met
435
His
Arg
Gln
Lys
Ser
515
Asp
Asp
Arg

Val

Glu
Ser
420
Asn
Gly
Serx
Ala
Leu
500
Val
Tyr
Ser

Ile

Val
580

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 48
Met
1
Ser
Asp
Leu
Glu
65
Gln
Val
Leu
Ala
Val
145
Glu
Gly
Thr

Ser

Cys
Leu
Met
Glu
50

Arg
Lys
Ala
Thr
Leu
130
Lys
Gly
Val

Ala

Ser

Cys
Pro
Asn
35

Leu
Asp
Gly
Ala
Asp
1i5
His
Leu
Gln
Lys
Glu

195
Pro

Gly
Ile
20

His
Ala
Pro
Ser
Thr
100
Ala
Cys
Leu
Arg
Leu
180
Arg

Cys

Leu
405
Tyr
Gln
FPhe
Thr
Ala
485
Glu
Ser
Arg
Thr

Met
565

Ser
Ser
Ile
Ala
Ser
Lys
85

Tyr
Asp
Ala
Leu
Ala
165
Met

Asn

His

ES 2451669 T3

390
Arg

Val
His
Glu
Ala
470
Pro
Trp
Phe
Asp
Val

550
Ser

Asp
Phe
Thrx
Asn
Cys
70

Ala
Gly
Val
Ala
Ala
150
Gly
Leu

Leu

Ser

Leu
Ser
Tyxr
Ser
455
Phe
Gln
Gly
Gly
Glu
535
Val

Trp

Arg
Glu
Val
Asn
55

Val
Met
Ser
Asn
Ser
135
Ala
Asp
Gln

Arg

Pro

Arg
Ser
Pro
440
Ser
Ala
Ser
Met
Ile
520
Pro

Ser

Ala

Leu
Glu
Glu
40

Asp
Asp
Val
Ile
Arg
120
Gly
Gly
Val
Glu
val

200
Thr

105

Pro
425
Ser
Ala
Lys
Asn
Lys
505
His
Asp
Glu

Glu

Asn
Asp
25

Thr
Val
Glu
Asn
Asp
105
Ala
Gly
Ala
Ile
Leu
185
Val

Gly

Phe
410
Ser
Ser
Ala
Arg
Leu
490
Gly
Gly
Val

Arg

Gln
570

Gln
10

Asn
Glu
Glu
Ala
Asp
90

Val
Cys
Ala
Asp
Val
170
Leu

Thr

Glu

395
Gly

Arg
Pro
Ala
Ser
475
Ser
Glu
Aszn
Ser
Ser

855
Met

Ile
Asn
Asp
Gly
Gly
75

Tyr
Ile
Gly
Val
Leu
155
Val
Ser

Asn

Asn

Asn
Asn
Val
Ala
460
Leu
Asp
Glu
Asn
Trp
540
Phe

Tyr

Val
Leu
Thr
Val
60

Leu
Arg
Lys
Asn
Asn
149
Asn
Pro
Ala

Val

Gly

Asn
Ser
Arg
445
Val
Ser
Trp
Leu
Asn
525
Val
Gly

Arg

Ser
Val
Phe
45

Arg
Trp
Thr
Leu
Asp
125
Ala
Leu
Pro
Asp
Pro

205
Gly

Val
Gln
430
Gln
Ala
Phe
Gly
Asn
510
Asn
Asn

Met

Glu

Ser
Thr
30

Ala
Leu
Tyr
Pro
Ile
110
Gln
Ile
Leu
Lys
Gly
190

Asn

Serxr

Glu
415
Met
Pro
Val
Lys
Ser
495
Lys
Asn
Ser

Asn

Lys
575

Arg
15

Asn
Ser
Ser
Gly
Leu
95

Val
Thr
Gln
Asp
Leu
175
Ser

Arg

Gly

400
Glu

Gly
Pro
Met
Pro
480
Pro
Met
Ala
Leu
Glu

560
Glu

Ser
Thr
Leu
Ile
Arg
Met
Ser
Thr
Val
Ala
160
Glu
Ser

Ser

Ser



Gly
225
Lys
Tyr
Ser
Gly
Val
305
Cys
Tyr
Cys
Thr
Ala
385
Pro
Ala
Leu
Thr
Asn
465
Pro
Pro
His
Gln
Lys
545
Arg
Leu
Gln
Asn
Ser
625
Glu

Pro

Ala

210
Ser

Glu
Ala
Axg
Glu
290
Pro
Glu
Arg
Phe
Gly
370
Leu
Leu
Trp
Gln
Asp
450
Glu
Pro
Arg
Lys
Gln
530
Ser
Asn
Ala
Gin
Ser
610
Lys
Ala
Asp

Lys

Pro
Tyr
Thr
Ala
275
Asn
Cys
Tyr
Thr
Phe
355
Ser
Ser
Ser
Fro
Ser
435
Glu
Tyr
Ser
Phe
Ser
515
Gln
Val
Val
Gln
Gin
595
Ser
Trp
Leu

Val

Glu
675

Leu
Pro
Asp
260
Tyr
Ala
Pro
Ala
Arg
340
Ala
Ala
Leu
Pro
Gln
420
Ser

Phe

Ser

Asn.

Thr
500
Ala
Ser
Asp
Val
Cys
580
His
Pro
Gly
Gly
Ser

660
Lys

Gly
Val
245
Glu
Ser
Arg
Asp
His
325
Leu
His
Val
Leu
Ser
405
Pro
Arg
Asn
Asn
Leu
485
Asp
Val
Met
His
Glu
565
vVal
Gln
Ile
Ser
Lys
645
Trp

Ala

ES 2451669 T3

Ser
230
Asp
Phe
His
Arg
Phe
310
Gly
Cys
Thr
Pro
Pro
390
Ala
Asn
Leu
Met
Ala
470
Glu
Ser
Phe
Leu
Ser
550
Pro
Lys
Phe
Val
Ser
62340
Leu

Val

Ala

215
Pro

Pro
Arg
Asp
Arg
295
Arg
Val
Lys
Pre
Ser
375
Gly
Ala
Val
Arg
Leu
455
Leu
Asp
Ala
Asn
Ser
535
Leu
Ile
Gin
Arg
Gly
615
Asn
Arg
Gln

Thr

FPhe
Ser
Met
Trp
280
Asp
Lys
Fhe
Asp
Glu
360
Pro
Ser
Gly
Pro
Ser
440
Ala
Ser
Leu
Leu
Gln
520
Pro
Phe
Ser
Gln
Ser
600
Ser
Gly
Ser

Ser

Ser
680

106

Lys
Leu
Tyr
265
Thr
Pro
Gly
Glu
Gly
345
Glu
Arg
Pro
Asn
Ala
425
Ser
Asp
Arg
FPhe
Ala
505
Phe
Ile
Ser
Pro
Gln
585
Leu
Pro
Gln
Ser
Leu

665
Ser

Leu
Pro
250
Ser
Glu
Arg
Ala
Cys
330
Thr
Leu
Ser
Ser
Gly
410
Leu
Leu
Tyr
Ser
Ser
490
Ser
Gln
Asn
Gly
Met
570
Gln
Ser
Val
Pro
Ser
650
Val

Ser

Lys
235
Asp
Phe
Cys
Lys
Cys
315
Trp
Gly
Arg
Asn
Gly
385
Met
His
Asn
Glu
Gly
475
Ala
Ala
Gln
Thr
Gly
555
Ser
Gln
Ser
Asn
Asp
635
Ser

Lys

Gly

220
Ser

Ile
Lys
Pro
Phe
300
Arg
Leu
Cys
Pro
Ala
380
Val
Ser
Leu
Ala
Gln
460
Arg
Glu
Val
Gln
Ser
540
Gly
Ala
Gln
Arg
Asn
620
Trp
Phe
Glu

Glu

Thr
Lys
Val
Phe
285
His
Arg
His
Ala
Leu
365
Asp
Ser
His
Pro
Arg
445
Gln

Met

Phe
Gln
525
Phe
Arg
Arg
Gln
Glu
605
Asn
Gly
Asp
Thr

His
685

Glu
Asn
Arg
270
Val
Tyr
Gly
Pro
Arg
350
Tyr
Tyr
Val
Ser
Gly
430
Asp
Gln
Lys
Ser
Ser
510
Gin
Ser
Met
Val
Gln
590
Leu
Thr
Met
Gly
Pro

670
Val

Phe
Ser
255
Pro
His
Ser
Asp
Ala
335
Arg
Ala
Ala
Met{
Asn
415
Ser
Ile
Leu
Ser
Ser
495
Pro
Gln
Ser
Ser
Ser
575
Gln
Arg
Trp
Ser
Asp
655
Ala

Met

Lys
240
Ile
Cys
Pro
Cys
Met
320
Gln
Val
Ser
Ala
Ser
400
Met
Asn
Pro
Leu
Met
480
Ser
Thr
Gln
Pro
Pro
560
Met
Gln
Thr
Ser
Ser
640
Glu
Glu

Lys
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Gln Pro Asn Pro Val Glu Pro Val Met Asp His Ala Gly Leu Glu Ala

690

695

700

Trp Ile Glu Gln Met Gln Leu Asp Gln Leu Val Ala Glin Gln Asn

705

<210> 49
<211> 686
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 49

Met
1
Glu
Arg
Lys
Ala
65
Thr
Leu
Lys
Gly
Val
145
Ala
Ser
Ser
Glu
Ala
225
Arg
Glu
Pro
Glu
Arg

305
Phe

Gly

Leu

Leu

Asn
Leu
Asp
Gly
50

Ala
Asp
His
Leu
Gin
130
Lys
Glu
Pro
Pro
Tyr
210
Thr
Ala
Asn
Cys
Tyr
290
Thr
Phe
Ser

Ser

Ser
370

His
Ala
Pro
35

Ser
Thr
Ala
Cys
Leu
115
Arg
Leu
Arg
Cys
Leu
185
Pro
Asp
Tyr
Ala
Pro
275
Ala
Arg
Ala
Ala
Leu

355
Pro

Ile
Ala
20

Ser
Lys
Tyr
Asp
Ala
160
Leu
Ala
Met
Asn
His
180
Gly
Val
Glu
Ser
Arg
260
Asp
His
Leu
His
Val
340

Leu

Ser

Thr
Asn
Cys
Ala
Gly
Val
85

Ala
Ala
Gly
Leu
Leu
165
Ser
Ser
Asp
Phe
His
245
Arg
Phe
Gly
Cys
Thr
325
Pro

Pro

Ala

710

Val
Asn
val
Met
Ser
70

Asn
Ser
Ala
Asp
Gln
150
Arg
Pro
Pro
Pro
Arg
230
Asp
Arg
Arg
Val
Lys
310
Pro
Ser

Gly

Ala

Glu
Asp
Asp
Val
55

Ile
Arg
Gly
Gly
Val
135
Glu
Val
Thr
Phe
Ser
215
Met
Trp
Asp
Lys
Phe
295
Asp
Glu
Pro

Ser

Gly
375

Thr
Val
Glu
40

Asn
Asp
Ala
Gly
Ala
120
Ile
Leu
Val
Gly
Lys
200
Leu
Tyr
Thr
Pro
Gly
280
Glu
Gly
Glu
Arg
Pro

360
Asn

107

Glu
Glu
25

Ala
Asp
Val
Cys
Ala
105
Asp
Val
Leu
Thr
Glu
185
Leu
Pro
Ser
Glu
Arg
265
Ala
Cys
Thr
Leu
Ser
345

Ser

Gly

Asp
Gly
Gly
Tyr
Ile
Gly
30

Val
Leu
Val
Ser
Asn
170
Asn
Lys
Asp
Phe
Cys
250
Lys
Cys
Trp
Gly
Arg
330
Asn

Gly

Met

715

Thr
Val
Leu
Arg
Lys
15

Asn
Asn
Asn
Pro
Ala
155
Val
Gly
Ser
Ile
Lys
235
Pro
Phe
Arg
Leu
Cys
315
Pro
Ala

val

Ser

Phe
Arg
Trp
Thr
60

Leu
Asp
Ala
Leu
Pro
140
Asp
Pro
Gly
Thr
Lys
220
Val
Phe
His
Arg
His
300
Ala
Leu
Asp

Ser

His
380

Ala
Leu
Tyr
45

Pro
Ile
Gln
Ile
Leu
125
Lys
Gly
Asn
Ser
Glu
205
Asn
Arg
val
Tyr
Gly
285
Pro
Arg
Tyr
Tyr
Val

365
Ser

Ser
Ser
30

Gly
Leu
Val
Thr
Gln
110
Asp
Leu
Sex
Arg
Gly
180
Phe
Ser
Pro
His
Ser
270
Asp
Ala
Arg
Ala
Ala
350
Met

Asn

Leu
15

Iie
Arg
Met
Ser
Thr
95

vVal
Ala
Glu
Ser
Ser
175
Ser
Lys
ile
Cys
Pro
255
Cys
Met
Gln
Val
Ser
335
Ala

Ser

Met

Leu
Glu
Gln
Val
Leu
80

Ala
Val
Glu
Gly
Thr
160
Ser
Gly
Lys
Tyr
Ser
240
Gly
Val
Cys
Tyr
Cys
320
Thr
Ala

Fro

Ala



ES 2451669 T3

Trp Pro Gln Pro Asn Val Pro Ala Leu His Leu Pro Gly Ser Asn Leu
385 390 395 400
Gln Ser Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Asn Ala Arg Asp Ile Pro Thr
405 410 415
Asp Glu Phe Asn Met Leu Ala Asp Tyr Glu Gln Gln Gln Leu Leu Asn
420 425 430
Glu Tyr Ser Asn Ala Leu Ser Arg Ser Gly Arg Met Lys Ser Met Pro
435 440 445
Pro Ser Asn Leu Glu Agp Leu Phe Ser Ala Glu Gly Ser Ser Ser Pro
450 455 460
Arg Phe Thr Asp Ser Ala Leu Ala Ser Ala Val Phe Ser Pro Thr His
465 470 475 480
Lys Ser Ala Val Phe Asn Gln Phe Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln
485 490 495
Gln Gln Ser Met Leu Ser Pro Ile Asn Thr Ser Phe Ser Ser Pro Lys
500 505 510
Ser Val Asp His Ser Leu Phe Ser Gly Gly Gly Arg Met Ser Pro Arg
515 520 525
Asn Val Val Glu Pro Ile Ser Pro Met Ser Ala Arg Val Ser Met Leu
530 535 540
Ala Gln Cys Val Lys Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln
545 550 555 560
Gln Gln His Gln Phe Arg Ser Leu Ser Ser Arg Glu Leu Arg Thr Asn
565 570 575
Ser Ser Pro Ile Val Gly Ser Pro Val Asn Asn Asn Thr Trp Ser Ser
580 585 590
Lys Trp Gly Ser Ser Asn Gly Gln Pro Asp Trp Gly Met Ser Ser Glu
595 600 205
Ala Leu Gly Lys Leu Arg Ser Ser Ser Ser Phe Asp Gly Asp Glu Pro
610 615 620
Asp Val Ser Trp Val Gln Ser Leu Val Lys Glu Thr Pro Ala Glu Ala
625 630 635 640
Lys Glu Lys Ala Ala Thr Ser Ser Ser Gly Glu His Val Met Lys Gln
645 650 655
Pro Asn Pro Val Glu Pro Val Met Asp His Ala Gly Leu Glu Ala Trp
660 665 670
Ile Glu Gla Met Gln Leu Asp Gln Leu Val Ala Gln Gln Asn
675 680 685

<210> 50

<211> 633

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 50

108
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Met Val Asn Asp Tyr Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ala Thr Tyr Gly

Ser Ile Asp Val Ile Lys lLeu Ile Val Ser Leu Thr Asp Ala Asp Val
20 25 30

Asn Arg Ala Cys Gly Asn Asp Gln Thr Thr Ala Leu His Cys Ala 2la

35 40 45
Ser Gly Gly Ala Val Asn Ala Ile Gln Val Val Lys Leu Leu Leu Ala
50 55 60

Ala Gly Ala Asp Leu Asn Leu Leu Asp Ala Glu Gly Gln Arg Ala Gly

€5 70 75 80

Asp Val Ile Val Val Pro Pro Lys Leu Glu Gly Val Lys Leu Met Leu

85 90 95

Gln Glu Leu Leu Ser Ala Asp Gly Ser Ser Thr Ala Glu Arg Asn Leu

100 165 110

109
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Arg Val Val Thr Asn Val Pro Asn Arg Ser Ser Ser Pro Cys His Ser
115 120 125
Pre Thr Gly Glu Asn Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Pro Leu Gly Ser
130 135 1490
Pro Phe Lys Leu Lys Ser Thr Glu Phe Lys Lys Glu Tyr Prg Val Asp
145 150 155 160
Pro Ser Leu Pro Asp Ile Lys Asn Ser Ile Tyr Ala Thr Asp Glu Phe
165 170 175
BARxrg Met Tyr Ser Phe Lys Val Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His
180 185 190
Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Val His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg
195 200 205
Arg Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Ser Cys Val Pro Cys Pro Asp Phe
210 215 220
Arg Lys Gly Rla Cys Arg Arg Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly
225 230 235 249
Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys
245 250 255
Lys Asp Gly Thr Gly Cys Ala Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Thr
260 265 270
Pro Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Ala Ser Thr Gly Ser Ala Val Fro
275 280 285
Ser Pro Arg Ser Asn Ala Asp Tyr Ala Ala Ala Leu Ser Leu Leu Pro
S 290 295 300
Gly Ser Pro Ser Gly Val Ser Val Met Ser Pro Leu Ser Pro Ser Ala
305 310 315 320
Ala Gly Asn Gly Met Ser His Ser Asn Met Ala Trp Pro Gln Pro Asn
325 330 335
Val Pro Ala Leu His Leu Pro Gly Ser Asn Leu Gln Ser Ser Arg Leu
340 345 350
Arg Ser Ser Leu Asn Ala Arg Asp Ile Pro Thr Asp Glu Phe Asn Met
355 360 365
Leu Ala Asp Tyr Glu Gln Gln Gln Leu Leu Asn Glu Tyr Ser Asn Ala
370 375 380
Leu Ser Arg Ser Gly Arg Met Lys Ser Met Pro Pro Ser Asn Leu Glu
385 390 395 400
Asp Leu Phe Ser Ala Glu Gly Ser Ser Ser Pro Arg Phe Thr Asp Ser
405 410 415
Ala Leu Ala Ser Ala Val Phe Ser Pro Thr His Lys Ser Ala Val Phe
420 425 430
Asn Gln Phe Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Ser Met Leu
435 440 445
Ser Pro Ile Asn Thr Ser Phe Ser Ser Pro Lys Ser Val Asp His Ser
4540 455 460
Leu Phe Ser Gly Gly Gly Arg Met Ser Pro Arg Asn Val Val Glu Pro
465 470 475 480
Ile Ser Pro Met Ser Ala Arg Val Ser Met Leu Ala Gln Cys Val Lys
485 490 495
Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln His Gln Phe
500 505 510
Arg Ser Leu Ser Ser Arg Glu Leu Arg Thr Asn Ser Ser Pro Ile Val
515 520 525
Gly Ser Pro Val Asn Asn Asn Thr Trp Ser Ser Lys Trp Gly Ser Ser
530 535 540
Asn Gly Gln Pro Asp Trp Gly Met Ser Ser Glu Ala Leu Gly Lys Leu
545 550 555 560
Arg Ser JSer Ser Ser Phe Asp Gly Asp Glu Pro Asp Val Ser Trp Val
565 570 575
Gln Ser Leu Val Lys Glu Thr Pro Ala Glu Ala Lys Glu Lys Ala Ala

110
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580 585 590
Thr Ser Ser Ser Gly Glu His Val Met Lys Gln Pro Asn Pro Val Glu
595 600 605
Pro Val Met Asp His Ala Gly Leu Glu Ala Trp Ile Glu Gln Met Gln
610 615 620
Leu Asp Gln Leu Val Ala Gln Gln Asn
625 630
<210> 51
<211>678
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 51

111
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Met Asn Asp Ala Ala Glu Trp Glu His Ser Phe Ser Ala Leu Leu Glu
Phe Ala Ala Asp Asn Asp Val Glu Gly Phe Arg Arg Gln Leu 3er Asp

Val Ser Cys Ile Asn Gln Met Gly Leu Trp Tyr Arg Arg Gln Arg Phe
35 40 45
Val Arg Arg Met Val Leu Glu Gln Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ser
50 35 60
Leu Tyr Gly Ser Leu Asp Val Val Lys Phe Ile Leu Ser Phe Pro Glu
65 70 75 BO
Ala Glu Leu Asn Leu Ser Cys Gly Pro Asp Lys Ser Thr Ala Leu His

Cys Ala Ala Ser Gly Ala Ser Val Asn Ser Leu Asp Val Val Lys Leu
100 105 110
Leu Leu Ser Val Gly Ala Asp Pro Asn Ile Pro Asp Ala His Gly Asn
115 120 125
Arg Pro Val Asp Val Leu Val Val Ser Pro His Ala Pro Gly Leu Arg
130 135 140
Thr Ile Leu Glu Glu Ile Leu Lys Lys Asp Glu Ile Ile Ser Glu Asp
145 150 155 160
Leu His Ala Ser Ser Ser Ser Leu Gly Ser Ser Phe Arg Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Ser Pro Asp Asn Gly Ser Ser Leu Leu Ser Leu Asp Ser Val Ser
180 185 190
Ser Pro Thr Lys Pro His Gly Thr Asp Val Thr Phe Ala Ser Glu Lys
195 200 205
Lys Glu Tyr Pro Ile Asp Pro Ser Leu Pro Asp Ile Lys Ser Gly Ile
210 215 220
Tyr Ser Thr Asp Glu Phe Arg Met Phe Ser Phe Lys Ile Arg Pro Cys
225 230 235 240
Ser Arg Ala Tyr Ser His Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Ala His Pro
245 250 255
Gly Glu Asn Ala Arg Arg Arg Asp Proc Arg Lys Phe His Tyr Thr Cys
260 265 270
Val Pro Cys Pro Asp Phe Lys Lys Gly Ser Cys Lys Gln Gly Asp Met
275 280 285
Cys Glu Tyr Ala His Gly Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln
290 295 300
Tyr Arg Thr Arg Leu Cys Lys Asp Gly Met Gly Cys Asn Arg Arg Val
305 310 315 320
Cys Phe Phe Ala His Ala Asn Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Pro Ser
325 330 335
Thr Gly Ser Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ala Ser Ser Ala Val Ser Ala
340 345 350
Ser Thr Met Asp Met Ala Ser Val Leu Asn Met Leu Pro Gly Ser Pro
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Ser
Gly
385
Ala
Ser
Glu
Phe
Glu
465
Leu
Asn
Asn
Gln
Arg
545
Gly
Leu
Trp
Leu
Met
625
Met
His
Gln
<210> 52

<211> 640
<212> PRT

Ala
370
Ser
Leu
Leu
Phe
Met
450
Glu
Ala
Gln
Leu
Ala
530
Met
Ser
Ser
Ser
Ala
610
Leu
Asn

Asn

Leu

355
Ala

Met
Asn
Asn
Glu
435
Asn
Leu
Val
Leu
Met
515
Ser
Lys
Ser
Pro
Val
595
Asn
Lys
Gly

Ser

His
675

Gln
Pro
Leu
Ala
420
Met
His
Phe
Ser
Gln
50C
Ser
Ser
Gin
Leu
Trp
580
Gln
Asn
Asp
Ala
Asp

660
Leu

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 52

His
His
Pro
405
Arg
Gln
Ser
Ser
Ser
485
Asn
Ser
Pro
Gln
Fro
565
Ser
Ser
Pro
Ser
Arg
645
Thr

Asp

ES 2451669 T3

Ser
Ser
320
Gly
Asp
Arg
Ala
Ala
470
Val
Asn
Pro
Arg
Leu
550
Arg
Ser
Asp
Asn
Ser
630
Pro

Arg

Arg

Phe
375
Ser
Ser
Ile
Gln
Arg
455
Glu
Leu
Lys
Lys
Gly
535
His
Asp
Trp
Glu
Arg
615
Ser

Leu

Glu

360
Thr

Met
Asn
Pro
Leu
440
Pro
Val
Ser
Gln
Asn
520
Gly
Ser
Leu
Asp
Leu
600
Glu
Pro

Thr

Ser

113

Pro
Gly
Ile
Ser
425
Ala
Lys
Ala
Pro
Ser
505
Val
Glu
Arg
Met
Gln
585
Gly
Ala
Arg
Gln

Asp
665

Pro
Trp
Gln
410
Glu
Gly
Thr
Ser
Ser
490
Met
Glu
Pro
Ser
Pro
570
Thr
Arg
Asp
Asn
Gly

6590
ile

Ile
Pro
395
Leu
Gln
Asp
Leu
Pro
475
His
Leu
Gln
Ile
Leu
555
Thr
His
Leu
Val
Gly
635
Gly

Leu

Ser
380
Gln
Ser
Leu
Met
Asn
460
Arg
Lys
Ser
His
Ser
540
Ser
Asp
Gly
Arg
Ser
620
Asn

Ser

Asp

365

Pro Ser Gly

Gln
Arg
Ser
His
445
Pro
Phe
Ser
Pro
Ser
525
Pro
Ser
Ser
Ser
Lys
605
Trp
Arg

Ser

Ala

Asn
Leu
Met
430
Ser
Ser
Ser
Ala
Ile
510
Leu
Met
Arg
Gly
Lys
590
Ser
Ala
Val
Val

Trp
670

Ile
Arg
415
Leu
Pro
Asn
Asp
Leu
495
Lys
Leu
Asn
Asp
Ser
575
Val
His
Gln
Val
Asn

655
Leu

Asn
Pro
400
Ser
His
Arg
Leu
Gln
480
Leu
Thr
Gln
Ala
Phe
560
Pro
Asp
Ser
Gln
Asn
640

Pro

Glu
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Met Gly Leu Trp Tyr Arg Arg Gln Arg Phe Val Arg Arg Met Val Leu

Glu Gln Arg Thr Pro Leu Met Val Ala Ser Leu Tyr Gly Ser Leu Asp
20 25 30
Val Val Lys Phe Ile Leu Ser Phe Pro Glu Ala Glu Leu Asn Leu Ser
35 40 45
Cys Gly Pro Asp Lys Ser Thr Ala Leu His Cys Ala Ala Ser Gly Ala
50C 95 60
Ser Val Asn Ser Leu Asp Val Val Lys Leu Leu Leu Ser Val Gly Ala
65 70 75 80
Asp Pro Asn Ile Pro Asp Ala His Gly Asn Arg Pro Val Asp Val Leu
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85 90 95
Val Val Ser Pro His Ala Pro Gly Leu Arg Thr Ile Leu Glu Glu Ile
100 105 110
Leu Lys Lys Asp Glu Ile Ile Ser Glu Asp Leu His Ala Ser Ser Ser
118 120 125
Ser Leu Gly Ser Ser Phe Arg Ser Leu Ser Ser Ser Pro Asp Asn Gly
130 135 140
Ser Ser Leu Leu Ser Leu Asp Ser Val Ser Ser Pro Thr Lys Pro His
145 150 155 160
Gly Thr Asp Val Thr Phe Ala Ser Glu Lys Lys Glu Tyr Pro Ile Asp
165 170 175
Pro Ser Leu Pro Asp Ile Lys Ser Gly Ile Tyr Ser Thr Asp Glu Phe
180 185 190
Arg Met Phe Ser Phe Lys Ile Arg Pro Cys Ser Arg Ala Tyr Ser His
195 200 205
Asp Trp Thr Glu Cys Pro Phe Ala His Pro Gly Glu Asn Ala Arg Arg
210 215 220
Arg Asp Pro Arg Lys Phe His Tyr Thr Cys Val Preo Cys Pro Asp Phe
225 230 235 240
Lys Lys Gly Ser Cys Lys Gln Gly Asp Met Cys Glu Tyr Ala His Gly
: 245 250 255
Val Phe Glu Cys Trp Leu His Pro Ala Gln Tyr Arg Thr Arg Leu Cys
260 265 270
Lys Asp Gly Met Gly Cys Asn Arg Arg Val Cys Phe Phe Ala His Ala
275 280 285
Asn Glu Glu Leu Arg Pro Leu Tyr Pro Ser Thr Gly Ser Gly Leu Pro
290 295 300
Ser Pro Arg Ala Ser Ser Ala Val Ser Ala Ser Thr Met Asp Met Ala
305 310 315 320
Ser Val Leu Asn Met Leu Pro Gly Ser Pro Ser Ala Ala Gln His Ser
325 330 335 :
Phe Thr Pro Pro Ile Ser Pro Ser Gly Asn Gly Ser Met Pro His Ser
340 345 - 350
Ser Met Gly Trp Pro Gln Gln Asn Ile Pro Ala Leu Asn Leu Pro Gly
355 360 365
Ser Asn Ile Gln Leu Ser Arg Leu Arg Ser Ser Leu Asn Ala Arg Asp
370 375 380
Ile Pro Ser Glu Gln Leu Ser Met Leu His Glu Phe Glu Met Gln Arg
385 390 395 400
Gin Leu Ala Gly Asp Met His Ser Pro Arg Phe Met Asn His Ser Ala
405 410 415
Arg Pro Lys Thr Leu Asn Pro Ser Asn Leu Glu Glu Leu Phe Ser Ala
420 425 430
Glu Val Ala Ser Pro Arg Phe Ser Asp Gln Leu Ala Val Ser Ser Val
435 440 445
Leu Ser Pro Ser His Lys Ser Ala Leu Leu Asn Gln Leu Gln Asn Asn
450 455 460
Lys Gln Ser Met Leu Ser Pro Ile Lys Thr Asn Leu Met Ser Ser Pro
465 470 475 480
Lys Asn Val Glu Gln His Ser Leu Leu Gln Gln Ala Ser Ser Pro Arg
485 490 495
Gly Gly Glu Pro Ile Ser Pro Met Asn Ala Arg Met Lys Gln Gln Leu
500 505 510
His Ser Arg Ser Leu Ser Ser Arg Asp Phe Gly Ser Ser Leu Pro Arg
515 520 525
Asp Leu Met Pro Thr Asp Ser Gly Ser Pro Leu Ser Pro Trp Ser Ser
530 535 540
Trp Asp Gln Thr His Gly Ser Lys Val Asp Trp Ser Val Gln Ser Asp
545 550 555 560
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10

15

Glu Leu

Arg Glu

Ser Pro

Thr
610
Ser

Leu

Glu
625

<210> 53

<211> 2158
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 53

tgctecttet
cticttaaaa
atcaaaaaac
accaaagagc
agaagaaaca
agaggttgaa
cggttctaag
aagcataaaqg
tggtgaagaqg
tgaagtcatc
gaatcaacct
agcggttgag
agaagagatc
aggggtttat
ggcttattct
gagagatccqg
atgccegaaa
cgcgcagtat
ctttgctcat
tcagtctccg
aggagttteg
cggcggatca
tggaagcaga
attgagactc
tccaagtagg
gagacaaccg
Jgaaagcgaga
agcaccacag
gaaaggagaa
caacaataac
agttaaagac
aatgtcgtgg
aaagatggtt
tttgtgactt
tctacgtgat
ttgtaattta

<210> 54
<211> 2193
<212> ADN

Gly

Arg Leu

ES 2451669 T3

Arg Lys

565

Ala

580
Arg
595
Gln

Asp

tcattgcaaa
aacccaccac
attccaactt
aatctetget
atgcttctece
gagaaagggc
aagatgggtc
gttttgactt
agagttactc
aatgtcttgec
ttggatgtgt
ttgttgctga
aagattgtet
ggaagtgatyg
catgattgga
aggaagtatc
ggagattctt
aaaacccgge
aaacgcgaaqg
tttagcagct
actcctcecgyg
tggcagaaca
ttgaagtcca
cgcggttttg
aattctcaaa
ccatctcaac
tcaaccgecct
tcgaatctet
gagctgaata
gcagctagag
agtactgtgg
gctgagcaaa
tcttatatat
tctttagttyg
gaaaagatag
tcaaaccatg

<213> Oryza sativa

<400> 54

Asp Val
Asn Gly Asn
Gly Gly

Ile Leun

Ser Trp

Arg
Ser

615
Ala

Ser

Asp
630

gaaagcagcca
aacacaattc
tcttctcaat
cttcaagaac
tcgaattege
ttgatttgga
ttgaagaaayg
tcatcegttte
cgcttcacty
ttgatgcttc
ttgttcgagt
gaggaggagyg
ctaagtatcc
agtttaggat
ccgagtgtgce
cttacacttg
gcgagtatgce
tttgtaaaga
agatgagacc
tggagatgat
tttctccaat
gagtcaatac
cactgagcgc
gcaacaatgt
tgggtcaaaa
acgggttcga
ttgcgaaacg
cggattggay
agatgagaag
actacaggga
tgtctgagayg
tgtacagaga
attgcttttg
ttactgttat
aagttaattg
aaatggctaa

Ser His

Ser

Leu

570

Ala Gln
585
Val Val
600
Val Asn

Trp Leu

ccttttaaag
ccacttgttt
ttcattccag
cttaacagaa
tgcttgtgat
tgagtcaggg
aacaccttta
cactggaaaa
tgctgttget
tgctttggtit
ttcgaggttit
tgttggagga
agctgatgct
gtatagcttt
ttttgttcat
tgtcececctgt
tcacggggtt
tgaaacgggt
tgttaatgct
gccagggttg
ggctaatggt
ccttacteca
tagagatatc
ggaagagacg
catgaaccaa
atcticageca
tagcttgage
atctcecaaac
aagtgtttcc
cgagccagat
aagctttgga
gaaggagcag
ggccatctet
tagtagtata
cattagtttc
gcaatccaaa
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Gln

Asn

Pro

Glu

Met

Met Asn

Ala Asn
Leu Lys

Gly

Asn Pro
575

Asp Ser

590

Ala Arg

605

Asn
620
Leu

His

Gln
635

aatccteccte
cttcatecate
gatagtatta
atcgaatcaa
gatcttgact
ttatggtatt
atggttgcag
tctgatgtga
ggctgttctg
aactctgttg
gtggctagtc
ttgatcgatg
tctttaccgg
aaggttaagc
ccgggagaaa
cccgagttece
ttegagtegt
tgtgcaagga
tcaactgget
tctecctcteg
gttcecttect
ceggettige
gatatggaga
ttegggtett
cattatccat
gctgcagegg
ttcaaaccag
gggaagctygy
tttggaatcc
gtgtcatggyg
atgaatgaga
actgtggtgt
gcaaatttga
tggtttgttg
tatattcgtt
ccgaaazaaa

Ser

His

Asp Thr

Leu Asp

acactccatt
acctacttca
tgtgcagtgg
gygcaaaagga
cgttcaagag
gcagacgtgt
ctatgtatgg
acagagcttyg
tgaatatgat
atgctaatgg
cgaggaggaa
aggcggttga
atataaacga
catgttctag
atgcgaggag
gtaaaggatc
ggcttcacce
aagtttgttt
ctgccgtggce
cttattcttc
ctccaagaaa
agctcaatgg
tggagatgga
atgtttccte
cttececeeggt
ttgcagtgat
ctactcaage
aatggggaat
atggaaacaa
ttaactcttt
gggttcggat
aaacacacac
ttctttaatt
tcactacgag
tctcatcctc
daaaaaaa

Asn
Ser
Pro
Axrg

Arg
640

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
.2100
2158
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aatccgaaaa gtttctgcac cgttttcacc ccoctaactaa caatataggg aacgtgtget 60
aaatataaaa tgagacctta tatatgtagc gctgataact agaactatgc aagaaaaact 120
catccaccta ctttagtggc aatcgggcta aataaaaaag agtcgctaca ctagtttegt 180
tttecttagt zattaagtygg gaaaatgaaa tcattattge ttagaatata cgttcacatce 240
tctgtcatga agttaaatta ttegaggtag ccataattgt catcaaacte ttettgaata 300
aaaaaatctt tctagetgaa ctcaatgggt aaagagagag atttttttta aaaaaataga 360
atgaagatat tctgaacgta ttggcaaaga tttaaacata taattatata attttatagt 420
ttgtgcattc gtcatatecge acatcattaa ggacatgict tactccatce caatttttat 480
ttagtaatta aagacaattg acttattttt attatttatc ttttttcgat tagatgcaag 540
gtacttacgc acacactttyg tgctcatgtg catgtgtgag tgcaccteet caatacacgt 600
tcaactagea acacatetet aatatcacte gectatttaa tacatttagg tagcaatatc 660
tgaattcaag cactccacca tcaccagacc acttttaata atatctaaaa tacaaaaaat 720
aattttacag aatagcatga aaagtatgaa acgaactatt taggtttttc acatacaaaa 780
aaaaaaagaa ttttgctcgt gegogagcgce caatctoccca tattgggcac acaggcaaca 340
acagagtggc tgcccacaga acaacccaca aaaaacgatg atctaacgga ggacagcaag 900
tcegecaacaa cettttaaca gcaggetttyg cggcecaggag agaggaggag aggcaaagaa 960
aaccaagcat cctectceccte ccatctataa attcctcecoee cettttecee tetctatata 1020
ggaggcatec aagccaagaa gagggagage accaaggaca cgcgactage agaagecgag 1080
cgaccgectt cticgatceca tatcttcegg tcgagttett ggtegatcetce ttecctcocte 1140
cacctcctee tcacagggta tgtgcccttc ggttgttett ggatttattg tteotaggttyg 1200
tgtagtacgg gcgttgaigt taggaaaggg gatctgtatce tgtgatgatt cctgttcttg 1260
gatttgggat agaggggttc ttgatgttgc atgttatcgg ttcggittga ttagtagtat 1320
ggttttcaat cgtctggaga gectctatgga aatgaaatgg tttagggtac ggaatctige 1380
gattttgtga gtaccttttg tttgaggtaa aatcagagca ccggtgattt tgcttyggtgt 14490
aataaaagta cggttgtttg gtcctcogatt ctggtagtga tgcttctcga tttgacgaag 1500
ctatcctttg tttattcocect attgaacaaa aataatccaa ctttgaagac ggtcccgttg 1560
atgagattga atgattgatt cttaagcctyg tccaaaattt cgcagctgge ttgtttagat 1620
acagtagtcce ccatcacgaa attcatggaa acagttataa tcctcaggaa caggggattc 1680
cetgttette cgatttgett tagteccaga attttttttc ccaaatatct taaaaagtca 1740
ctttctggtt cagttcaatg aattgattge tacaaataat gecttttatag cgttatccta 1800
gctgtagttc agttaatagg taatacccecet atagtttagt caggagaaga acttatcecga 1860
tttctgatct ccatttttaa ttatatgaaa tgaactgtag cataagcagt attcatttgg 1920
attatttttt ttattagctc tcacccctte attattetga gctgaaagtce tggecatgaac 1980
tgtcctcaat tttgttttca aattcacate gattatctat gecattatcet cttgtatcta 2040
cctgtagaag tttctttttg gttattectt gactgcttga ttacagaaag aaattiatga 2100
agctgtaatec gggatagtta tactgcttgt tcttatgatt catttecttt gtgecagttcet 2160
tggtgtagct tgccacttic accagcaaag tte 2193

<210> 55

<211> 1827

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 55
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gcttgagtca tagggagaaa acaaatcgat catatttgac tcttttceocct ccatctctet 60
taccggcaaa aaaagtagta ctggtttata tgtaaagtaa gattctttaa ttatgtgaga 120
tccggettaa tgettttctt ttgtcacata tactgcattg caacaattge catatattca 180
cttctgccat cccattatat agcaactcaa gaatggattg atatatccce tattactaat 240
ctagacatgt taaggctgag ttgggcagtc catcttccca acccaccace ttegttttte 300
gecgecacatac tttfcaaact actaaatggt gtgtttttta aaaatatttt caatacaaaa 360
gttgctttaa aaaattatat tgatccattt ttttaaazaa aatagctaat acttaattaa 420
tcacgtgtta asagaccgct ccgitttgcg tgcaggaggg ataggttcac atcctgcatt 480
accgaacaca gcctaaatet tgtigtcectag attcgtagta ctggatatat taaatcatgt 540
tctaagttac tatatactga gatgaataga ataagtaaaa ttagacccac cttaagtctt 600
datgaagtta ctactagetg cgtttgggag gacttcccaa aaaaaaaagt attagecatt 660
agcacgtgat taattaagta ctagtttaaa azacttaaaa aataaattaa tatgattctce 720
ftaagtaact ctcctataga aaacttttac azaaattacac cgtttaatag tttggaaaat 780
atgtcagtaa aaaataagag agtagaagtt atgaaagtta gaaaaagaat tgttttagta 840
gtatacagtt ataaactatt cceictgttc taaasacataa gggattatgg atggattcga 900
catgtaccag taccatgaat cgaatccaga caagtttttt atgcatattt acttctactat 960
aatatatcac atctgctcta aatatcttat atttcgaggt ggagactgtc gctatgtttt 1020
tctgcecgtt gctaagecaca cgecaccceece gatgegggga cgcctcetgge cttcecttgcca 1080
cgataattga atggaacttc cacattcaga ttcgataggt gaccgtcgac tocaagtget 1140
ttgcacaaaa caactccggc cteccggcca ccagtcacac gactcacgge actaccaccc 1200
ctgactcect gaggcggacc tgccactgtt ctgcatgega agctatctaa aattctgaag 1260
cazagaaagc acagcacatg ctcocgggaca cgcegccaceC ggcggaaaag ggetcggtgt 1320
ggcgatctca cagcegcata tcgcatttca caagccgocecc atctccaccg gcticacgag 1380
gctcategeg gcacgacege gceacggaacg cacgcggecdg acccgcegegce ctcgatgege 1440
gagcccatoe geoegegtect ceoctttgect ttgccgctat cocteteggte gtatccegtt 1500
tctetgtett ttgcteoccceg geogegegeca gticggagta ccagegaaac ccggacacct 1560
ggtacacctc cgccggecac aacgegtgte ccoctacgtg gocgogcagce acatgcoccat 1620
gegegacacg tgcacctect catccaaact ctceaagtctce aacggtccta taaatgeacy 1680
gatagcctca agctgctegti cacaaggcaa gaggcaagag dcaagagcat ccgtattaac 1740
cagecctttty agacttgaga gtgtgtgtga ctcgatccag cgtagtttca gttcogtgtgt 1800
tggtgagtga ttccagecaa gtttgeg 1827

<210> 56

<211> 2194

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 56
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aatccgaaaa
aaatataaaa
catccaccta
tttececttagt
tctgtcatga
aaaaaatctt
atgaagatat
ttgtgcattc
ttagtaatta
gtacttacgc
Ccaactagca
tgaattcaag
aattttacag
aaaaaaagaa
acagagtggc
tccgcaacaa
aaccaagcat
ggaggcatcc
cgaccgcectt
acctectect
tgtgtagtac
Lggatttggg
atggtttteca
gcgattttgt
gtaataaagt
gctatecttt
gatgagattg
tacagtagtc
cectgtictt
actttctggt
agctgtagtt
atttctgate
gattattttt
ctgtcctcaa
acctgtagaa

aagctgtaat
ttggtgtagc

gtttctgeac
tgagacctta
ctttagtggc
aattaagtgg
agttaaatta
tctagctgaa
tctgaacgta
gtcatatege
aagacaattg
acacactttg
acacatctcet
cactccacca
aatagcatga
ttttgetegt
tgcccacaga
ccttttaaca
cctecttete
aagecaagaa
ctcgatccat
cacagggtat
gggcgitgat
atagaggggt
atcgtctgga
gagtaccttet
acggttgttt
gtttattcecc
aatgattgat
cccatcacga
ccgatttgcet
tcagttcaat
cagttaatag
tccattttta
tttattagct
ttttgttttc
gtttctettt

cgggatagtt
ttgccacttt

ES 2451669 T3

cgttttcacce
tatatgtagc
aatcgggcta
gaaaatgaaa
ttcgaggtag
ctcaatgggt
ttggcaaaga
acatcattaa
acttatettt
tgctcatgtyg
aatatcacte
tcaccagacce
aaagtatgaa
goegcgagcge
acaacccaca
gcaggctttyg
ccatctataa
gagggagagc
atcttccggt
gtgcctcect
gttaggaaag
tcttgatgtt
gagctctatg
tgtttgaggt
ggtcctcgat
tattgaacaa
tcttaagcct
aattcatgga
ttagtcccag
gaattgattg
gtaataccce
attatatgaa
ctcacccett
aaattcacat
ggttatteet

atactgctty
caccagcaaa

ccctaactaa
gctgataact
aataaaaaag
tcattattgce
ccataattgt
aaagagagag
tttaaacata
ggacatgtet
attatttatc
catgtgtgag
gcctatttaa
acttttaata
acgaactatt
caatctccca
aaaaacgatg
cggccaggag
attcctecece
accaaggaca
cgagttcttg
tcggttgitc
gggatctgta
gcatgttate
gaaatgaaat
aaaatcagag
tctggtagtg
aaataatcca
gtccaaaatt
aacagttata
aatttttttt
ctacaaataa
tatagtttag
atgaactgta
cattattcetg
cgattatcta
tgactgctty

ttcttatgat
gtte

119

caatataggyg
agaactatgc
agtcgctaca
ttagaatata
catcaaactc
atttttttta
taattatata
tactccatce
ttttttegat
tgcacctect
tacatttagg
atatctaaaa
taggttttec
tattgggcac
atctaacgga
agaggaggay
cctttteece
cgcgactagce
gtcgatctcei
ttggatttat
tctgtgatga
ggttcggttt
ggtttaggga
caccggtgat
atgcttctcy
actttgaaga
tcgcagetgg
atcctcagga
cccaaatate
tgcttttata
tcaggagaag
gcataagcag
agctgaaagt
tgcattatcc
attacagaaa

tcatticett

aacgtgtgcet
aagaaaaact
ctagtttcgt
cgticacatce
ttcttgaata
aaaaaataga
attttatagt
caatttttat
tagatgcaag
caatacacgt
tagcaatatce
tacaaaaaat
acatacaaaa
acaggcaaca
ggacagcaag
aggcaaagaa
tctctatata
agaagccgag
tcecctectee
fgttctaggt
ttcctgttet
gattagtagt
tcggaatctt
tttgettggt
atttgacgaa
cggteccgtt
cttgtttaga
acaggggatt
ttaaaaagtc
gcgttatcect
aacttatcceyg
tattcatttg
ctggcatgaa
tcttgtatct
gaaatttatg

tgtgcagttc

60
120
180
240
3¢0
360
420
480
540
600
560
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para aumentar el rendimiento de semillas de plantas con respecto a plantas de tipo silvestre
correspondientes, que comprende introducir y expresar en una planta un acido nucleico AZ o una variante del
mismo, en el que dicho acido nucleico AZ codifica un polipéptido AZ o un homdlogo del mismo, en el que el
homologo proporciona plantas que tienen un rendimiento aumentado y en el que dicho polipéptido AZ o el homdlogo
del mismo comprende dos repeticiones de anquirina y dos dominios C3H1 de dedo de Cinc, y en el que dichas
repeticiones de anquirina se localizan cadena arriba de los dominios C3H1 de dedo de Cinc.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que polipéptido AZ comprende al menos uno de los
siguientes motivos:

(P/A)CSRAY(S/T)HDWTEC (motivo 1, SEC ID N°: 3)
HPGENARRRDPR (motivo 2, SEC ID N°: 4)
HG(V/I)FE(C/S)WLHP(A/S)QY(R/K)TRLCK (motivo 3, SEC ID N°: 5)
CFFAH (motivo 4, SEC ID N°: 6)

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que dicho acido nucleico AZ codifica un polipéptido
AZ de SEC ID N°: 2 0 un homologo del mismo.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha variante es una
porcién de un acido nucleico AZ o una secuencia capaz de hibridarse con un acido nucleico AZ, cuya porcién o
secuencia de hibridacion codifica un polipéptido AZ que comprende dos repeticiones de anquirina y dos dominios
C3H1 de dedo de Cinc, y en el que dichas repeticiones de anquirina se localizan cadena arriba de los dominios
C3H1 de dedo de Cinc.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo se sobreexpresa en una planta.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo es de origen vegetal, preferentemente de una planta dicotileddnea, mas preferentemente de la
familia Brassicaceae, mas preferentemente el acido nucleico es de Arabidopsis thaliana.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho acido nucleico AZ o
variante del mismo esta unido operativamente a un promotor especifico de semilla.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que dicho promotor especifico de semilla es un
promotor WSI18.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho rendimiento de
semilla aumentado comprende un peso de mil granos aumentado.

10. Construcciéon que comprende:

(i) un acido nucleico AZ o una variante del mismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6;
(ii) un promotor WSI18 especifico de semilla o un promotor GOS2 constitutivo unido operativamente a la
secuencia de acidos nucleicos de (i)

11. La construccién de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicho promotor WSI18 es como se representa por
la SEC ID N°: 55 0 SEC ID N°: 9.

12. La construccién de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicho promotor GOS2 es como se representa por
la SEC ID N°: 56 o SEC ID N°: 54.

13. Planta transformada con una construccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.

14. Procedimiento para la produccion de una planta transgénica que tiene rendimiento de semilla aumentado en
comparacion con plantas de tipo silvestre correspondientes, cuyo procedimiento comprende:

(i) introducir y expresar en una planta o célula de planta un acido nucleico AZ o variante del mismo como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a4y 6;y
(ii) cultivar la célula de planta en condiciones que promuevan el crecimiento y el desarrollo de las plantas.

15. Planta transgénica de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en la que dicha planta es una planta monocotiledonea,
tal como cafia de azucar o en la que la planta es un cereal, tal como arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, avena
0 sorgo.

16. Partes cosechables de una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 o 15, en la que
dichas partes cosechables comprenden una construccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10
a12.
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17. Partes cosechables de una planta de acuerdo con la reivindicacion 16 en la que dichas partes cosechables son
semillas.

18. Productos directamente derivados de una planta de acuerdo con la reivindicaciéon 13 o 15 y/o de partes
cosechables de una planta de acuerdo con las reivindicaciones 16 o 17, en la que dichos productos comprenden una
construccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.

19. El uso de un acido nucleico AZ o de una variante del mismo como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a4 y 6, o el uso de un polipéptido AZ o de un homoélogo del mismo, en el aumento de rendimiento
de semilla, con respecto a plantas de tipo silvestre correspondientes.

20. El uso de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que dicho aumento de rendimiento de semilla comprende un
peso de mil granos aumentado.

21. El uso de un acido nucleico AZ o de una variante del mismo, como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 y 6, o el uso de un polipéptido AZ o de un homdlogo del mismo como un marcador molecular.

22. El uso de una construccién, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en un procedimiento para
producir plantas que tienen un rendimiento de semilla aumentado con respecto a plantas de control.
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Organizacion de dominios en la SEC ID N°: 2

MCCGSDRLNQIVSSRSSLPISFEEDNNLVTNTDMNHLTVETEDTFASLLELAANNDVEGVRLSIER
DPSCVDEAGLWYGROKGSKAMVNDYRTPIMVAATYGSIDVIELIVSLTDADVNRACGNDOTTALHC
ARSGGAVNATQOVVKLLLAAGADLNLLDAEGQRAGDVIVVPPKLEGVKLMLQELLSADGSSTAERNL
RVVTNVPNRSSSPCHSPTGENGGSGSGSPLGSPFKLKSTEFKKEYPVDPSLPDIKNSIYATDEFRM
YSFKVRPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKFHY SCVPCPDFRKGACRRGDMCEYAHGVEFEC
WLHPAQYRTRLCKDGTGCARRVCEFFAHTPEELRPLYASTGSAVP SPRSNADYARRLSLLPGSPSGV
SVMSPLSPSAAGNGMSHSNMAWPQPNVPALHLPGSNLOSSRLRSSLNARDIPTDEFNMLADYEQQQ
LLNEYSNALSRSGRMKSMPPSNLEDLFSAEGSSSPRFTDSALASAVESPTHKSAVENQEFQQQOQQ0Q
QBMLSPINTSFSSPKSVDHSLFSGGGRMSPRNVVEP ISPMSARVSMLAQCVEQQRQOQQQQQQQQQHY
FRSLSSRELRTNSSPIVGSPVNNNTWSSKWGS SNGQPDWGMS SEALGKLRSSSSFDGDEPDVSWV(Q
SLVRETPAEAKEKAATS SSGEHVMKQPNPVEPVMDHAGLEAWIEQMQLDQLVAQON

FIGURA 1
ANQ:
004242/1-30 NGHTALHIAASK-—————————————————— GDEQCVKLLLEHGA—————~ DPNA
CONSENSO/80% .t.sslhhsh.t.................. tp.phhphllp.t....... pht.
CONSENSO./65% PStosSLPhAStP. c i vt i i e e sphphlphLlptss...... shsh
CONSENSO./50% SGPTSLHRASPS .t v vt ettt eeeeennnn sshcllchLlspus...... slst
C3H1:
TTP_BOVIN/13-4 RYKTELCRTF---SESG——————— RCRYGA-KCQFAHGL
CONSENSO/80% t.p...C..a..... o€ C.hu..pC.a.H..
CONSENSO /65% p.+..hCpha....tpG....... hCthGs.pCpahHs.
CONSENSO./50% ph+.s1CctF....ppG....... pCshGs.pCpFtHst
Leyenda:
Clase Clave Restos
alcohol o S, T
alifatico 1 I,L,V
ninguna . A,C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,QO,R,S,T,V,W,Y
aromatico a F,H,W,Y
cargado c D,E,H,K,R
hidrbéfobo h A,C,F,G,H, I,K, LiM,R, T,V,W, Y
negativo - D,E
polar P c¢,D,E,H,K,N,Q,R,S,T
positivo + H,K,R
pequeno s A,C,D,G,N,P,S, T,V
diminuto u A,G,S
de tipo giro t A,C,D,E,G,H,K,N,Q,R,S,T

FIGURA 2
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T-zeina  T-rbcS-deltaGA
nopalina de repeticion RB
RB Ti C58

inicio de ARNm

wsil8

T-nos

marcador detectable

pBR322

promotor constitutivo (ori + bom)

marcador de seleccion

casete thos

promotor constitutivo SP/SMr

poliA
LB Ti C58
nopalina de repeticién LB

exon 3' marcador de seleccion

promotor constitutivo
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(intron) casete poliA
exon 5' marcador de seleccion

caja TATA promotor constitutivo

FIGURA 4
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