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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para la tolerancia al estrés en plantas
Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a plantas transgénicas con tolerancia potenciada al estrés bibtico y abibtico y a
procedimientos de produccién de tales plantas. También se desvelan secuencias de acidos nucleicos y de péptidos
aisladas.

Antecedentes de la invencion

Las condiciones climaticas adversas y la actividad humana, ademas de agentes biologicos, son efectores del estrés
para las plantas y afectan gravemente su productividad y supervivencia. La pérdida en la productividad debida a este
tipo de estrés alcanza algunas veces mas del 50 %. Los productores de plantas se han dedicado y se dedican a
desarrollar estrategias con el fin de evitar o disminuir el impacto negativo de estas situaciones.

Entre los factores que causan estrés abidtico, la sequia, salinidad de la tierra y temperaturas extremas son algunos
de los mas perjudiciales. Con respecto a las temperaturas extremas, los estreses se clasifican en tres tipos: estrés
por congelacién (producido por temperaturas por debajo de 0 °C), por frio (producido por temperaturas bajas
superiores a 0 °C) y por calor (producido por altas temperaturas). Las temperaturas frias producen dafio a los tejidos
fotosintéticos, inhiben el proceso fotosintético entero y el transporte de hidratos de carbono, ademas de la biosintesis
de proteinas y las tasas de respiracion. Simultdneamente, se acelera la degradacion de proteinas. Todos estos
efectos se producen bastante lentamente e implican pérdida parcial o total de la funcionalidad de membranas. A
diferencia, las temperaturas de congelacién producen un dafo rapido, matando las plantas. Se ha observado, sin
embargo, que las plantas sometidas al frio durante varios dias toleran las temperaturas de congelacion mejor que
las plantas sometidas a congelacion sin haberse expuesto por primera vez a un periodo de frio; este procedimiento
se llama “aclimatacion”.

Especies tales como los cereales de invierno estan adaptadas al clima frio o de frio moderado y pueden tolerar
temperaturas que oscilan de 0 °C a 15 °C, ademas de temperaturas de congelacion, bastante bien si se han
aclimatado previamente a temperaturas reducidas (Levitt, 1980, Thomashow, 1999). Por el contrario, las especies
tropicales y subtropicales, que incluyen cultivos importantes tales como maiz, arroz o tomate, son sensibles a bajas
temperaturas y parecen carecer de mecanismos de aclimatacion eficaces.

La tolerancia al frio y a la congelacion se produce mediante diferentes mecanismos. La respuesta al frio implica la
activacion de unsaturasas que pueden cambiar la composicion lipidica de las membranas generando una elevada
fluidez de la membrana a bajas temperaturas. Por otra parte, la tolerancia a la congelacién requiere un periodo de
aclimatacion previo. Durante este periodo de aclimatacién, se sintetizan ciertas proteinas especificas y se acumulan.

Las proteinas “anticongelantes” se encuentran en una amplia variedad de plantas que sobreviven al invierno; inhiben
el crecimiento y la recristalizacion de hielo producida en espacios intercelulares a las temperaturas de congelacion.
Estas proteinas presentan un alto nivel de homologia con proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) y, en
algunos casos, también protegen contra patdgenos psicréfilos (Griffith & Yaish, 2004; Chinnusamy y col., 2007).
Otras especies presentan tolerancia a la congelacién mediante un mecanismo que implica el aumento en sacarosa
(Guy, 1992) o concentraciones de prolina libre (Nanjo y col., 1999).

Una de las estrategias para reducir la pérdida en la productividad de las plantas es aumentar la tolerancia al estrés
natural, fortaleciendo los sistemas enddgenos. Los factores de transcripcion (FT) desempefan una funcién crucial en
la respuesta de las plantas a factores medioambientales, ademas de en el programa morfogenético. Son proteinas
que actlan en trans, pueden reconocer y unirse a secuencias de ADN especificas (elementos que actian en cis)
localizadas en las regiones reguladoras de sus genes diana. Cuando estas proteinas se unen a sus dianas, activan
o reprimen rutas de sefiales de la transduccién.

Se han identificado aproximadamente 1500 FT en plantas usando bioinformatica, y los FT comprenden numerosas
familias de genes. Sin embargo, aunque podrian participar en la respuesta, pueden no conferir necesariamente una
tolerancia. Esto se ilustra, por ejemplo, por los FT de Arabidopsis ATHB7 y ATHB12 (Lee y Chun, 1998). Estos
presentan una alta homologia con HAHB4 de girasol, especialmente en el dominio HD-Zip. Ambos genes estan
regulados por incremento por la sequia y ABA. Sin embargo, también se mostré que las plantas transgénicas que
expresan en exceso estos genes no son mas tolerantes al estrés por sequia que las de TS. HAHB4 se describe en
el documento WO 2004/099365. Otro ejemplo es DREB2, un gen que se induce por temperaturas frias, pero no
confiere tolerancia al frio en su forma no mutada. Por tanto, sigue siendo necesario empezar una serie de
experimentos gendémicos funcionales con el fin de probar y demostrar los efectos de los FT sobre la tolerancia al
estrés, ya que tales efectos no pueden predecirse (Arce y col., 2008).
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Las proteinas HD-Zip caracterizadas por la presencia de un homeodominio asociado a una cremallera de leucina
constituyen una familia de factores de transcripcién de plantas. La asociacién del dominio de uniéon a ADN (HD) con
un motivo de dimerizacién adyacente (cremallera de leucina abreviada ZipLZ o LZ) es una combinacion encontrada
solo en el reino de las plantas, aunque los dominios se encuentran independientemente entre si en un gran niamero
de factores de transcripcién eucariotas (Schena & Davis, 1992). Esta gran familia de FT de plantas se ha dividido en
cuatro subfamilias (I a IV) segln la similitud de secuencias dentro y fuera de los dominios conservados y por los
patrones de intrones/exones de los genes correspondientes (Schena & Davis, 1994, Sessa y col., 1994, Chan y col.,
1998; Ariel y col., 2007). Los miembros de la subfamilia | interaccionan con la secuencia pseudopalindromica
CAAT(A/T)ATTG; las proteinas de la subfamilia Il reconocen un motivo CAAT(C/G)ATTG (Sessa y col., 1993; Palena
y col., 1999). En todos los casos, la formacién de homo- o hetero-dimeros de proteina es un requisito previo para la
unién del ADN (Sessa y col., 1993; Gonzalez y col., 1997).

Varios autores han informado que la expresion de miembros de la familia HD-Zip de factores de transcripcion esta
regulada por diversos factores externos tales como estreses por iluminacion, ABA, sal o agua (Schena & Dauvis,
1992; Carabelli y col., 1993; Schena y col., 1993; Séderman y col.,1994; Séderman y col., 1996, Chan y col., 1998;
Lee & Chun, 1998; Séderman y col., 1999a y 1999b; Gago y col., 2002; Henriksson y col.,2005). Estudios en los que
los genes HD-Zip | y Il se expresaron en exceso en plantas transgénicas soportan adicionalmente la funcién
propuesta de esta familia de proteinas como reguladores del desarrollo que son sensibles a condiciones
medioambientales (Schena y col., 1993; Manavella y col., 2006; Manavella y col., 2008; Ariel y col., 2007; Cabello y
col., 2007, Dezar y col., 2005a). Sigue existiendo la necesidad de identificar y caracterizar tales proteinas de forma
que puedan conferirse rasgos beneficiosos a las plantas que utilizan miembros especificos de esta clase de
moléculas.

Se aisl6 ADNc de HAHB1 en 1992 de una biblioteca de tallo de girasol de ADNc y su secuencia se depositdé en
Genebank (nimero de acceso L22847, véase la SEC ID N2 2: en el presente documento para la secuencia de
acidos nucleicos y SEC ID N2: 5 en el presente documento para la secuencia de proteinas traducida) y se describié
la clonacién del ADNc (Chan RL, Gonzéalez DH, 1994). La proteina codificada por este gen se ha citado en la
bibliografia como un gen homdélogo a proteinas HD-Zip de otras especies, pero esta conclusiéon se basa solo en la
comparacion de la secuencia en arboles filogenéticos (Gonzalez y col. 1997, Chan y col., 1998 y Ariel y col., 2007).

La presente invencion demuestra sorprendentemente la utilidad de HAHB1 (homeocaja 1 de Helianthus annuus, de
Helianthus Annuus Homeobox 1) en la produccién de plantas transgénicas con tolerancia potenciada a condiciones
de estrés.

Resumen de la invencion

En la presente divulgacion de patente, los presentes inventores describen el uso de HAHB1, un factor de
transcripcion que es un miembro de la subfamilia | del girasol de proteinas HD-Zip y variantes de las mismas, tales
como ATHB13, para modificar las respuestas de las plantas a condiciones de estrés, que incluyen estrés por
congelacién, sequia, salinidad y biético. Asi, la divulgacion describe plantas y procedimiento que confieren o
aumentan tal tolerancia al estrés. El gen se aislé6 de una biblioteca genémica y se caracterizd6 su patrén de
expresion. Los presentes inventores demuestran que produciendo plantas transgénicas que llevan el ADNc de
HAHB1 de girasol bajo el control de tanto el promotor 35S constitutivo como el promotor HAHB1 nativo, se producen
plantas transgénicas que presentan un claro aumento en la tolerancia a condiciones de baja temperatura en las
etapas vegetativas y reproductivas. Ademas, las plantas transgénicas presentan mejor tolerancia que las plantas no
transformadas en respuesta a condiciones de sequia o salinidad. Se observan efectos similares si se usa el
homélogo de HAHB1 ATHB13. Se realizaron andlisis de micromatrices para evaluar patrones de expresién en
plantas de Arabidopsis transgénicas. Los datos indican que la tolerancia observada se produce mediante el aumento
de proteinas anticongelantes localizadas en el apoplasto celular que inhibe el crecimiento de grandes cristales de
hielo extracelulares. Ademas, los inventores también han mostrado que la expresion en exceso transitoria del gen
HAHB1 en girasol induce la expresion de varios genes relacionados con la tolerancia al estrés.

HAHB1 es un miembro la subfamilia | de HD-Zip (HD-Zip 1). Todos los miembros de la familia | de HD-Zip muestran
alta similitud de secuencias en el homeodominio (HD) del extremo N y el dominio de cremallera de leucina (LZ), pero
son en particular mucho mas diversos en la region del extremo C. Por ejemplo, HAHB1 y HAHB4 son ambos
miembros de HD-Zip |, pero comparten muy poca similitud de secuencias en sus regiones del extremo C. Aunque
HD-Zip | se agrupan en una Unica familia, diferentes miembros de la familia | de HD-Zip presentan patrones de
expresion diferenciales y participan en diferentes procedimientos de desarrollo y fisiol6gicos como se ha detallado
mas adelante. Los inventores han caracterizado HAHB1 y comparado su estructura con secuencias homologas.
Usando construcciones quiméricas, los inventores también han encontrado que es el extremo C de la proteina
HAHB1 el que es importante en conferir funcién de HAHB1. Se predice que genes homdlogos a HAHB1 que
muestran alta homologia no solo en los dominios HD y LZ, sino también en los dominios del extremo C, tienen un
efecto similar a HAHB1 cuando se expresan en plantas transgénicas, como se muestra en el presente documento
para ATHB13.
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De la informacién proporcionada en el presente documento, aquellos expertos en la materia apreciaran que HAHB1,
una parte o un homélogo del mismo, confiere tolerancia potenciada, por ejemplo, tolerancia a la congelacién a
plantas transgénicas si se expresa, tanto bajo el control de su propio promotor como bajo el control de un promotor
constitutivo tal como el promotor 35S del CaMV, o bajo el control de otro tipo de promotor, tal como, por ejemplo, un
promotor inducible por frio o un promotor inducible por estrés abiético.

Esta tolerancia a la congelacién va acompafnada de tolerancia potenciada a la sequia y altas condiciones de sal. Los
presentes inventores también muestran que no solo puede expresarse HAHBT bajo el control del promotor de
HAHB1 para lograr expresion sensible al estrés, sino que cualquier secuencia de genes puede asociarse
operativamente al promotor de HAHB1 con el fin de lograr la expresion bajo condiciones frias o de congelacion, alta
sal o baja agua o invasién de patégenos.

Como se ha establecido anteriormente, sin desear cefirse a teoria particular alguna, la tolerancia a las condiciones
de congelacién conferidas por la expresion de HAHB1 es evidentemente debida a la sintesis y accién de proteinas
anticongelantes en el apoplasto celular que inhibe la formacién de cristales de hielo con sus posteriores efectos de la
deshidratacion. También es posible que otras proteinas fuera del apoplasto (dentro la célula) sean también
traducidas por incremento.

En vista de la informacion general proporcionada en el presente documento, aquellos expertos en la materia
apreciaran que la presente divulgacion describe y permite a aquellos expertos en la materia obtener y aislar una
secuencia de genes de girasol que puede usarse para conferir tolerancia potenciada a las condiciones de estrés que
incluyen tolerancia potenciada al frio y a la congelacion, tolerancia potenciada a la sequia, tolerancia potenciada a
las condiciones de alta salinidad y/o estrés biético. Ademas, usando procedimientos conocidos en la técnica, la
secuencia de genes aislada de girasol desvelada en el presente documento o partes de la misma o puede usarse
para aislar secuencias relacionadas de otras plantas que pueden usarse para conferir tolerancia potenciada a
condiciones de estrés abibtico y bidtico como se describe en el presente documento.

La invencion se refiere a un procedimiento de aumento de la tolerancia a todos de sequia, alta salinidad y
congelacién que comprende transformar una planta con un acido nucleico que comprende una secuencia de SEC ID
N¢ 6 0 7 o una secuencia con al menos el 90 % o al menos el 95 % de homologia con una secuencia que comprende
SEC ID N? 6 0 7. La invencién también se refiere a una construcciéon de acidos nucleicos quimérica aislada que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia del extremo N de otra proteina HD Zip de la
subfamilia | operativamente asociada a una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia que
comprende el extremo C de HAHB1 como se define en SEC ID N2 8. La invenciéon también se refiere a un
polipéptido codificado por una construccién génica codificada por una construccién tal. La invencion también se
refiere a un procedimiento para conferir tolerancia en una planta a todos de sequia, alta salinidad y congelacion que
comprende introducir y expresar en una planta una construccién génica de un polipéptido como se ha definido
anteriormente. La invencion se refiere ademas al uso de una secuencia de acidos nucleicos de SECID N°6 0 7, 0
una secuencia con al menos el 90 % o al menos el 95 % de homologia con SEC ID N2 6 0 7 o uso de un vector que
comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 6 o 7 o una secuencia con al menos el 90 % o al
menos el 95 % de homologia con SEC ID N2 6 o 7 en conferir elevada tolerancia a todos de sequia, alta salinidad y
congelacién. Por consiguiente, los presentes inventores describen una proteina aislada o secuencia de genes de
girasol, HAHB1, una parte o variante de la misma, que puede usarse para conferir tolerancia potenciada a
condiciones de estrés abidtico y bidtico como se describe en el presente documento, incluso en especies de plantas
distintas de girasol.

También se describe una secuencia de genes aislada de girasol, HAHB1, una parte o variante de la misma, que
puede usarse para aislar secuencias relacionadas de otras plantas, que incluye especies de plantas no relacionadas
con girasol, secuencias que pueden usarse para conferir tolerancia potenciada a condiciones de estrés abibtico y
bidtico como se describen en el presente documento.

Adicionalmente, se describe una secuencia de genes promotora aislada que puede usarse para regular la expresion
de secuencias operativamente asociadas a la secuencia promotora para conferir a las secuencias asi asociadas la
propiedad de expresion en respuesta a condiciones de estrés abidtico y bidtico como se describen en el presente
documento.

Los presentes inventores también describen construcciones o vectores de expresion que comprenden secuencias de
acidos nucleicos descritas en el presente documento que confieren, a las plantas en las que tales construcciones o
vectores de expresion se introducen, tolerancia potenciada a condiciones de estrés abidtico y bidtico como se
describe en el presente documento.

La divulgacion también se refiere a plantas transgénicas que tienen tolerancia potenciada o elevada a condiciones
de estrés abiotico y bidtico como se describe en el presente documento.

La divulgacion también se refiere a composiciones y procedimientos de inducciéon de la produccion de proteinas
anticongelantes (PAC) en una planta para asi evitar o minimizar el dafo de otro modo causado en plantas con
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exposicion a condiciones de baja temperatura como resultado de la formacién de cristales de hielo.

La divulgacién se refiere ademas a novedosos procedimientos de identificacion y uso de novedosas composiciones
desveladas en el presente documento para conferir tolerancia potenciada a condiciones de estrés abiotico y bidtico
como se describen en el presente documento.

Asi, basandose en la informacion proporcionada en el presente documento, aquellos expertos en la materia podran
preparar construcciones o vectores de expresion que comprenden secuencias de acidos nucleicos que confieren a
las plantas en las que tales construcciones o vectores de expresion se introducen tolerancia potenciada a
condiciones de estrés abidtico y bidtico como se describe en el presente documento. Esto permitird a aquellos
expertos en la materia producir plantas que tienen tolerancia potenciada a condiciones de estrés abidtico y bidtico
como se describe en el presente documento.

Sin desear cefiirse a teoria alguna, aquellos expertos en la materia apreciardn que las composiciones y
procedimientos proporcionados en el presente documento permitiran la induccion de la produccion de proteinas
anticongelantes (PAC) en una planta para asi evitar o minimizar el dafio de otro modo causado en plantas con
exposicion a condiciones de baja temperatura como resultado de la formacién de cristales de hielo.

Otros objetivos, ventajas y beneficios de la presente invencion seran evidentes para aquellos expertos en la materia
de una revisién de la divulgacién completa proporcionada en el presente documento y las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Patron de expresion de HAHB1 en plantas de semillero y plantas maduras

a: Niveles de transcrito de HAHB1 en diferentes tejidos y 6rganos de plantas de semillero de 7 dias de edad de
girasol (de izquierda a derecha: raiz, hipocétilo, cotiledén, meristemo apical); b: Niveles de transcrito de HAHB1
cuantificados en diferentes tejidos y érganos de plantas de 21 dias de edad de girasol (de izquierda a derecha: raiz,
hipocétilo, cotiledoén, tallo, hoja, peciolo); los niveles de transcrito se determinaron por RT-PCR cuantitativa y las
desviaciones estandar se calcularon a partir de tres muestras independientes en las que se usaron transcritos de
actina (ACTINA2 méas ACTINA8) como controles internos; todos los valores se normalizaron con respecto al valor
medido en raices, arbitrariamente asignado un valor de uno. El eje y indica el cambio (x veces) observado.

Figura 2. HAHB1 de girasol esta regulado por incremento por citocinas en plantas de semillero y por ABA en
plantas maduras

a: Niveles de transcrito de HAHBT en plantas de semillero de 7 dias de edad dos horas después de los tratamientos
con diferentes hormonas (de izquierda a derecha: control, ABA, BAP, GA, IAA, JA, SA); b: Niveles de transcrito de
HAHBT1 en discos de hojas de 21 dias de edad dos horas después de los tratamientos con diferentes hormonas (de
izquierda a derecha: control, IAA, ACC, SA, JA, ABA, GA, BAP); los niveles de transcrito se determinaron por RT-
PCR cuantitativa y las desviaciones estandar se calcularon a partir de tres muestras independientes en las que se
usaron transcritos de actina (ACTINA2 mas ACTINA8) como controles internos; todos los valores se normalizaron
con respecto al valor medido en raices, arbitrariamente asignado un valor de uno. El eje y indica el cambio (x veces)
observado.

Figura 3. HAHB1 de girasol esta regulado por incremento por factores de estrés abiotico

a: Niveles de transcrito de HAHBT en plantas de semillero de 7 dias de edad dos horas después del tratamiento con
factores de estrés abidtico como se ha establecido en la figura y se detalla en la seccion de Procedimientos
experimentales (de izquierda a derecha: control, sequia, NaCl, oscuridad, sacarosa, H>0O) b: Cinética de induccién
de HAHB1 en plantas de semillero de 7 dias de edad puestas a 4 °C (de izquierda a derecha: control, 3, 4, 5,6, 7, 8
h); c: Niveles de transcrito de HAHB1 en discos de hojas de 21 dias de edad dos horas después de los tratamientos
con factores de estrés abidtico como se ha establecido en la figura (de izquierda a derecha: control, 4 °C, UV-B,
NaCl, oscuridad, sequia); los niveles de transcrito se determinaron por RT-PCR cuantitativa y las desviaciones
estandar se calcularon a partir de tres muestras independientes en las que se usaron transcritos de actina (ACTINA2
mas ACTINA8) como controles internos; todos los valores se normalizaron con respecto al valor medido en raices,
arbitrariamente asignado un valor de uno. El eje y indica el cambio (x veces) observado.

Figura 4. Caracteristicas morfologicas y de desarrollo de plantas transgénicas que llevan la construccion
35S:HAHH1

a: Hojas de 21 dias de edad de plantas transgénicas y de TS. Las plantas transgénicas presentan hojas dentadas
pero no las plantas de TS. Las flechas designan los bordes serrados de las plantas transgénicas. b: Altura del tallo
durante el ciclo de vida de plantas transgénicas y de TS; c: Plantas de 30 dias de edad cultivadas en condiciones de
crecimiento normales. La Figura 4a muestra la diferencia en la morfologia de las hojas entre plantas transgénicas y
no mutadas. Las plantas transgénicas muestran bordes dentados y una forma diferenciada en comparacion con sus
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homélogos no transformados (Figura 4a y 4c). En 4c, plantas transgénicas (35S:HAHB1; tres lineas independientes
A, By C) y de TS muestran caracteristicas de desarrollo similares. Las plantas estan sanas en condiciones de
crecimiento normales.

Figura 5. Las plantas transgénicas que expresan ectopicamente y constitutivamente 35S:HAHB1 son mas
tolerantes a condiciones de congelacion

a: Estabilidad de la membrana de plantas transgénicas y no transformadas medida como la conductividad de la
solucion de sobrenadante (véase Procedimientos experimentales, inversa a la estabilidad) después de tratamientos
de congelacién; b: Fotografia tomada 6 dias después de poner las plantas para recuperarlas en condiciones de
crecimiento normales después de un tratamiento de 8 horas en condiciones de congelacién: las plantas de TS
mueren después de un tratamiento de congelacion mientras que las plantas transgénicas (35S:HAHB1; tres lineas
independientes TG (transgénicas) A, TG-B y TG-C) muestran un menor grado de dafio. Aproximadamente, el 25 %
de las hojas (genotipos TG) son senescentes mientras que las otras son verdes y sanas. El eje x muestra el periodo
de tiempo a -8 °C y el eje y muestra la relacién de lixiviacién (L). Porcentaje de supervivientes de todos los genotipos
(transgénicos y no transformados) sometidos a condiciones de congelacion como en b:

Genotipo % de supervivientes
Ts 22+-3
TG-A 85+-2
TG-B 74+-4
TG-C 70+-3
TG-D 65+-2
TG-E 60+-5

Figura 6. Contenido de clorofila en plantas sometidas a condiciones frias

Se midio el contenido de clorofila como se describe en Procedimientos experimentales en plantas transgénicas que
expresan HARB1 y plantas no mutadas sometidas a temperaturas frias durante los periodos indicados. Los valores
sobre el eje y se expresan como pg de clorofila por g de hojas frescas. El eje x muestra los dias a 4 °C.

Figura 7. Las plantas transgénicas que expresan HAHB1 son mas tolerantes al estrés por sales

a: Estabilidad de la membrana de plantas transgénicas (TG-A y TG-B) que expresan HAHB1 y plantas no
transgénicas (ts, de tipo silvestre) medida como la conductividad de la solucidbn de sobrenadante (véase
Procedimientos experimentales, inversa a la estabilidad) después de tratamientos por estrés a sales; las
concentraciones de NaCl se expresan en mM sobre el eje x; b: Fotografia ilustrativa tomada 2 dias después de regar
con NaCl 200 mM. Plantas TS muestran aproximadamente el 50 % de hojas muertas (hojas de color mas claro)
mientras que plantas transgénicas presentan mas del 80 % y el 100 % de hojas verdes sanas para la linea A y B,
respectivamente. Algunas (pero no todas) las hojas muertas estan marcadas con una flecha.

Figura 8. Las plantas transgénicas que expresan HAHB1 son mas tolerantes a la sequia

Fotografia ilustrativa tomada 2 dias después de regar plantas transgénicas y no mutadas sometidas a sequia como
se describe en la seccién de Procedimientos experimentales. Aproximadamente el 75 % de las plantas de TS
mueren como puede apreciarse por las hojas senescentes (color mas claro); mientras que el 25 % estan danadas,
pero presentan menos hojas verdes. Las plantas transgénicas presentan un nimero diferente de hojas muertas (20
% para la linea A, 50 % para las lineas B y C) y hojas mas jovenes son verdes y sanas.

Figura 9. Patron de expresion del gen indicador GUS dirigido por la region promotora de HAHB1.

Deteccion histoquimica de la actividad enzimatica de GUS en plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas
con prHAHB1:GUS. a, b, c y d: plantas de semillero de 14 dias de edad; e, plantas de 30 dias de edad y f, planta de
45 dias de edad; vista de meristemos (a y b); cotiledones (¢), hipocétilos (d), meristemo apical (e) y silicuas (f). La
actividad de GUS debida a la expresion del gen dirigido por el promotor de HAHB1 (areas mas oscuras) se visualiza
claramente en el sistema vascular de hipocétilos, cotiledones y hojas (A-D), ademas de en la region meristematica
(E) y en la base de silicuas (F).

Figura 10. Patron de expresion del gen indicador GUS dirigido por la region promotora de HAHB1 en plantas
sometidas a condiciones frias.

Deteccion histoquimica de la actividad enzimatica de GUS en plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas
con prHAHB1:GUS después de condiciones frias; a y b, meristemos apicales; ¢ y d, raices; las plantas usadas
tienen 30 dias de edad. La actividad de GUS debida a la expresién del gen dirigido por el promotor de HAHB1 (areas
mas oscuras) se visualiza claramente en la regién meristematica (A y B) y el sistema de raices vascular (C y D).
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Figura 11. Caracteristicas morfologicas y de desarrollo de plantas transgénicas que llevan la construccion
promXAHB1:XAHB1

a: Plantas de 25 dias de edad (plantas de ts y transgénicas que expresan HAHBT1) cultivadas en condiciones de
crecimiento normales. Las plantas (de TS y de tres genotipos transgénicos independientes) presentan fenotipos
indistinguibles en condiciones de crecimiento normales. b: Altura del tallo (eje y) durante el ciclo de vida de plantas
transgénicas y de TS.

Figura 12. Plantas transgénicas que expresan HAHB1 bajo el control de su propio promotor son mas
tolerantes a las condiciones de congelacion

a: Fotografia tomada 6 dias después de poner las plantas (plantas ts y transgénicas que expresan HARBIT,
previamente cultivadas durante 8 horas a -8 °C) a recuperar en condiciones de crecimiento normales; TG-A, TG-B y
TG-C representan plantas de tres genotipos transgénicos independientes (construccién promHAHB1:HAHB1). Las
plantas de TS son senescentes y estan casi muertas (algunas, pero no todas, las hojas muertas estan marcadas con
una flecha) mientras que las plantas transgénicas presentan cierto dafo en hojas viejas, pero un aspecto sano en
las mas jovenes. b: Niveles de transcrito de HAHBT en plantas transgénicas que llevan la construccién
promHAHB1:HAHB1 en funcion del tiempo de incubacion a 4 °C representando el eje y las x veces de cambio; los
niveles de transcrito se determinaron por RT-PCR cuantitativa y las desviaciones estandar se calcularon a partir de
tres muestras independientes en las que transcritos de actina (ACTINA2 mas ACTINA8) se usaron como controles
internos; todos los valores se normalizaron con el valor medido en plantas no tratadas (tiempo 0), arbitrariamente
asignado un valor de uno. Porcentaje de supervivientes de los cuatro genotipos después del tratamiento de
congelacién/recuperacion:

Genotipo % de supervivientes
Ts 38+-5

TG-A 90+-8

TG-B 88+-6

TG-C 75+-10

Figura 13. Proteinas apoplasticas de plantas transgénicas (35S:HAHB1) y no mutadas

SDS-PAGE que muestra las proteinas presentes en el apoplasto celular, obtenidas de plantas no aclimatadas (A),
plantas aclimatadas durante 16 horas a 4 °C (B), plantas aclimatadas durante 10 dias a 4 °C (C) y plantas puestas
durante 3 horas a -8 °C (D, tratamiento de congelacién). Todas las muestras se aislaron de plantas de TS o
transgénicas de 25 dias de edad (ires lineas independientes de 35S:HAHB1 (A, B y C) o una mezcla de ellas (D).
Las muestras cargadas en A, B y C se obtuvieron de 7 g de tejido de hoja y se cargd un extracto de volumen igual
en el gel. Las muestras cargadas en D se obtuvieron de 3 g de tejido de hoja y volimenes iguales cargados en el
gel. La flecha indica la banda diferencialmente expresada.

Figura 14. Cromatograma de proteinas apoplasticas aisladas de plantas transgénicas aclimatadas y no
mutadas

Cromatograma de elucion en columna Sephadex G-200 (véase Procedimientos experimentales) de proteinas
apoplasticas purificadas de ambos genotipos (transgénicos, dos lineas independientes que expresan HAHB1: TG-A
y TG-B, o no mutadas); el segundo pico en las proteinas apoplasticas transgénicas aumenté a una DO de 0,8-0,9 en
comparacioén con el extracto de TS en el que este pico alcanza una DO de 0,5-0,6.

Figura 15. Niveles de expresion de proteinas anticongelantes en plantas transgénicas y no mutadas
sometidos a diferentes tratamientos de estrés

Niveles de expresién de PR2 (15c y f), PR3 (15b y e) y PR4 (15a y d) en plantas (lineas de control y dos
transgénicas independientes que expresan HAHB1: TG-A y TG-B) sometidas a sequia (EH), 4 °C o tratadas con
ACC (precursor de etileno), acido salicilico (SA) o acido abscisico (ABA).

Figura 16. HAHB1 previene la formacion de grandes cristales de hielo

Se extrajeron proteinas apoplasticas y se mezclaron con 26 % de sacarosa y la mezcla se congeld a -80 °C durante
un periodo de algunos minutos; después de eso, las muestras se calentaron gradualmente a 0 °C y a continuacion
se pusieron durante una hora a -8 °C; finalmente, las muestras se observaron y se fotografiaron con un microscopio
optico (x4); A, B, C, cristales formados en presencia de proteinas transgénicas apoplasticas (tres lineas
independientes del genotipo 35S:HAHBT); D, cristales formados en presencia de proteinas de TS apoplasticas; E,
cristales formados en presencia de 26 % de sacarosa sin proteinas.
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Figura 17. Las plantas transgénicas que llevan la construccion 35S:GLUC son mas tolerantes a las
condiciones de congelacion.

a: Caracteristicas morfolégicas de plantas transgénicas que expresan 355:GLUC y plantas de TS en condiciones de
crecimiento normales; se detectaron diferencias no significativas en las caracteristicas morfoldgicas de cinco lineas
F2 independientes de plantas transgénicas (que llevan el gen GLUC, AT4g16260) en comparaciéon con plantas de
control; b: altura del tallo de plantas transgénicas y de TS en etapas de desarrollo posteriores; c: plantas sometidas a
condiciones de congelacién (7 h a -8 °C) y dejadas en condiciones normales (22-24 °C) durante seis dias para la
recuperacion antes tomar la fotografia; se usaron tres lineas independientes en el experimento, cuatro plantas por
maceta de 100 g de tierra (7 x 8 cm). En 17a, genotipos TS y tres transgénicos independientes presentan fenotipos
indistinguibles en condiciones de crecimiento normales mientras que cuando se sometieron a estrés, todas las
plantas de TS mostradas estdan marchitas (17c, las hojas muertas son de un color mas claro) y las plantas
transgénicas muestran tasas de supervivencia muy mejoradas. Porcentaje de supervivientes de cada genotipo
después del tratamiento de congelacion:

Genotipo % de supervivientes
101.3 8
35S5:GLUC 50

Figura 18. Las plantas transgénicas que llevan la construccion 35S:PR2 presentan comportamiento
diferencial en condiciones de congelacion en comparacion con sus homoélogos se TS

a: Caracteristicas morfolégicas de plantas transgénicas y de TS en condiciones de crecimiento normales; se
detectaron diferencias no significativas en las caracteristicas morfoldégicas de cinco lineas F2 independientes de
plantas transgénicas (que llevan el gen PR2/glucanasa/BGL2, AT3g57260) en comparacién con plantas de control;
b: altura del tallo de plantas transgénicas y de TS en etapas de desarrollo posteriores; c: plantas sometidas a
condiciones de congelacion (7 horas a -8 °C) y a condiciones normales (22-24 °C) durante seis dias de recuperacion
antes tomar la fotografia; se usaron tres lineas independientes en el experimento, cuatro plantas por maceta de 100
g de tierra (7 x 8 cm). En 18a, genotipos TS y tres transgénicos independientes presentan fenotipos indistinguibles
en condiciones de crecimiento normales mientras que cuando se sometieron a estrés las plantas de TS se
marchitaron (18c) y las plantas transgénicas también se dafaron bastante como se muestra en c, pero algunas
estan todavia verdes y sanas. Porcentaje de supervivientes de cada genotipo después del tratamiento de
congelacién:

Genotipo % de supervivientes
101,3 8
35S:PR2 17

Figura 19. Las proteinas apoplasticas de girasol se expresan diferencialmente durante la aclimatacion al frio

SDS-PAGE que muestra el patrén de expresion de proteinas apoplasticas obtenidas de plantas aclimatadas durante
a 4 °C en plantas de girasol de 2 semanas de edad; NA: plantas no aclimatadas; A12, A25 y A42 representan
muestras tomadas 12, 25 y 42 dias después de poner las plantas a 4 °C.

Figura 20. Discos de hojas de girasol transformados con 35S:HAHB1 expresan en exceso genes
putativamente relacionados con la respuesta al frio

Se transformaron hojas de girasol con un vector vacio (121) o 355:HAHB1 (HAHB1); se midieron niveles de
transcrito de diferentes respuesta genes por qRT-PCR; se usaron genes ACTINA (ACTINA2 mas ACTIN8) como
controles internos y las desviaciones estandar se calcularon a partir de al menos tres experimentos independientes;
los genes medidos son quitinasa (A), SAG21 (B), ZAT10 (D) y DREB (C) la funcién de cada uno se describe en la
seccién de resultados.

Figura 21. Comparacion de miembros de la clase de proteinas HD-Zip

Se comparé la secuencia del extremo carboxi de HAHB1 con los extremos carboxi de la mayoria de las proteinas
homoélogas de otras especies de plantas encontradas usando el algoritmo blast. a) a d) muestran la secuencia del
extremo C del extremo N al C del extremo C. a) muestra el motivo Cl, d) el motivo Cll. Las secuencias se alinearon
usando el algoritmo clustal (Waterhouse y col., 2009). Para proteinas que no se espera que tengan funciones
similares a HAHb1 o ATHB13, a pesar de la alta homologia en las regiones HD-Zip, hay una divergencia significativa
en el extremo C. Sin embargo, esta comparacién de cada miembro de HD-Zip también muestra algin grado de
conservacion en los motivos Cl y Cll del extremo carboxi. La mayoria de las proteinas homoélogas no estan
funcionalmente caracterizadas, pero la alta homologia en el dominio HD-Zip permite clasificarlas como proteinas
HD-Zip o genes que codifican proteinas HD-Zip. Basandose en el alineamiento, fue posible deducir una secuencia
consenso como se muestra en el presente documento.
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Figura 22. Esquema de proteinas quiméricas que fusionan diferentes dominios HD-Zip

Se usaron proteinas quiméricas que fusionan el dominio HD-Zip de una proteina con el dominio del extremo carboxi
de otra para transformar plantas de Arabidopsis, obtener lineas homocigéticas y analizar fenotipos, especialmente
con respecto a caracteristicas conocidas conferidas por proteinas HAHB1ts, en comparacién, por ejemplo, con las
caracteristicas conocidas y efectos de HAHB4. Lado izquierdo: nombres de las construcciones. Cl y Cll representan
los dos motivos del extremo carboxi conservados de HAHB1. Ext C indica el extremo carboxi de HAHB4 que es
diferente de HAHB1 o sus homdlogos.

Figura 23. Alineamiento de diferentes regiones de HAHB1 frente a la proteina DB no redundante (algoritmo
Blastp)

Las barras en la grafica representan el % de identidad (ID) o similitud (SIM) entre ciertas regiones de HAHB1 y la
proteina mas similar en esa region (blanca), ATHB13 (estampada) y ATHB23 (negra) como se ha calculado por el
algoritmo Blatp. Los diferentes segmentos comparados son: secuencia de HAHB1 completa, los dominios HD-Zip, el
extremo COO completo (CICII), el primer motivo aislado (Cl) y el segundo motivo aislado (Cll). El algoritmo Blastp
calcula estos porcentajes tomando la region con la mayor homologia. Esto se muestra en la tabla a continuacion.

Resumen de alineamientos |
REGION HAHB1

Completa HDZip Cicll

313 100 122

Identidad Similitud Identidad Similitud Identidad Similitud
g/ilrisilar 224/314 (71 %) | 47/314 (78 %) | 92/100 (92 %) | 97/100 (97 %) | 79/121 (65 %) | 84/121 (69 %)
ATHB13 | 192/322 (59 %) | 222/322 (68 %) | 86/100 (86 %) | 91/100 (91 %) | 56/124 (45 %) | 68/124 (54 %)
ATHB23 | 162/316 (51 %) | 199/316 (62 %)| 76/100 (76 %) | 91/100 (91 %) | 50/121 (41 %) | 59/121 (48 %)

Figura 24. Proteinas apoplasticas de plantas transgénicas (35S:PR2) y no mutadas

SDS-PAGE que muestra las proteinas apoplasticas obtenidas de plantas de TS y transgénicas (35S:PR2) no
aclimatadas. Las muestras se aislaron de plantas de 25 dias de edad cultivadas en condiciones normales. La flecha
indica la banda diferencialmente expresada. Se aislaron proteinas apoplasticas de las plantas de TS y transgénicas
cultivadas en condiciones normales y se analizaron por SDS-PAGE. Como puede observarse, aunque las plantas no
se sometieron a estrés al frio, PR2 expresado esta presente en el apoplasto celular en el genotipo transgénico. El
peso molecular de esta banda coincide con el esperado para PR2, pero todavia no se levé a cabo la determinacién
de secuencias.

Figura 25. PR2, PR4 y glucanasa putativas estan reguladas por incremento en discos de hojas de soja y
Nicotiana tabacum transitoriamente transformadas con las construcciones 35S:HAHB1 y 35S:ATHB13.

Se midieron niveles de transcrito de genes de diferente respuesta por qRT-PCR; se usaron genes ACTINA
(ACTINA2 mas ACTIN8) como controles internos y las desviaciones estandar se calcularon a partir de al menos tres
experimentos independientes; los genes medidos para girasol son quitinasa (ic18434), HASAG21 (tc19654),
HAZAT10 (tc16546) y HADREB (tc23839) mientras que para soja fueron GMPR2 (AK285952.1), GMPR4
(AK246040.1) y GM-glucanasa (AY461847.1) y para tabaco NTPR2 (EU867448.1) y NTPR4 (S72452.1)

Figura 26. Plantas homocigoticas que expresan el factor de transcripcion HAHB1 son mas tolerantes a
infeccion por Pseudomonas.

26a: Plantas infectadas con Pseudomonas estan muriendo (el &rea marchitada se muestra con una flecha) mientras
plantas transgénicas son sanas y verdes. 26b es una fotografia de las plantas dos dias después de la infeccién. En
esta fotografia puede verse que las plantas transgénicas no presentan necrosis, visualizada por areas coloreadas
mas brillantes, pero si plantas de TS. 26¢ es una fotografia tomada después de la tincion con azul de Evans (que
colorea el tejido de necrosis). En esta figura también puede apreciarse una diferencia entre genotipos: las plantas de
TS se tifien (areas con manchas marcadas con flechas), pero las transgénicas no se tifien.

Figura 27. Plantas de Arabidopsis homocigoticas que expresan 35S-f8 glucanasa y PR2.

La 35S-B glucanasa (AT4g16260) es uno de los genes diana de HAHB1 identificados en los experimentos de
micromatrices y las plantas que expresan 35S-PR2 son mas resistentes a condiciones de congelaciéon. 121 designa
no mutado (14 % de supervivientes en condiciones de congelacién), 35S-8 glucanasa (62 %), 35S-PR2 (42 %). Las
plantas de control presentan dano grave visualizado como un marcado marchitamiento de la planta completa
después de un tratamiento de congelacién mientras que las transgénicas presentan un mayor porcentaje de tejido
sano, siendo mayor en 35S:glucanasa que en el genotipo 35S:PR2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2531294 T3

Figura 28. PR4 (se muestran tres de cinco lineas independientes) confiere tolerancia a la congelacion
cuando se expresa en exceso y ectopicamente en plantas de Arabidopsis transgénicas.

Se cultivaron plantas en condiciones de control durante 25 dias y a continuacion se trataron 2 horas a -8 °C en
vermiculita/perlita. A continuacién, las plantas se pusieron en condiciones normales durante 6 dias para la
recuperacion antes fotografiarse. Las plantas de control presentan grave dafno visualizado como una marchitamiento
marcado de la planta entera después de un tratamiento de congelacion mientras que las transgénicas (35S:PR4)
presentan un mayor porcentaje de tejido sano. Las plantas transgénicas fueron F2 (heterocigéticas). Porcentaje de
supervivientes de cada genotipo después del tratamiento:

Genotipo % de supervivientes
TS 31
PR4-17 75
PR4-19 75
PR4-6 92
PR4-10 75
PR4-23 50

Figura 29. Estabilidad de la membrana en plantas de ts y transgénicas que expresan PR2 (linea 8, 16 y 18)
medida como conductividad de solucidn salina liberada.

La menor conductancia relativa indica mayor estabilidad de la membrana en plantas 35S:PR2 en comparacion con
plantas TS después de un tratamiento de congelacién. El eje x muestra un tratamiento de “1 hora a -8 °C”.

Figura 30. Estabilidad de la membrana en plantas de ts y transgénicas que expresan glucanasa medida como
conductividad de solucion salina liberada.

Se llevé a cabo la técnica de lixiviacion esencialmente como se describe por Sukumaran y Waiser (1972). Se
cultivaron plantas durante 20 dias en condiciones estandar y a continuacion se regaron con NaCl 50 mM (1 | en una
bandeja de 45 x 45 cm). Una semana después de esto, las plantas se regaron con NaCl 150 y uno semana mas
tarde con NaCl 200 mM. Un dia después de cada riego con solucion salina, se cortaron seis hojas de cada planta y
se lavaron exhaustivamente con agua destilada. Después de esto, las hojas se pusieron en 15 ml de agua
desionizada doblemente destilada con agitaciéon continua en un bafo de agua a 25 °C durante 3 h. Después de la
decantacién se midié la conductancia del extracto acuoso (C1). A continuacién, las hojas se pusieron en un bafo de
agua a 65 °C durante 16 horas con agitacion continua y una hora adicional a 25 °C antes de la medicién de la
conductancia de la soluciéon (C2). La conductancia real se calculé6 como la relacion entre C2/C1 (L = C1/C) y se us6
como indice de lesion. Valores de L superiores a 0,5 indican una grave lesién. El eje y indica “conductancia relativa”.
La menor conductancia relativa en plantas 35S:H1 indica mayor estabilidad de la membrana que en plantas PrH1:H1
y TS después de un tratamiento de congelacién de una hora. En condiciones de control o después de dos horas de
tratamiento de congelacién, no hay diferencia entre genotipos.

Figura 31. Las plantas transgénicas para glucanasa son mas tolerantes al estrés por sequia

Plantas de 25 dias de edad se sometieron a estrés por sequia no regando las plantas durante 7 dias. Se tomaron
fotografias cinco dias después de volver a regar. 5b, 14a y 27a son lineas que llevan el transgén glucanasa. Las
plantas de TS (primera columna de plantas a mano izquierda) estan mas gravemente dafiadas que las plantas
35S:glucanasa (segunda a tercera columnas), como demuestra el marchitamiento en sus hojas. Porcentaje de
supervivientes de cada genotipo después del tratamiento:

Genotipo % de supervivientes
TS 20
5B 46
14A 62
27A 69

Figura 32. Las plantas homocigoéticas que expresan en exceso PR2 son mas tolerantes al estrés por sequia

Este ensayo se realizd esencialmente como el descrito en la Figura 31, pero con las plantas de genotipo 35S:PR2
frente al TS. El marchitamiento en la parte aérea de las plantas de TS (primera columna de plantas a mano
izquierda) muestra que estan significativamente mas afectadas por la sequia que las plantas 35S:PR2 (segunda a
terceras columnas: lineas 8C, 16B, 18B), que muestran tejidos mas sanos. Porcentaje de supervivientes de cada
genotipo después del tratamiento:

Genotipo % de supervivientes
Ts 23
8C 62
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16B 44
18B 50

Figura 33. Plantas de semillero tratadas con ACC, precursor de etileno, se evaluaron para el desarrollo de la
triple respuesta.

Se cuantificé la presencia o ausencia del gancho apical y las proporciones resultantes usadas para comparar el
grado de respuesta en cada linea. Las lineas de Arabidopsis 35SCaMV:HAHB4 fueron casi insensibles a etileno.
H4WCT, HIWCT y H4H1 mostraron una respuesta intermedia. Finalmente, HAHB1 y TS fueron altamente sensibles.
Eje X: lineas, eje Y: plantas sin un gancho apical (proporcion).

Figura 34. Expresion cinética de ATHB13 en plantas sometidas a -8 ¢C

Cinética de induccién de ATHB13 en plantas de semillero de 21 dias de edad puestas a -8 °C durante 3 horas. Se
tomaron muestras a 0, 30, 60, 120 y 180 minutos. Los niveles de transcrito de ATHB13 en hojas de 21 dias de edad
puestas a -8 °C se determinaron por RT-PCR cuantitativa y las desviaciones estandar se calcularon a partir de tres
muestras independientes en las que se usaron transcritos de actina (ACTINA2 mas ACTINA8) como controles
internos; todos los valores se normalizaron con respecto al valor medido a tiempo 0, arbitrariamente asignado un
valor de uno. El eje y muestra veces de induccion.

Descripcion detallada

La presente invencién se describira ahora adicionalmente. En los siguientes fragmentos, diferentes aspectos de la
invencién se definen en mas detalle. Cada aspecto asi definido puede combinarse con cualquier otro aspecto o
aspectos a menos que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier caracteristica indicada como
preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otra caracteristica o caracteristicas indicadas como preferidas
0 ventajosas.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
botanica, microbiologia, cultivo de tejidos, biologia molecular, quimica, bioquimica y tecnologia de ADN
recombinante, que estan dentro de la experiencia de la materia. Tales técnicas se explican completamente en la
bibliografia.

El término estrés/tolerancia al estrés como se usa en el presente documento incluye estrés abiotico y biético. Dicho
estrés/tolerancia al estrés esta seleccionado preferentemente de congelacion, baja temperatura, frio, sequia, alta
salinidad y/o invasion de patégenos. Como se muestra en el presente documento, las plantas transgénicas muestran
tolerancia elevada/potenciada a estos tipos de estreses. La tolerancia puede medirse como se muestra en los
ejemplos. La tolerancia es elevada en comparacion con plantas no mutadas (ts, tipo silvestre). El aumento puede ser
al menos dos veces hasta 10 veces o0 mas.

Los presentes inventores describen una secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
acidos nucleicos de SEC ID N2 1, un fragmento funcional, parte o una variante funcional de la misma. En una
realizacién, la secuencia de &cidos nucleicos aislada comprende o consiste en una secuencia de acidos nucleicos de
SEC ID N2 1.

El término “parte funcional o variante funcional de HAHB1” como se usa en el presente documento se refiere a una
secuencia de genes de variante o parte de la secuencia de genes que retiene la funcién biolégica de la secuencia no
de variante completa, es decir, confiere tolerancia al estrés cuando se expresa en una planta transgénica.
Especificamente, la variante puede ser una secuencia quimérica que codifica el extremo C de HAHB1 como se
describe en el presente documento (o para Cl y/o Cll de HAHB1 o la secuencia consenso), por ejemplo, acoplada al
extremo N de otro miembro de la familia | de HD-Zip. El término “variante” puede también referirse a una secuencia
que codifica una secuencia de péptidos/proteinas que es homéloga a HAHB1 y que muestra homologia en los
dominios HD y LZ y también en los dominios del extremo C (en particular con Cl y Cll como se explica mas
adelante). Una variante funcional también comprende una variante de HAHB1 que es sustancialmente idéntica, es
decir, solo tiene ligeras variaciones de secuencia, por ejemplo, en residuos no conservados, a las secuencias de
HAHB1 y HAHB1 como se muestra en el presente documento y confiere tolerancia al estrés. Una parte funcional
puede ser la secuencia que codifica el motivo Cl y/o ClI.

Los inventores también han mostrado que el promotor de HARB1 como se define en SEC ID N° 1 es eficaz en
detectar condiciones estresantes y puede usarse para conferir expresion génica inducida por estrés a un transgén,
por ejemplo, bajo condiciones de frio, congelacion, baja salinidad o sequia. Asi, los presentes inventores también
desvelan un promotor inducible del estrés que comprende o que consiste en una secuencia de acidos nucleicos de
SEC ID N 1, un fragmento funcional o una variante funcional del mismo. Un promotor es Util para controlar la
expresion transgénica de transgenes en plantas transgénicas transformadas con un gen bajo el control de dicho
promotor. Por consiguiente, los presentes inventores desvelan adicionalmente un vector que comprende una
construccion génica que comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N 1, un fragmento funcional o
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una variante funcional del mismo y para el uso de una secuencia como se define en SEC ID N2 1, un fragmento
funcional o una variante funcional de la misma como promotor inducible del estrés. Ademas, los presentes
inventores desvelan un procedimiento para conferir expresién génica inducida por el estrés en una planta en la que
dicho procedimiento comprende transformar una planta con un casete de expresiéon que comprende una secuencia
de acidos nucleicos de SEC ID N¢ 1, un fragmento funcional o una variante funcional de la misma, operativamente
ligada a una secuencia del gen de interés para la expresién.

Cualquier secuencia del gen de interés puede estar operativamente asociada de este modo para lograr tal expresién
inducida sobre la exposicion de plantas que llevan la construccion a condiciones de estrés apropiadas seleccionadas
de condiciones de congelacion, baja temperatura, sequia por frio y/o de alta salinidad.

Los presentes inventores describen adicionalmente una secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende o
que consiste en una secuencia de &cidos nucleicos de SEC ID N2 7. En otro aspecto, los presentes inventores
también desvelan una secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende o que consiste en una secuencia de
acidos nucleicos de SEC ID N¢ 2. En el presente documento se describe una secuencia de polipéptidos aislada que
comprende o que consiste en una secuencia de SEC ID N2 5.

También se describen vectores que comprenden construcciones de genes que codifican una proteina que confiere
tolerancia al estrés en plantas. Especificamente, se describe un vector que comprende una construccién génica que
codifica la proteina HAHB1 que comprende o que consiste en SEC ID N? 5, una parte funcional o variante de la
misma. En una realizacién, el vector comprende una construccién génica que codifica la proteina HAHB1 que
comprende o que consiste en SEC ID N2 5.

También se describe un vector que comprende una construcciéon génica que comprende una secuencia de acidos
nucleicos de SEC ID N® 2, 6 o 7, una parte funcional o variante funcional de la misma. En particular, la secuencia
comprende o consiste en acido nucleico SEC ID N2 6 o 7. En una realizacion, una secuencia de acidos nucleicos de
SEC ID N2 2, 6 0 7, una parte funcional o variante funcional de la misma esta operativamente ligada a una secuencia
promotora. Por ejemplo, el vector comprende un casete de expresion en el que una secuencia de acidos nucleicos
de SEC ID 6 esta operativamente ligada a un promotor. En otra realizacion, una secuencia de acidos nucleicos de
SEC ID 7 esta operativamente ligada a un promotor.

Un promotor usado en las construcciones génicas de los vectores descritos anteriormente puede ser el promotor de
HAHB1 enddégeno que comprende SEC ID N° 1, una parte funcional o variante funcional del mismo. Por ejemplo, el
vector comprende un casete de expresion en el que una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID 6 o 7 esta
operativamente ligada al promotor de HAHB1 que comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N® 1.
En otra realizacién, un promotor puede ser un promotor que acciona una expresion en exceso constitutiva de un
gen. La expresion en exceso segun la invencion significa que el transgén se expresa a un nivel que es superior a la
expresion accionada por su promotor endégeno. Por ejemplo, la expresidén en exceso puede llevarse a cabo usando
un promotor fuerte, tal como el promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S), el promotor de actina de
arroz o el promotor de ubiquitina de maiz o cualquier promotor que da expresion potenciada. También puede usarse
un promotor inducible por estrés, tal como el promotor de la subunidad pequefia de RubisCO. Esta lista no se
considera limitante ya que el experto podra seleccionar un promotor adecuado.

Por ejemplo, el vector comprende un casete de expresién en el que una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID 6
0 7 esta operativamente ligada al promotor de CaMV35S. Alternativamente, puede lograrse expresion potenciada o
elevada usando potenciadores o activadores de la transcripcion o traduccién y pueden incorporar potenciadores en
el gen para aumentar adicionalmente la expresion. Ademas, puede usarse un sistema de expresion inducible, tal
como un sistema de expresién inducible por esteroide o etanol. También se prevé expresion ectépica, es decir,
expresion génica en un tejido en el que normalmente no se expresa.

También se describe una célula huésped transformada con un vector 0 una secuencia de gen como se describe en
el presente documento. Especificamente se describe una célula huésped que expresa una proteina de SEC ID N° 5,
una parte funcional o variante funcional de la misma. En una realizacion preferida, la célula es una célula de planta.
La célula de planta puede ser una célula de una planta monocotiledénea o dicotiledénea como se ha definido
adicionalmente en el presente documento.

Los presentes inventores demuestran en el presente documento que HAHB1 confiere tolerancia al estrés, por
ejemplo, tolerancia a la congelacion, a plantas transgénicas mediante la induccion de la biosintesis de proteina
anticongelante (PAC), que inhibe la formacién de cristales de hielo.

Por tanto, los presentes inventores describen una planta transgénica transformada con un vector como se describe
en el presente documento o transformada con una secuencia de gen como se describe en el presente documento.
Asi, los presentes inventores describen una planta transgénica que expresa 0 que expresa en exceso un gen que
codifica la proteina HAHB1 de girasol o una variante o parte funcional de la misma. Preferentemente, la proteina
HAHB1 comprende o consiste sustancialmente en una secuencia como se define en SEC ID N° 5, una parte
funcional o variante funcional de la misma. Asi, en una realizacion, la planta transgénica expresa o expresa en
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exceso un gen que codifica la proteina HAHB1 como se define en SEC ID N2 5. Por ejemplo, la planta puede
transformarse con una construccion génica que comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 6 o 7,
una parte funcional o variante funcional de la misma. El acido nucleico que comprende una secuencia de SEC ID N¢
6 o 7 puede estar bajo el control de un promotor como se ha definido anteriormente. En una realizacién, el acido
nucleico que comprende una secuencia de SEC ID N® 6 o 7 esta bajo el control del promotor de HAHB1 que
comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N¢ 1, una parte funcional o variante funcional de la misma.
En otra realizacion, el acido nucleico que comprende una secuencia de SEC ID N? 6 o 7 esta bajo el control del
promotor 35S del CaMV. Como se explica mas adelante, la secuencia del gen también puede ser una secuencia de
gen que codifica un homologo de HAHB1 (con alta homologia en los dominios HD, LZ y CICIl), tal como ATHB13, o
una construccién quimérica que comprende el dominio del extremo C de HAHB1. La planta se caracteriza porque es
mas tolerante a condiciones de estrés en comparacién con su homoélogo no mutado, especificamente a un estrés
seleccionado de congelacion, baja temperatura, frio, sequia, alta salinidad y/o invasién de patégenos. En una
realizacion, el estrés es congelacién.

Los presentes inventores también describen un procedimiento de produccion de una planta tolerante al estrés o que
potencia la tolerancia al estrés de una planta que comprende transformar una planta con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica ATHB13 que comprende una secuencia como se muestra en SEC ID N 64 o una variante
funcional o parte de la misma. Asi, los usos y procedimientos como se describen con respecto ala SECIDN22,6y
7 también se aplican a SEC ID N° 64. Otro ejemplo que puede usarse es ATHB23, un gen que comparte alta
homologia con HAHB1.

La planta transgénica asi obtenida se caracteriza porque muestra tolerancia potenciada al estrés en comparacion
con una planta de control. La planta de control es preferentemente una planta no mutada.

En otro aspecto, los presentes inventores describen un procedimiento de produccion de una planta tolerante al
estrés que comprende transformar una planta con una secuencia de acidos nucleicos como se describe en el
presente documento o un vector como se describe en el presente documento. Los presentes inventores también
desvelan un procedimiento para aumentar la tolerancia al estrés en una planta que comprende transformar una
planta con una secuencia de &cidos nucleicos como se describe en el presente documento o un vector como se
describe en el presente documento.

En una realizaciéon de estos procedimientos, el transgén dirige la expresion de la proteina HAHB1 que comprende
una secuencia de SEC ID N2 5. Por ejemplo, la transformacion puede ser usando un &acido nucleico que comprende
una secuencia de SEC ID N® 6 o 7. Esta secuencia puede estar bajo el control del promotor del gen HAHB1 que
comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N? 1, una parte funcional o variante funcional de la misma
o bajo el control del promotor 35S del CaMV. El transgén también puede dirigir la expresién de una parte de la
proteina HAHB1 (por ejemplo, el extremo C fusionado con el extremo N de otra proteina HD-Zip) o de un homdélogo
de HAHB1, por ejemplo, ATHB13.

A propésito de los aspectos anteriores, la tolerancia al estrés esta seleccionada de tolerancia al estrés abiético o
bidtico. El estrés abiodtico esta seleccionado de congelacion, baja temperatura, frio, sequia y/o condiciones de alta
salinidad. El estrés bidtico es estrés producido por organismos patégenos, tales como patégenos bacterianos o
fungicos (véase el Ejemplo 16y la Figura 26).

En otro aspecto, los presentes inventores desvelan una planta obtenible u obtenida mediante un procedimiento
como se describe en el presente documento.

En otro aspecto, los presentes inventores desvelan el uso de una secuencia de acidos nucleicos o uso de un vector
como se define en el presente documento en conferir elevada tolerancia al estrés en una planta. En una realizacién,
la secuencia usada es un acido nucleico que comprende una secuencia de SEC ID N° 6 o 7. Esta secuencia puede
estar bajo el control del promotor de HAHB1 que comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N¢ 1,
una parte funcional o variante funcional de la misma, o bajo el control del promotor 35S del CaMV. Dicha tolerancia
al estrés estd seleccionada de tolerancia al estrés abidtico o bidtico. El estrés abidtico esta seleccionado de
congelacién, baja temperatura, tolerancia al frio, sequia y/o condiciones de alta salinidad. El estrés bittico es
invasion por un patégeno, por ejemplo, Pseudomonas.

Como se muestra en el presente documento, la planta en la que un vector o secuencia como se define en el
presente documento se introduce puede ser Arabidopsis. Los inventores han mostrado que la secuencia del gen
HAHB1 de girasol puede dirigir la expresion de la proteina HAHB1 en Arabidopsis. Ademas, los inventores han
mostrado que la expresion transgénica de 35S:HABH1 y la expresion de 35S:ATHB13, respectivamente, en otras
plantas o tejido de planta produce la regulacién por incremento de los genes diana esperados, proporcionando asi
evidencia de que tanto HABH1 como ATHB13 son eficaces en huéspedes de plantas exdgenos y que la expresién
transgénica de HABH1 y ATHB13 tiene aplicacion universal en plantas genéticamente manipuladas. El experto asi
sabria que la invencion no se limita a Arabidopsis, soja o tabaco que se usan como ejemplos no limitantes en los
experimentos en el presente documento. El experto sabria que puede usarse cualquier planta monocotiledénea o
dicotiledénea. Una planta dicotiledénea puede seleccionarse de las familias que incluyen, pero no se limitan a,
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Asteraceae, Brassicaceae (por ejemplo, Brassica napus), Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Legomainosae
(Caesalpiniaceae, Aesalpiniaceae, Mimosaceae, Papilionaceae o Fabaceae), Malvaceae, Rosaceae o Solanaceae.
Por ejemplo, la planta puede seleccionarse de lechuga, girasol, Arabidopsis, brocoli, espinaca, sandia, calabacin,
col, tomate, patata, pimiento, tabaco, algodoén, ocra, manzana, rosa, fresa, alfalfa, judia, soja, haba panosa (fava),
guisante, lenteja, cacahuete, garbanzo, albaricoque, peras, melocoton, vid o especies citricas. En una realizacién, la
planta es colza oleaginosa.

También se incluyen cultivos de biocombustible y bioenergia tales como cafa de azlcar, colza oleaginosa/canola,
linaza y sauce, chopo, hibridos de chopo, césped de pradera, Miscanthus o gimnospermas, tales como pino taeda.
También se incluyen cultivos para forraje (por ejemplo, maiz forrajero), pastoreo o pienso (céspedes, trébol,
esparceta, alfalfa), fibras (por ejemplo, algodén, lino), materiales de construccion (por ejemplo, pino, roble),
reduccion a pulpa (por ejemplo, chopo), materias primas para la industria quimica (por ejemplo, colza oleaginosa con
alto &cido erucico, linaza) y para fines de servicios (por ejemplo, hierbas de césped para campos de golf),
ornamentales para jardines publicos y privados (por ejemplo, boca de dragén, petunia, rosas, geranio, Nicotiana sp.)
y plantas y flores cortadas para el hogar (violetas africanas, begonias, crisantemos, geranios, plantas de Coleus
spider, Dracaena, planta de caucho).

Una planta monocotiledénea puede, por ejemplo, seleccionarse de las familias Arecaceae, Amaryllidaceae o
Poaceae. Por ejemplo, la planta puede ser un cultivo de cereal, tal como trigo, arroz, cebada, maiz, avena, sorgo,
centeno, cebolla, ajo puerro, mijo, trigo sarraceno, hierba de césped, hierba de centeno italiano, césped de pradera,
Miscanthus, cafa de azucar o especie Festuca.

Preferentemente, la planta en la que una secuencia o vector de la invencién se introduce es una planta de cultivo.
Por planta de cultivo se indica cualquier planta que se cultiva a escala comercial para consumo o uso humano o
animal u otro uso no de alimento/pienso.

Plantas preferidas son maiz, tabaco, trigo, arroz, colza oleaginosa, sorgo, soja, patata, tomate, cebada, guisante,
judia, haba panosa, algodén, lechuga, brécoli u otras brasicas vegetales o chopo.

Una secuencia o vector descrito en el presente documento que codifica la proteina HAHB1 se introduce como
transgén en la planta. Esto puede llevarse a cabo por diversos procedimientos como se conocen en el campo de la
ingenieria genética de plantas, por ejemplo, usando transformacién con Agrobacterium o bombardeo con particulas.

El gen puede ser un gen exdgeno, tal como HAHB1 de girasol, expresado en una especie de planta diferente.
Alternativamente, la invencién también se refiere a usar un gen endégeno que expresa un homologo de HAHB1, es
decir, un gen que codifica un homdlogo de HAHB1 que es enddgeno para la planta en la que se introduce y expresa
0 expresa en exceso. Como se explica en cualquier parte en el presente documento, el gen homélogo muestra alta
similitud de secuencias en los dominios HD y LZ, pero también en los dominios del extremo C (Cl y CII) ya que los
dominios del extremo C parecen cruciales en conferir funcién de HAHB1.

Los presentes inventores describen la medicion de varios parametros seleccionados en plantas transformadas con
una construcciéon que lleva el gen HAHB1 bajo el control de un promotor constitutivo, tal como el promotor 35S,
operativamente ligado a la secuencia codificante de la proteina HAHB1, o una variante, analogo, homodlogo u
ortélogo adecuado de la misma, denominado generalmente en el presente documento HAHB1, para producir una
construccion titulada 35S:HAHB1, o bajo el control de un promotor del gen HAHBT, una variante, analogo, homoélogo
u ortélogo adecuado de la misma, generalmente denominada en el presente documento promHAHB1:HAHB1. La
comparacién, usando aquellos parametros, de estas plantas con plantas transformadas con una construccién de
control, por ejemplo, pBl 121, se describe en mas detalle en la secciéon experimental mas adelante, y se denomina
en el presente documento “TS”. La comparacién confirma que el aumento en la tolerancia a la congelacién
observado en las plantas que comprenden la construccién de HAHB1, bajo el control de cualquier promotor, es
debido a la accién de la PAC inducida, y que esto ayuda por ultimo lugar a conservar la estabilidad de la membrana
y el contenido de clorofila, ademas de a inhibir la formacién de cristales de hielo y el dafio en las plantas
recombinantes.

Se ha informado previamente que es comun observar las penalizaciones del desarrollo y morfologicas en las plantas
transgénicas que llevan factores de transcripcién controlados por promotores constitutivos tales como 35S del CaMV
como transgenes (Arce y col., 2008 y referencias en su interior). Estas penalizaciones se producen probablemente
por los costes metabdlicos generados por la activacion de la biosintesis de proteinas especificas, innecesaria en
condiciones de crecimiento normales. En este sentido, HAHB1 parece retardar muy ligeramente la tasa de desarrollo
en las etapas de desarrollo tempranas de plantas transformadas con la construccion 35S:HAHB1, pero esta
caracteristica desaparece casi completamente después en el ciclo de vida de la planta transformada. No se
observaron caracteristicas negativas morfolégicas o de desarrollo en plantas transgénicas transformadas con la
construccion promHAHB1:HAHB1, que indica que en estas plantas el gen se expresa a un nivel muy bajo en
ausencia de estrés medioambiental. Aparentemente, estos niveles de transcrito no son suficientes para producir los
altos costes metabdlicos, pero suficientes para lograr la respuesta de tolerancia a la congelacién deseada.
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Es importante distinguir la diferencia entre condiciones frias y de congelacion debido a que las consecuencias y las
respuestas desencadenas por las plantas no son las mismas en estos dos estreses distintos. La congelacion
prolongada produce muerte tisular y, por ultimo lugar, la muerte de la planta, mientras que el frio prolongado produce
aclimatacion de la planta y detencion del desarrollo. En plantas de Arabidopsis, tanto de TS como transgénicas
segun la presente invencion, incubadas durante varios meses a 4 °C, las plantas sobreviven cuando se ponen en
condiciones normales. La posterior exposicion de estas plantas aclimatadas a condiciones de congelacion
demuestra la potenciada supervivencia de las plantas aclimatadas en comparacién con plantas no aclimatadas. A
pesar de no ser capaz de detectar una diferencia en la supervivencia en condiciones frias entre las plantas de TS
aclimatadas y transformadas con HAHB1 aclimatadas, los presentes inventores podrian medir una diferencia
significativa, tanto en contenido de clorofila como en estabilidad de la membrana entre genotipos, indicando asi una
tolerancia mejor conseguida por el genotipo transgénico.

Por otra parte, los tratamientos de congelacion detectaron un mayor porcentaje de supervivencia, tanto en etapas
vegetativas como reproductivas, para las plantas transformadas con HAHB1 en comparacién con plantas de TS,
reforzando los resultados obtenidos durante el frio. En su conjunto, las observaciones confirman que la
transformacién con HAHB1 confiere a las plantas tanto tolerancia a la congelacion como tolerancia al frio.

Ademas de la congelacion, o frio, la sequia o altas concentraciones de sales, por ejemplo, también producen estrés
a las plantas. Sin embargo, la tolerancia de las plantas a diferentes tipos de estreses abiodticos no se confiere
necesariamente mediante mecanismos relacionados y de hecho se produce mediante diferentes rutas de
transduccion de sefiales. Asi, no puede esperarse que un gen que confiere, cuando se expresa, un tipo de estrés,
pueda también conferir un tipo diferente de estrés. En particular e inesperadamente, los presentes inventores
demuestran en el presente documento que HAHBT actia potenciando las respuestas de tolerancia en plantas a tres
de estos factores de estrés diferentes - congelacion, sequia y alta sal. Las plantas transgénicas HAHB1 son mas
tolerantes a la sequia y alta salinidad que los controles no transformados, que indica que la proteina HD-Zip esta
actuando algo concomitantemente en varias respuestas de estrés abidtico, al menos cuando se expresa
constitutivamente. Los datos de micromatrices confirman esto, ya que varios genes previamente descritos como que
participan en tolerancia al estrés abiético, tales como DREB, estan fuertemente inducidos en plantas ectépicamente
transgénicas y que expresan constitutivamente HAHB1.

Ademas, como se muestra en los ejemplos, las plantas transgénicas HAHB1 son mas tolerantes a la invasion por
patégenos, por ejemplo, Pseudomonas.

Las respuestas de tolerancia estan conservadas entre especies. En centeno de invierno, una de las especies mas
caracterizadas con respecto a la respuesta a la congelacion, proteinas anticongelantes homoélogas a aquellas
detectadas en la micromatriz de Arabidopsis, son por ultimo lugar responsables de esta tolerancia. Por otra parte,
aunque hay datos gendmicos limitados disponibles para girasol, los presentes inventores fueron capaces de
identificar algunos genes (homdlogos a aquellos detectados en la micromatriz) que muestran mayores niveles de
expresion en hojas de girasol transitoriamente transformadas. Los ensayos de aclimatacion indican un resultado
coherente porque los patrones de proteinas de apoplasto cambian tanto en Arabidopsis como en girasol cuando las
plantas se ponen a 4 °C. En la seccién de Procedimientos experimentales en el presente documento, los presentes
inventores proporcionan datos de experimentos de recristalizacion que muestran que extractos de apoplastos de
plantas transgénicas son mas eficaces en prevenir la formacién de cristales de hielo que los extractos de apoplastos
de plantas de control.

Los presentes inventores también muestran que las proteinas PR de Arabidopsis, aunque funcionan en respuestas
antipatdgenas, actlan en la respuesta anticongelante. Las plantas que expresan en exceso HAHB1 y, por separado,
PR2, PR3 y glucanasa se probaron en condiciones de congelacién y estos genotipos fueron mas tolerantes a la
congelacién que las plantas de control (is). Sin desear cefirse a teoria alguna, es posible, por una parte, que un
grupo de proteinas anticongelantes pueda actuar cooperativamente para lograr una tolerancia 6ptima y solo si
HAHB1 esta presente se expresan todos ellos. Por otra parte, basandose en los datos presentados en el presente
documento, algunas de estas proteinas PR pueden ser capaces de conferir tolerancia a la congelacién por si
mismas si se expresan altamente. Como se muestra en el Ejemplo 10 y las Figuras 27 a 32, la expresion en exceso
de PR2, PR4 y B-glucanasa confiere tolerancia a condiciones de congelacién en comparaciéon con la no mutada.
Ademas, también se observé tolerancia a la salinidad elevada. Asi, el expresar PR2, PR4 y B-glucanasa en una
planta transgénica puede conducir a aumentar la resistencia al estrés. La expresion puede ser del promotor
enddgeno o cualquier otro promotor definido en el presente documento, por ejemplo, un promotor adecuado para la
expresion en exceso.

Asi, en otro aspecto, los presentes inventores desvelan un procedimiento para producir una planta tolerante al estrés
0 que potencia la tolerancia al estrés de una planta que comprende transformar una planta con una secuencia de
acidos nucleicos que codifica PR2. La secuencia puede comprender SEC ID N¢ 66, un homologo o variante de la
misma. Dicha tolerancia es preferentemente tolerancia a la congelacion o tolerancia a la sequia. También se desvela
una planta obtenida por este procedimiento. También se desvela el uso de una secuencia de acidos nucleicos que
codifica PR2 aumentando/confiriendo tolerancia al estrés.
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En otro aspecto, los presentes inventores describen un procedimiento de produccion de una planta tolerante al
estrés o que potencia la tolerancia al estrés de una planta que comprende transformar una planta con una secuencia
de acidos nucleicos que codifica glucanasa. La secuencia puede comprender SEC ID N2 65, un homoélogo o variante
de la misma. Dicha tolerancia es preferentemente tolerancia a la congelacién o tolerancia a la sequia. También se
describe una planta obtenida por este procedimiento. También se describe el uso de una secuencia de acidos
nucleicos que codifica glucanasa aumentando/confiriendo tolerancia al estrés.

En otro aspecto, los presentes inventores describen un procedimiento de produccion de una planta tolerante al
estrés o que potencia la tolerancia al estrés de una planta que comprende transformar una planta con una secuencia
de acidos nucleicos que codifica PR4. La secuencia puede comprender SEC ID N® 67, un homélogo o variante de la
misma. Dicha tolerancia es preferentemente tolerancia a la congelaciéon o tolerancia a la sequia. También se
describe una planta obtenida por este procedimiento. También se describe el uso de una secuencia de acidos
nucleicos que codifica PR4 aumentando/confiriendo tolerancia al estrés.

En otro aspecto, los presentes inventores describen un procedimiento de identificacién de una secuencia de &cidos
nucleicos que confiere tolerancia al estrés cuando se introduce en una planta, que comprende usar una secuencia
de acidos nucleicos que comprende una secuencia de SEC ID N% 1, 2, 6, 7, o una parte de la misma o una
secuencia que codifica una secuencia que tiene homologia con la secuencia de SEC ID N2 11, 12 0 14, o un acido
nucleico que codifica toda o una parte seleccionada de SEC ID N2 8 o 13 o un &cido nucleico que codifica toda o
una parte seleccionada de SEC ID N9 5, para sondar un genoma de la planta o clones genémicos de plantas en una
biblioteca. Las secuencias también pueden usarse para sondar una biblioteca electronica, identificando asi
secuencias con homologia usando bioinformatica.

La divulgacion también se refiere a una secuencia de acidos nucleicos aislada obtenida u obtenible mediante el
procedimiento descrito anteriormente.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a la secuencia de acidos nucleicos homdloga a la secuencia de HAHB1
como se define en SEC ID N° 6 o 7 en la que dichas secuencias de genes pueden conferir tolerancia al estrés
cuando se introducen y expresan en una planta.

Preferentemente, dicha secuencia de &cidos nucleicos homoéloga muestra al menos el 80 %, preferentemente al
menos el 90 %, mas preferentemente al menos el 95 % de homologia con la secuencia de HAHB1 que comprende
SECIDN?6o07.

La secuencia de acidos nucleicos homéloga se caracteriza porque codifica una proteina que tiene en su region del
extremo N un homeodominio con homologia con el consenso como se muestra en SEC ID N2 14.

La secuencia también comprende una cremallera de leucina. La cremallera de leucina ya se ha definido, es decir, en
la base de datos de CDD, en la que se identifica con este nombre: PSSM Id: 121415.

Ademas, la secuencia de acidos nucleicos homologa se caracteriza porque codifica una proteina que tiene una
secuencia del extremo C con homologia con la secuencia del extremo C de HAHB1 como se muestra en SEC ID N¢
8. Ademas, la secuencia de acidos nucleicos homologa se caracteriza porque codifica una proteina que tiene una
secuencia del extremo C que comprende una secuencia con homologia con la secuencia consenso como se
muestra en SEC ID N2 11 y/o 12. Preferentemente, dicha homologia es al menos el 80 %, preferentemente al menos
el 90 %, mas preferentemente al menos el 95 % de homologia con la secuencia de HAHB1 que comprende SEC ID
Ne 11,

A partir de la informacién proporcionada en el presente documento, un experto apreciara la presencia de dominios
conservados y sabra que basandose en la informacion de secuencias proporcionada, también pueden disefarse
cebadores para ayudar en la identificacion de homdlogo.

Ademas de la homologia de secuencias de proteinas y la funcién bioldgica de conferir tolerancia al estrés cuando se
expresa en una planta por tecnologia de transgén, una secuencia homdloga también puede identificarse debido a
que muestra similitud con HAHB1 con respecto al patron de expresion dirigido por sus promotores y el
comportamiento en sacarosa.

Debido a la informacion de secuencias detallada disponible, también es posible identificar secuencias homoélogas de
bases de datos existentes usando bioinformatica. Una vez se han identificado asi las secuencias homologas, es
posible disefar oligonuclettidos para amplificar los ADNc respectivos usando ARN aislado de la planta elegida en
una condicion en la que el gen se expresa. Después de la amplificacién, el segmento de ADN puede clonarse en un
vector adecuado que va a comprobarse por determinacion de secuencias (multicopia) y subclonarse en un vector
adecuado para la transformacion de plantas dirigida por un promotor seleccionado. Si se quiere un promotor del
homologo, es necesario amplificarlo por PCR o alternativamente aislar el gen completo de una biblioteca genémica.
El aislamiento de una biblioteca genémica es obligado cuando la secuencia completa es desconocida y solo se
conoce un segmento parcial para construir una sonda. De la misma forma, el ADNc puede aislarse de una biblioteca
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de ADNC si tal biblioteca y una sonda adecuada estan disponibles. El gen asi identificado puede entonces usarse en
el procedimiento descrito mas adelante.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento de producciéon de una planta tolerante al estrés o que
potencia la tolerancia al estrés de una planta que comprende transformar una planta con una secuencia de acidos
nucleicos homdéloga como se ha descrito anteriormente.

La clasificacién de proteinas HD-Zip en cuatro subfamilias esta soportada por las cuatro siguientes caracteristicas
distintivas: conservaciéon del dominio HD-Zip que determina las especificidades de union de ADN, estructuras
génicas, motivos conservados adicionales y funciones.

Los miembros de la familia de HD-Zip presentan un motivo LZ justo en la direccion 3' desde el motivo HD. Los dos
motivos estan presentes en factores de transcripcion que pertenecen a otros reinos eucariotas, pero su asociacion
entre si en una Unica proteina es Unica para las plantas. EI HD es responsable de la unién especifica a ADN
mientras que LZ actla de motivo de dimerizacion. Las proteinas HD-Zip se unen a ADN como dimeros, y la
ausencia de LZ abole absolutamente su capacidad de unién, que indica que la orientacion relativa de los
mondémeros, accionada por este motivo, es crucial para un reconocimiento eficaz de ADN.

En Arabidopsis, la subfamilia | estd compuesta por diecisiete miembros (ATHB1/HAT5, 3/HAT7, 5, 6, 7, 12, 13, 16,
20, 21, 22, 23, 40, 51, 52, 53, 54). Los subconjuntos | de HD-Zip de genes (en Arabidopsis) comparten su
distribucion de intrones/exones segun sus relaciones filogenéticas. El peso molecular de las proteinas codificadas es
aproximadamente 35 kDa y presentan un HD altamente conservado y un LZ menos conservado. No se ha descrito
otra similitud o la presencia de motivos conservados adicionales, a huestro conocimiento.

Una descripcién in vitro completa, que consiste en ensayos de seleccion de sitios de unién ayudada por PCR y de
huella genética, determiné que todas las proteinas codificadas por los genes de | de HD-Zip y probados, reconocen,
como dimeros, la secuencia pseudopalindrémica CAAT(A/T)ATTG (Ariel y col., 2007).

Alineando las 15 proteinas de la subfamilia | de HD-ZIP de Arabidopsis homologas es posible obtener un consenso
relativamente bueno para el homeodominio, pero no para la cremallera de leucina. La definicion de la ultima
depende de una conservacion de leucinas y ciertos otros residuos con atencion especial a la posicion relativa, por lo
que los porcentajes de homologia tienden a ser muy bajos (la conservacion se define principalmente
estructuralmente por las posiciones de las leucinas).

En un alineamiento de 15 proteinas de clase | de HD-Zip de Arabidopsis thaliana, los porcentajes son mucho
mayores para el homeodominio que para el dominio de cremallera de leucina.

La expresion de los genes de la clase | de HD-Zip que se han caracterizado indica que su expresion esta regulada
por factores externos como sequia, temperaturas extremas, estreses osmoticos y condiciones de iluminacion, y es
especifica para diferentes tejidos y érganos de la planta. Su funcién como factores de transcripcion esta relacionada
con los acontecimientos de desarrollo en respuesta a tales condiciones medioambientales, particularmente aquellos
en los que factores abidticos generan estrés pero no necesariamente confieren tolerancia a tales estreses. Ni, para
aquellos factores que confieren tolerancia, puede predecirse, a priori, a qué estrés conferiran resistencia.

Diferentes subconjuntos de genes | de HD-Zip de Arabidopsis que poseen una estrecho parecido filogenético
presentan patrones de expresion de érganos comunes y son sensibles a los mismos factores medioambientales.

ATHB1, el primer miembro aislado, actia de mediador en la determinacion del destino de células de la hoja,
mientras que ATHB16 participa en la sefalizacion de la percepcion de luz azul. Se propuso otro grupo de genes que
participaba en respuestas al estrés relacionado con ABA y abiético. Se obtuvieron muestras de estudios de
expresion y plantas transgénicas, que indican que ATHB7, 12, 5 y 6 estan regulados por incremento o por
disminucion por condiciones de déficit de agua y/o ABA externamente aplicado. Bajo el efecto de estos estimulos,
los genes | de HD-Zip se comportan como reguladores del desarrollo y del crecimiento. El gen HAHB4 de girasol,
por su parte, confiere tolerancia a la sequia a plantas de Arabidopsis transgénicas cuando se expresa bajo el control
de promotores constitutivos o inducibles de sequia, pero no ATHB7 y ATHB12, ain cuando son los genes mas
relacionados en Arabidopsis, excepto por el extremo C. Como la secuencia del genoma de girasol no esta
disponible, y considerando que HAHB4 no se comporta como lo hace ATHB7 o 12, es lo méas probable que no sean
genes ortélogos, aunque presenten una alta homologia de secuencias y estén regulados por los mismos factores
externos.

La expresion en exceso de ATHBS3, 13, 20 o 23 sugiere que estos genes participan en la regulacién del desarrollo de
cotiledones y hojas, aun cuando ATHB13 y ATHB23 son los genes de Arabidopsis que presentan la mayor
homologia con HAHB1.

Los genes | de HD-Zip han evolucionado por una serie de duplicaciones de genes a una complexidad considerable,
produciendo subconjuntos de genes paralogos que comparten distribucion de intrones/exones, secuencias de
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aminoacidos y patrones de expresion. La expresion ectépica de cada subconjunto | de HD-Zip de genes provoca
diferentes efectos fenotipicos.

Los inventores investigaron por qué las proteinas | de HD-Zip, que todas se unen a las mismas secuencias de ADN
(una caracteristica determinada por la hélice Ill del dominio HD) y tienen patrones de expresion similares, participan
sin embargo en diferentes rutas de transduccién de sefales e incluso ejercen diversas funciones.

Los presentes inventores han mostrado en el presente documento que una comparacion de cada miembro HD-Zip
muestra un alto grado de conservacion en la region del extremo carboxi de proteinas que pertenecen a diferentes
especies (véase el alineamiento proporcionado como Figura 21 en el presente documento).

La subfamilia | puede dividirse en varios grupos segun la conservacion en el dominio del extremo carboxi. Todos los
miembros comparten homologia en el dominio HD-Zip, pero cuando se realiza el alineamiento con las proteinas
completas codificadas, pueden visualizarse varios grupos (arbol filogenético) que se diferencian entre ellos en el
extremo carboxi.

A pesar del alto grado de conservacién presentado en esta regiéon, no se ha detectado similitud con ningun otro
motivo conocido, a pesar de un profundo analisis bioinformatico. HAHB1 comparte esta similitud con proteinas de
especies variadas y distantes. Sin desear cefiirse a teoria alguna, los inventores creen que la region del extremo C
proporciona un dominio de interacciéon proteina-proteina desordenado, y la interaccion de este dominio con otras
proteinas diversas determina la funcién de la proteina.

Los inventores han mostrado en el presente documento que sin el dominio HD-Zip, el extremo COO de HAHB1 no
funciona auténomamente. También han mostrado que HD-Zip de HAHB4 (con su extremo COO delecionado)
fusionado con el extremo COO de HAHB1, parece comportarse como HAHB1. Todos los miembros | de HD-Zip
caracterizados hasta ahora se unen a la misma secuencia de ADN. Por tanto, se cree que el extremo COO de
HAHB1 fusionado con la region HD-Zip de cualquier dominio HD-Zip de la subfamilia | actta de HAHB1 funcional.

De los experimentos mostrados en el presente documento, puede observarse que es la regién del extremo C (CICII)
la que confiere funcién de proteina. La diversidad en el extremo C de los miembros de la familia | de HD-Zip parece
asi explicar las diferentes funciones y efectos del desarrollo de estas proteinas. Por tanto, también pueden usarse
construcciones quiméricas que comprenden el extremo COO de HAHB1 fusionado con la regién HD-Zip de cualquier
dominio HD-Zip de la subfamilia | que actia de HAHB1 funcional en los procedimientos para conferir elevada
tolerancia al estrés abiético y biético como se describe en el presente documento.

En tal construccién quimérica, la region del extremo N se caracteriza porque comprende un homeodominio con
homologia con la consenso como se muestra en SEC ID N2 14 (que se obtuvo de la subfamilia 1), asociada en su
extremo C a una cremallera de leucina. Ademas, este homeodominio conservado puede unirse a la secuencia
palindromica CAAT(A/T)ATTG que es caracteristica para esta subfamilia y se diferencia de las secuencias unidas
por miembros de otras subfamilias.

Por tanto, en otro aspecto, los presentes inventores desvelan una secuencia de acidos nucleicos aislada que
comprende o0 que consiste en una secuencia como se define en SEC ID N° 8, 9, 10, 11, 12 o 13. También se
desvelan vectores que comprenden tales secuencias.

En otro aspecto, los presentes inventores desvelan una construccién de genes quimérica que comprende una
secuencia de &cidos nucleicos que codifica la secuencia del extremo N de una proteina HD Zip, una parte de la
misma o una secuencia que comprende un motivo consenso del extremo N de la subfamilia I, operativamente
asociado a una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia que comprende el extremo C de HAHB1,
parte de la misma o una secuencia que comprende el motivo consenso del extremo C de HAHB1.

La divulgacion también se refiere a un polipéptido codificado por esta construccién de genes. El polipéptido puede
conferir tolerancia al estrés en una planta en la que se introduce un gen que expresa tal polipéptido.

En una realizacién de este aspecto de la divulgacion, la secuencia del extremo C de dicho polipéptido comprende o
consiste en SEC ID N2 8, 9 y/o 10. En otra realizacion, la secuencia del extremo N de dicho polipéptido comprende o
consiste en SEC ID N® 14 o una secuencia con homologia con la secuencia consenso de SEC ID N? 14. Dicha
homologia es al menos del 80 %, preferentemente al menos del 90 %, mas preferentemente al menos del 95 % o del
98 %. En otra realizacién, el polipéptido tiene la secuencia del extremo N de una proteina HD-Zip de la subfamilia | o
el motivo consenso del extremo N operativamente asociado a una secuencia que comprende 0 que consiste en una
secuencia como se define en SEC ID N? 11 y/o SEC ID N® 12 o una secuencia con homologia con el motivo
consenso del extremo C como se define en SEC ID N2 11 y/o el motivo consenso del extremo C como se define en
SEC ID N 12. Dicha homologia es al menos del 80 %, preferentemente al menos del 90 %, mas preferentemente al
menos del 95 % o del 98 %.
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En otra realizacion, el extremo N de dicho polipéptido es el extremo N de HAHBA4.
La divulgacion también se refiere a un procedimiento para conferir tolerancia al estrés como se define en el presente
documento en una planta que comprende introducir y expresar en una planta una construccién de genes quimérica
anterior que codifica un polipéptido o proteina como se ha definido anteriormente.

Ejemplos

Habiendo descrito generalmente la invencién desvelada en el presente documento, que incluye procedimientos por
los que aquellos expertos en la materia podrian hacer y usar la invencién, los siguientes ejemplos se proporcionan
para extender adicionalmente esta descripcion, para permitir a aquellos expertos en la materia poner en practica la
presente invencion, que incluye su mejor modo. Sin embargo, los detalles especificos de los ejemplos que siguen no
son limitantes. Mas bien, para una apreciacion del alcance de la invencién contemplado en el presente documento,
debe hacerse referencia a las reivindicaciones adjuntas y los equivalentes de las mismas.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTAL

A menos que se establezca expresamente de otro modo, los siguientes materiales y procedimientos se utilizaron en
los ejemplos no limitantes que siguen:

A. Construcciones

35SCalMV:HAHB1: El ADNc se aislé de una biblioteca construida en lambda gt10 como se ha descrito previamente
(Chan & Gonzalez, 1992, y la secuencia se proporcioné a GenBank, véase el n® de acceso L22847, y SEC ID N¢: 2:
en el presente documento para la secuencia de acidos nucleicos y SEC ID N2: 5: en el presente documento para la
secuencia de proteinas traducida). Este fragmento se cloné en el sitio EcoRI del vector pMTL22 y se limitd con
BamHl/Sacl con el fin de clonarlo en el vector pBl 121 previamente tratado con las mismas enzimas. De esta forma,
la expresion de ADNc estéa controlada por el promotor 35S del CaMV.

HAHB1:GUS: La region promotora (SEC ID N2 1: en el presente documento) se aisl6 de una biblioteca genémica de
BAC usando como sonda el primer intrén (SEC ID N°: 3: en el presente documento) del gen previamente aislado por
PCR usando dos oligonucleétidos especificos. El inserto de BAC de aproximadamente 125 kbp se limitd con varias
enzimas, se sometio a electroforesis y se hibridé en una transferencia Southern con la misma sonda. Se subcloné un
fragmento Hindlll de 2000 pb positivo en el vector pUC119 y se secuencid. El inserto presentdé una secuencia
codificante parcial mas la regiéon promotora. La regién promotora se amplific6 por PCR con los oligonucleétidos
PromHAHB1 (Tabla a) y PR (Tabla a) y se cloné en el vector TOPO (Invitrogen). A continuacion, este plasmido se
limité con Xbal y BamHl| y finalmente se clond en el vector pBI101.3. De esta forma, un promotor de HAHB1 dirige la
expresion del gen indicador GUS. Esta construccion se llamé RAHB1:GUS.

promHAHB1:HAHB1: HAHB1:GUS se limit6 con BamHl/Sacl y el ADNc de HARB1 se cloné en el vector, reponiendo
el gen GUS. De esta forma, la expresién de HAHB1 esta controlada por su propio promotor.

Estas tres construcciones, ademas de pBI121 y pBI101.3 (usadas como controles), se usaron para transformar
células DH5a de Escherichia coliy luego Agrobacterium tumefaciens.

Ambos, glucanasa y PR2 de Arabidopsis, se clonaron del siguiente modo: se amplific6 ADN genémico de
Arabidopsis (Col 0) con los oligonucleétidos glucanasa CDS-R/glucanasa CDS-F y PR2 CDS-R/PR2 CDS-F. La
secuencia de los oligonucleétidos usada para la glucanasa se muestra en el listado de secuencias en el presente
documento como SEC ID N° 23 y 24. La secuencia de los oligonucleétidos usada para PR2 se muestra en el listado
de secuencias en el presente documento como SEC ID N2 21 y 22.

Una vez se obtuvieron los segmentos de ADN, se clonaron en el vector pBl121 previamente limitado con
BamH1/Sacl reponiendo el gen que codifica GUS. Al igual que con las otras construcciones, la clonacién se realizé
en células de E. coli y a continuaciéon se transformaron células de Agrobacterium. A continuacion, las plantas de
Arabidopsis se transformaron siguiendo el procedimiento de inmersién floral.

B. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se comprd Arabidopsis thaliana Heyhn. ecotipo Columbia (Col-0) de Lehle Seeds (Tucson, AZ). Las plantas se
cultivaron directamente en tierra en una camara de crecimiento a 22-24 °C bajo fotoperiodos de dia largo (16 h de
iluminacion con una mezcla de lamparas fluorescentes blancas frias y GroLux) a una intensidad de
aproximadamente 150 pE m? s en macetas de 8 cm de diametro x 7 cm de altura durante los periodos indicados
en las figuras.

Se cultivaron semillas de Helianthus annuus L. (girasol cv. contiflor 15, de Zeneca) en tierra en un cuarto de cultivo a

28 °C durante periodos de tiempo variables dependiendo del fin del experimento como se detalla en las leyendas de
las figuras.
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C. Estrés abidtico y tratamientos con hormona

Plantas de girasol de semillero (7 dias de edad) cultivadas sobre papel himedo se pusieron en medio liquido que
contenia las diferentes hormonas (en las concentraciones indicadas en las leyendas de las figuras) y se incubaron
durante dos horas. A continuacién, las plantas se congelaron en nitrogeno liquido; se extrajo ARN total de cada
muestra y se analiz6 por PCR en tiempo real (RT-PCR) como se describe mas adelante.

Se siguié un procedimiento similar con plantas de 21 dias de edad, pero en este caso, en lugar de plantas de
semillero enteras, se pusieron discos de hojas de 1 cm de diametro (tres discos para cada tratamiento) en el medio
que contenia las hormonas. Para los ensayos de sequia en plantas de semillero, las plantas de semillero se
pusieron durante 30 minutos sobre un papel seco.

D. Transformacion de Arabidopsis

Se us6 la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens trasformada para obtener plantas transgénicas de
Arabidopsis por el procedimiento de inmersion floral (Clough & Bent, 1998). Las plantas transgénicas se
seleccionaron basandose en resistencia a kanamicina y PCR positiva que se llevé a cabo en ADN gendémico con
oligonucleétidos especificos. Para evaluar la expresion de HAHB1, se realiz6 RT-PCR en transformantes T2, como
se describe mas adelante. Se usaron cinco lineas positivas independientes para cada construcciéon (que se
producen a partir de al menos dos experimentos de transformaciéon diferentes) para seleccionar T3 y T4
homocigéticos con el fin de analizar los fenotipos y los niveles de expresion de HAHBT1. Se usaron plantas
transformadas con pBI101.3 como controles negativos. Para las otras construcciones, la seleccion se llevé a cabo
similarmente y se eligieron de tres a cinco lineas independientes para el andlisis.

E. Transformacion transitoria de hojas de girasol

Se infiltraron hojas de girasol (en la etapa de desarrollo R1; Schneiter & Miller, 1981) con 5 ml de la cepa LBA4404
de Agrobacterium tumefaciens y a continuacion se transformaron con 35S:HAHB1 o 35S:GUS, usados como control.
Después de la infiltracion, las plantas se pusieron en una camara de crecimiento durante 48 h adicionales; se
sacaron discos de 1 cm de diametro (50 mg cada uno) de las hojas infiltradas y a continuacion se extrajo el ARN con
Trizol (véase mas adelante). Para cada medicion de transcrito de gen, se analizaron dos discos procedentes de
diferentes plantas y el experimento se repitié al menos dos veces. Con el fin de probar la eficiencia de infiltracion en
estos experimentos, la expresién del gen indicador GUS se midié por ensayos histoquimicos como se ha descrito
previamente (Dezar y col., 2005b).

F. Tratamientos del estrés por agua

El tratamiento del estrés por agua temprano en tierra se llev6 a cabo del siguiente modo: dieciséis macetas de 8 x 7
cm, cada una con 120 g de tierra y 4 semillas, saturadas con agua, se pusieron en una bandeja cuadrada de plastico
de 35 cm y se cultivaron como se ha descrito anteriormente, excepto que no se afadié agua adicional hasta que se
observé dafo grave.

El tratamiento del estrés por agua se hizo en plantas maduras de 4 semanas de edad cultivadas en las mismas
condiciones de cultivo. A esta edad, no se afiadié agua de nuevo hasta que el estrés fue evidente (aproximadamente
17 dias adicionales). En ambos casos, se tomaron fotografias dos dias después del riego.

G. Ensayos de frio

Se cultivaron plantas de Arabidopsis a la misma temperatura y fotoperiodo que para los tratamientos del estrés por
agua durante 14 dias (para la etapa vegetativa) o 25 dias (etapa reproductiva). Entonces, se pusieron en una
camara de cultivo especial con el mismo fotoperiodo y condiciones de iluminacién a 4 °C y se mantuvieron durante
los periodos indicados en las figuras correspondientes.

H. Ensayos de congelacion

Se realizaron dos tipos de ensayo diferentes. El primero usé incubaciones de 6-8 horas a -8 °C de plantas no
aclimatadas cultivadas en condiciones normales. Después del tratamiento de congelacion, las plantas se pusieron
de nuevo en condiciones normales y se midieron todos los parametros después de 6 dias de recuperacion.

El tratamiento alternativo usé incubacion de plantas de 14 dias de edad durante 7 0 14 dias a 4 °C y solo después

de este tratamiento de aclimatacién, se sometieron a - 8 °C durante 6-8 h. Después de eso, las plantas se pusieron a
4 °C durante 24 h y a continuacién en condiciones de crecimiento normales durante 6 dias.
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I. Tratamientos por estrés a sales

A plantas de 14 dias de edad cultivadas en condiciones normales se anadieron 1,5 | de NaCl 50 mM a la bandeja
entera. Siete dias después de eso, se usé un litro adicional de NaCl 150 mM para regar las plantas y finalmente
siete dias después se anadio otro litro de NaCl 200 mM. De esta forma, el estrés por sales se produce durante la
etapa reproductiva. El estrés por sales durante la etapa vegetativa se generd afiadiendo concentraciones crecientes
de NaCl de 50 a 200 mM para el riego de plantas de 10 dias de edad cada 4 dias.

J. Cuantificacion de clorofila

Se prepararon extractos de 100 mg de hojas después de la congelacion con nitrégeno liquido. A cada muestra se
afadieron 1,5 ml de acetona al 80 % y los tubos se pusieron en la oscuridad durante 30 min. Durante esta
incubacién, los solidos de muestra se decantaron y la absorbancia a 645 y 663 nm se midié en los sobrenadantes
con un espectrofotémetro. Se cuantifico la concentracién de clorofila segin Whatley y col., (1963).

K. Estabilidad de la membrana

La estabilidad de la membrana se determind por la técnica de fuga de iones. Se lavaron hojas de cada genotipo con
agua destilada antes tratarlas con estrés por sales o bajas temperaturas segun el experimento. Después del
tratamiento correspondiente, se pusieron en 15 ml de agua destilada y se agitaron durante 1 h a 25 °C. Después de
esto, la conductividad (C1, proporcionalmente inversa a la estabilidad) se midi6é en el medio que rodea el liquido. La
conductancia final (C2) se determiné en los sobrenadantes después de 4 h a 65 °C y una hora adicional a 25 °C con
agitacion continua. El indice de dafio (L) se calculé como la relacion C1/Cs. La base para esta técnica es que los
tejidos dafnados pierden electrolitos y estos electrolitos difunden en el medio de alrededor y aumentan la
conductividad. Valores superiores a 0,5 indican dafio grave (Sukumaran & Weiser, 1972).

L. Tratamientos con hormonas y de estrés para plantas transgénicas

Se pusieron plantas transgénicas (21 dias de edad) del genotipo promHAHB1:HAHB1 en SA 200 uM, ABA 200 uM o
ACC 20 uM durante 2 h. Después de las incubaciones, se congelaron y se extrajo el ARN total de cada muestra. Se
llevaron a cabo tratamientos frios y de sequia durante 8 y 2 h, respectivamente, poniendo las plantas en una camara
cultivada a 4 °C o sobre papel seco. Las plantas transformadas con el plasmido pBI101.3 se usaron como controles.

M. Mediciones de RT-PCR

Se prepar6 ARN para RT-PCR en tiempo real con el reactivo Trizol® (Invitrogen™) segun las instrucciones del
fabricante. Se usé ARN (1 ug) para las reacciones de RT-PCR usando transcriptasa inversa M-MLV (Promega). Se
llevaron a cabo PCR cuantitativas usando un aparato MJ-Cromos 4 en un volumen final de 25 pl que contiene 1 pl
de SyBr verde (10 x), 10 pmoles de cada cebador, MgCl, 3 mM, 5 pl de la reaccién de RT y 0,20 ul de platino Taq
(Invitrogen Inc.). La fluorescencia se midié a 80-84 °C durante 40 ciclos. También se prepard ARN de girasol con la
técnica de Trizol (Invitrogen Inc.). Para cada gen se disefaron oligonucleotidos especificos usando secuencias
publicamente disponibles (www.arabidopsis.org). Las secuencias disefiadas son como se especifican en la Tabla a.

N. Extraccion de proteina de apoplasto y purificacion cromatografica

Se llevd a cabo la extraccion de proteina apoplastica esencialmente como se ha descrito por Mauch y Staehelin
(1989). Se cultivaron hojas de plantas (7 g) durante 25 dias en condiciones normales y a continuaciéon se
aclimataron alternativamente durante 10 dias a 4 °C o se pusieron durante 3 h a 8 °C como se indica en la leyenda
de la figura y se trataron del siguiente modo. Después del periodo de aclimatacion, se infiltraron a vacio durante 20
min en una solucién que contiene EDTA 5 mM, acido ascoérbico 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1 mM,
acido caproico 2 mM y benzamidina 2 mM. Después de la infiltracion, las hojas se secaron sobre papel y se pusieron
en una jeringa de 20 ml. La jeringa con las hojas secadas dentro se coloc6 en un tubo de 50 ml y se centrifugd
durante 20 min a 830 g. Después de la centrifugacion, los extractos apoplasticos se recuperan del fondo de los tubos
cuando no estan contaminados con clorofila. En tales casos (contaminacion con clorofila), los extractos se
desecharon. La concentracién de proteina se determiné por la técnica de Bradford. Después de eso, los extractos se
concentraron a través de columnas Centricon Ultracel YM-10 de Millipore equilibradas con NHsHCO3 50 mM. Se
purificaron alicuotas de cada muestra (1 mg de proteina cada una) a través de columnas Sephadex G-200
previamente equilibradas con NH4HCO3; 50 mM y la elucién se realizé6 con el mismo tampdn y se siguid
espectrofotométricamente a 280 mn.

Las proteinas se analizaron en 12 % de SDS-PAGE llevado a cabo segun la técnica de Laemmli y se visualizaron
con azul de Coomassie brillante R-250 (Sigma). Se usé un kit de calibracion de LMW de Amersham Biosciences
como marcador de peso molecular. Este kit permite la visualizacién de las siguientes bandas: 97, 66, 45, 30, 20 y
14,4 kDa.
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0. Recristalizacion de hielo

Se llevaron a cabo ensayos de recristalizacion esencialmente como se describe por Griffith (2005). A los extractos
apoplasticos (10 pl) obtenidos como se ha descrito anteriormente de plantas previamente aclimatadas, se afiadieron
10 pl de sacarosa al 26 % (peso/peso). Cada mezcla, correspondiente a los diferentes genotipos, se traté del
siguiente modo: 3 minutos a -80 °C, 10 minutos a -20 °C, 15 minutos a -8 °C, 30 segundos a 4 °C y finalmente 1 hora
a - 8 °C. Se realiz6 un control usando tampdn (10 ul) en lugar de extracto de apoplasto. Las muestras se observaron
y se fotografiaron con un microscopio éptico NIKON.

EJEMPLO 1 Patrén de expresion de HAHB1

Se aisl6 ADNc de HAHB1 de una biblioteca de tallos de girasol (Chan & Gonzalez, 1994), pero su funciéon no se
caracterizd. Este ADNc codifica una proteina de 365 aminoacidos y parece ser un miembro no divergente de la
subfamilia | de HD-Zip. Con el fin de caracterizar la expresion de este gen, se aislaron ARN totales de 6rganos de 7
dias de edad y éstos se analizaron por gqRT-PCR como se ha descrito en la seccidon experimental. La Figura 1a
muestra que en esta etapa de desarrollo el FT se expresa principalmente en hipocétilos y meristemos apicales
mientras que la expresion en cotiledones y raices es menor, pero detectable. Este patrén de expresion cambia en
plantas de 21 dias de edad (Figura 1b), que muestran expresion primaria en peciolos y hojas y menores niveles de
expresion en raices, cotiledones, hipocatilos y tallos.

EJEMPLO 2 La expresion de HAHB1 esta requlada por incremento por ABA, citocinas y efectores del estrés
abiotico

Los presentes inventores investigaron el efecto de algunas fitohormonas en la expresién de este gen en plantas de 7
y 21 dias de edad. Los resultados, mostrados en la Figura 2a y 2b, indican que en plantas de semillero BAP
presenta el mayor efecto sobre la expresion de HAHB1 mientras que ABA presenta el mayor efecto en hojas de
plantas méas desarrolladas. Otras fitohormonas probadas (IAA; etileno (ACC), SA, JA y GA) tanto inhiben, inducen
ligeramente como no producen efectos en absoluto sobre la expresién de este FT. Se sometieron plantas de
semillero de girasol (7 dias de edad) o plantas en desarrollo (21 dias de edad) a diferentes tratamientos de estrés
abiotico con el fin de investigar la funcién de este gen en la respuesta a condiciones medioambientales.

La sequia, salinidad, estrés oxidativo producido por H2O: y estrés osmotico producido por sacarosa muestran todos
baja induccién de la expresion de este gen en plantas de semillero. Las plantas etioladas presentan niveles de
transcrito dos veces superiores a aquellos observados en condiciones de crecimiento normales (Figura 3a). Por otra
parte, bajas temperaturas (4 °C) inducen la expresién de HAHB1 mas de cinco veces, que indica una regulacién por
incremento significativa de este gen bajo esta condicidn. Un transcurso de tiempo muestra una maxima expresion de
HAHBT1 después de 7 horas de tratamiento con frio (Figura 3b). Por el contrario, en plantas méas desarrolladas (21
dias de edad), se muestra un comportamiento diferente. Varios efectores del estrés abiotico tales como sequia, altas
concentraciones de NaCl, oscuridad y temperaturas frias inducen la expresién del gen HAHB1 (Figura 3c).

Juntos, los resultados indican que HAHB1 se induce en hojas maduras por diversas condiciones de estrés abidtico
diferentes.

EJEMPLO 3 Obtencidn de plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan ectépicamente HAHB1

Para confirmar la funcién de HAHB1, los presentes inventores han usado un enfoque de expresién ectopica. Se
fusiono la region codificante de HAHBT con el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, y la construccion se
usé para transformar plantas de Arabidopsis. Se recuperaron varias lineas homocigéticas. Se seleccionaron cinco
lineas transgénicas independientes, llamadas 35S:HAHB1-A, -B, -C, -D y -E, para andlisis mas detallado.

La Figura 4a muestra la diferencia en la morfologia de las hojas entre plantas transgénicas y no mutadas. Las
plantas transgénicas muestran bordes dentados y una forma diferenciada en comparacién con sus homélogos no
transformados (Figura 4a y 4c). Con respecto a la tasa de desarrollo, las plantas transgénicas presentan
alargamiento del tallo retardado en fases tempranas, pero alcanzan una altura similar al final del ciclo de vida (Figura
4b). Se observé la maxima diferencia en la altura del tallo entre genotipos cuando las plantas pasan de la etapa
vegetativa a la reproductiva. El nimero de hojas en roseta y silicuas, ademas de la productividad de semillas, no
mostro6 diferencias significativas entre genotipos.

EJEMPLO 4 Las plantas transgénicas que expresan HAHB1 son mas tolerantes a bajas temperaturas que
sus homdlogos no mutados

En vista de la funcién conocida de algunas proteinas HD-Zip en respuestas de estrés abiotico, y el hallazgo de los
presentes inventores de que HAHBT esta regulado por incremento al nivel transcripcional por bajas temperaturas,
los presentes inventores investigaron el comportamiento de plantas transgénicas que llevan la construccion
35S:HAHB1 cuando se someten a temperaturas frias o de congelacién en diferentes etapas de desarrollo.
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Con el fin de probar el comportamiento bajo temperaturas de congelacion, las plantas en la etapa vegetativa se
pusieron a -8 °C durante 7 horas y a continuaciéon en una camara de cultivo en condiciones normales para permitir
que se recuperaran. La Figura 5 muestra los resultados obtenidos. Entre el 57 y el 85 % (dependiendo de la linea)
de las plantas transgénicas que expresan HAHB1 sobrevivieron al tratamiento en comparacion con solo el 20 % de
las plantas no transformadas. El grave estrés afectd las hojas de todos los genotipos, pero las plantas transgénicas
se volvieron sanas después de algunos dias de recuperacion, pero no las plantas TS (de tipo silvestre).

Como se ha mencionado anteriormente, bajas temperaturas producen la inhibicién de la fotosintesis y la respiracion,
ademas de una represion en la biosintesis de proteinas e induccién de la degradacién de proteinas. También se
inhibe el transporte de hidratos de carbono. Todos estos efectos comparten, como caracteristica comun, la pérdida
de funcionalidad de la membrana.

Con el fin de determinar la salud de la membrana después del tratamiento de congelacién, los presentes inventores
usaron la técnica de fuga de iones (véase Procedimientos experimentales) que permite la cuantificacién del dafio
causado. La liberaciéon de electrolitos al medio es un indicador de la gravedad del dafio de la membrana y la
conductividad en la solucién de alrededor proporciona una medicidon cuantitativa de este dafio. Después de la
centrifugacion, los extractos apoplasticos se recuperan del fondo de los tubos, a menos que estén contaminados con
clorofila. En tales casos (contaminacion con clorofila), los extractos se desecharon. Las plantas sometidas a un
intervalo de tiempos diferentes a la temperatura de congelacién (-8 °C) se trataron como se ha descrito en la seccion
de Procedimientos experimentales anterior, y se midié la conductividad. La Figura 5a muestra que, después de dos
horas de incubacion a -8 °C, la estabilidad de membranas de plantas de TS es menor que la de las plantas
transgénicas. Al menos en parte, esto explica las diferencias observadas entre genotipos en su supervivencia bajo
estas condiciones.

Con respecto a la composicion de lipidos de la membrana, no se detectaron diferencias en la relaciéon de acidos
grasos insaturados y saturados entre genotipos en plantas sometidas a temperaturas frias (datos no mostrados) que
indica que la tolerancia a la congelacion observada no es una consecuencia de un cambio en los lipidos de la
membrana. El frio también produce la inhibicion de la fotosintesis. Se midi6 la concentracion de clorofila en plantas
sometidas a estas condiciones, tanto en etapas vegetativas como reproductivas. La Figura 6 muestra que el
contenido de clorofila sigui6 estable en plantas transgénicas en ambas etapas, mientras que las plantas no
transformadas perdieron progresivamente este contenido de pigmento que indica que las plantas transgénicas
toleran mejor las temperaturas adversas. Es importante observar que en condiciones frias prolongadas, las plantas
de Arabidopsis casi detienen su desarrollo y es imposible contar los supervivientes frente a plantas muertas como
parametro de tolerancia.

EJEMPLO 5 Las plantas transgénicas que expresan HAHB1 son mas tolerantes al estrés por sequia y sales
que sus homoélogos no mutados

Los niveles de transcrito de HAHB1 aumentan cuando las plantas de girasol se riegan con altas concentraciones de
sales como se ha descrito anteriormente. Con el fin de probar si este gen participa en la respuesta de las plantas a
esta condicién adversa, los presentes inventores regaron las plantas con concentraciones crecientes de NaCl y
observaron su comportamiento.

La estabilidad de la membrana bajo estas condiciones fue uno de los parametros elegidos con el fin de probar el
comportamiento de las plantas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7a. La conductividad de las
membranas de genotipo no mutado aument6 en particular durante el tratamiento en comparacion con la de las
transformadas, que indica que la estabilidad de la membrana disminuyé en consecuencia. La diferencia entre
genotipos esta mas marcada cuanto mayor sea la concentracién de NaCl.

El dafo causado a las plantas es observable en una fotografia dos dias después de regarlas con NaCl 400 mM
(Figura 7b).

De la misma forma, la tolerancia a la sequia también se prob6 en plantas transformadas y no transformadas (Figura
8). El tratamiento fue intenso, como se describe en la Seccion experimental. Plantas transgénicas HARB1 toleraron
mejor las condiciones de sequia y esta tolerancia se correlacion6 con el nivel de expresién del transgén HAHBT en
las diferentes lineas independientes.

EJEMPLO 6 Aislamiento y caracterizacion de la region promotora de HAHB1

Se aislé un segmento de 1060 pb correspondiente a la regién promotora de HAHB1 de una biblioteca genémica de
BAC usando como sonda el intrén en 5' del ADNc, previamente aislado por PCR en ADN genémico con dos
oligonucledtidos basados en la secuencia codificante. Dentro de esta regién promotora se identificaron dos
recuadros como elementos sensibles al frio por PLACE.

Este segmento se cloné de manera que se asociara operativamente al gen indicador GUS (es decir, la expresion del
gen GUS fue bajo el control transcripcional del promotor de HAHB1) y, en una construccién separada, con el ADNc
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de HAHB1, como se describe en la seccién de Procedimientos experimentales anterior. Ambas construcciones se
usaron para transformar plantas de Arabidopsis y una vez se identificaron las lineas homocigéticas de cada una, se
analizaron como se muestra en las Figuras 9 y 10, que demuestra el patron de expresion de GUS dirigido por el
promotor de HAHB1. Como puede apreciarse, GUS se expresa en el sistema vascular de plantas de semillero de
Arabidopsis y en las regiones meristematicas de plantas adultas (25 dias de edad y 40 dias de edad) en condiciones
de crecimiento normales.

EJEMPLO 7 Caracteristicas fenotipicas de plantas que llevan la construccion promHAHB1:HAHB1

Se produjeron plantas transgénicas que llevan la construccién promHAHB1:HAHB1, se seleccionaron y se cultivaron
en condiciones normales y se observaron. No fueron detectables diferencias significativas en tipo, forma o color en
comparacién con sus homologos no mutados (es decir, estas plantas transgénicas son morfolégicamente
indistinguibles de los homologos no mutados), véase la Figura (11a). Con respecto a la curva de crecimiento,
medida como la altura del tallo durante el ciclo de vida, no se detectaron diferencias significativas, que indica que
bajo el control de su propio promotor inducible, el gen no produce un retraso del desarrollo en las etapas tempranas
del desarrollo de las plantas, como se observé con las plantas que llevan la construccion 35S:HAHB1 constitutiva
(Figura 11b).

EJEMPLO 8 Las plantas transformadas con la construccion promHAHB1:HAHB1 son _mas tolerantes a las
condiciones de congelacion

Con el fin de probar si las plantas transgénicas que expresan HAHBT bajo el control de su propio promotor toleran
condiciones de congelacién mejor que las plantas no mutadas, las plantas se sometieron después de la aclimatacién
de 10 dias a 4 °C a 6 horas a -8 °C y a continuacién durante 2 dias a 4 °C, y a continuacién a temperatura normal,
para permitir que se recuperaran durante un periodo de 6 dias. El % de supervivientes del genotipo transgénico varié
del 67 al 86 %, mientras que la tasa promedio de supervivencia de las plantas no transformadas fue del 40 % en
este ensayo. El ensayo se realizé con 16 plantas de cada genotipo. La Figura 12 ilustra los resultados conseguidos
en este tipo de experimento.

EJEMPLO 9 HAHB1 confiere tolerancia al frio a plantas transgénicas mediante la induccion de genes que
codifican proteinas anticongelantes

Los resultados presentados en el presente documento anteriormente indican que HAHBT confiere tolerancia a varios
factores de estrés abibtico. Para esclarecer los mecanismos moleculares y fisioldgicos que participan en esta
respuesta, como este gen codifica un factor de transcripcién y podria, por tanto, estar regulando diferentes rutas de
sefalizacion por transduccion, los presentes inventores realizaron un analisis de micromatrices comparando el
transcriptoma de plantas transgénicas y no mutadas usando ARN extraidos de ambos genotipos.

Un simple analisis de los datos obtenidos permite la visualizacion de la regulacién por incremento de varios genes
previamente asociados a estrés abidtico en las plantas transgénicas que expresan HAHB1. Entre estos genes, los
mas relevantes son aquellos relacionados con la sintesis de pared celular, con los genes de respuesta a patégenos
(es decir, genes que codifican PR) y un gen B-1,3-glucanasa. Se ha descrito que las glucanasas, quitinasas y
proteinas similares a taumatina funcionan como proteinas anticongelantes cuando las plantas se someten a bajas
temperaturas. Las temperaturas de congelacion conducen a la formacién de cristales de hielo en crecimiento dentro
y fuera de la célula, y los cristales son responsables del dafio mecanico (cristales internos) y la deshidratacion
(cristales externos) de las plantas, respectivamente, y pueden producir la muerte de la planta. Se han encontrado y
caracterizado proteinas anticongelantes (PAC) en organismos de varios reinos, que incluyen en peces, algunos
insectos, artrépodos de la tierra, bacterias, hongos y plantas. Se han purificado de la regién de apoplasto de plantas
y funcionan localizandose sobre los cristales de hielo en formacién. De esta forma, los cristales de hielo adoptan una
forma bipiramidal que es incapaz de crecer. Una segunda forma en que estas proteinas realizan una funcion
anticongelante es prevenir la recristalizacién (formacién de grandes cristales a partir de pequefios). Adicionalmente,
Tomczak y col. (2003) demostraron que las proteinas anticongelantes pueden interaccionar directamente con
membranas, inhibiendo asi la fuga. Por consiguiente, y sin desear ligarse por consideraciones mecanisticas, la
elevada estabilidad de la membrana observada en plantas transgénicas HAHB1 podria, al menos en parte,
explicarse por la accién de estas proteinas.

Por consiguiente, los presentes inventores aislaron las proteinas de apoplasto con el objetivo de analizar las
posibles diferencias entre genotipos. Los presentes inventores no observaron diferencias muy grandes entre plantas
transgénicas y no mutadas cultivadas en condiciones normales (Figura 13A) o aclimatadas durante 16 horas (Figura
13B) o 10 dias (Figura 12C), en SDS-PAGE, pero los presentes inventores pudieron identificar al menos cinco
bandas secretadas al apoplasto celular en Arabidopsis. Téngase en cuenta que, a nuestro leal saber, no se han
descrito previamente (Figura 13C). Se secuenciaron estos polipéptidos y tres de ellos coinciden con las secuencias
de PR2, PR5 y una proteina desconocida, respectivamente. Desafortunadamente, las otras dos no dieron claras
secuencias y parecen estar menos concentradas en plantas transgénicas que en las no mutadas. Los presentes
inventores pueden especular que estas bandas no identificadas pueden ser proteina nucleantes del hielo, cuya
expresion es reprimida en plantas transgénicas HAHB1. Sorprendentemente, cuando las plantas, tanto transgénicas
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como no mutadas, se sometieron a condiciones de congelacién a -8 °C, el patrén de proteina observado fue
claramente diferente entre genotipos. Plantas transgénicas que llevan la construccion 35S:HAHB1 presentan una
mayor concentracion de proteina de apoplasto (25 ug de proteina/g de tejido en extractos TS frente a 50 pg de
proteina/g de tejido en plantas transgénicas), ademas de una banda adicional con un peso molecular aproximado de
23 kDa, que indica una respuesta mas rapida frente a la condicién adversa en comparacién con sus homoélogos no
transformados (Figura 13 D). Tal respuesta mds rapida podria ser, al menos en parte, responsable de la tolerancia
observada en este genotipo.

Los eluatos cromatograficos se midieron espectrofotométricamente a 230 y 280 nm, ya que se sabe que la actividad
anticongelante en apoplasto de centeno de invierno puede medirse en eluatos a 230 nm (Griffith y col., 1992;
DeVries y col., 1986). Como puede apreciarse de la Figura 14, los perfiles correspondientes a los genotipos
transgénicos se diferencian de aquellos de los perfiles no mutados.

Segun Giriffith y Yaish (2004), bajas temperaturas y sequia desencadenan una ruta de sefalizacién por transduccién
dependiente de etileno, produciendo la expresion de proteinas con actividad anticongelante, mientras que, si la
induccién en lugar de por exposicién a frio o sequia se produce por SA, ABA o patégenos psicrofilicos como moho
de la nieve, la ruta de transduccion de sefales inducida produce la expresién de proteinas con actividad
antipatégena. Teniendo en cuenta estos informes en la bibliografia, los presentes inventores analizaron los niveles
de transcrito de tres genes que codifican proteinas anticongelantes putativas de la familia de PR tratadas o no
tratadas con SA, ABA, sequia, baja temperatura o etileno en plantas transgénicas que llevan la construccion
promHAHB1:HAHB1 en comparacion con plantas no transformadas.

La Figura 15 ilustra este experimento en el que los niveles de transcrito de los genes que codifican PR4 de
Arabidopsis (AT3g04720), quitinasa (PR3, AT3g12500) y PR2 se cuantificaron bajo diversas condiciones de estrés o
no estresadas. Como puede apreciarse de la figura, PR4 se expresa en plantas transgénicas en condiciones de
control entre 4 y 15 veces superiores a en plantas no mutadas. Después de la exposicién a sequia, bajas
temperaturas o ACC, estos niveles aumentaron en todos los genotipos, mientras que cuando las plantas se trataron
con SA o ABA, los niveles basales disminuyeron ligeramente (Figura 15).

PR3, también llamada quitinasa-B, se expresa mas altamente en los genotipos transgénicos que en controles, y se
induce significativamente en presencia de SA. Cuando se aplica ABA, no se observaron cambios en comparacién
con condiciones de control, mientras que los otros tratamientos (sequia, ACC y 4 °C) producen una disminucién en
los niveles de transcrito de este gen. Por otra parte, PR2 no se induce en plantas transgénicas en comparacion con
plantas no mutadas bajo condiciones normales, pero se induce en presencia de ABA o SA o a bajas temperaturas,
mientras que se reprime mediante tratamientos con ACC o exposicion a sequia. Juntos, estos resultados podrian
indicar que este gen puede tener una doble funcién, tanto en la tolerancia al frio como en respuesta a patégenos.

EJEMPLO 10 Las proteinas anticongelantes de apoplasto presentes en plantas transgénicas que expresan
HAHB1 son responsables de la tolerancia a la congelacion observada

Los mecanismos anticongelantes no estan bien estudiados tanto en Arabidopsis como en girasol. En vista de los
resultados obtenidos en el presente documento que indican que los niveles de transcrito de algunas proteinas
anticongelantes putativas aumentaron en plantas transgénicas que expresan HAHB1 y que el patrén de proteina de
apoplasto es diferente en plantas aclimatadas en comparacién con plantas no aclimatadas, los presentes inventores
investigaron la actividad anticongelante de estas proteinas en plantas transgénicas y no mutadas. Se realiz6 un
ensayo de recristalizacion con proteina de apoplasto siguiendo la técnica descrita en la seccién experimental. Como
puede apreciarse de la Figura 16, las proteinas de apoplasto de plantas aclimatadas transgénicas inhiben la
disposicion de pequerios cristales de hielo en mayores, mientras que los extractos no mutados no presentaron este
efecto inhibidor. Entre las lineas transgénicas, la linea A parece ser la mas eficaz en conseguir esta funcién.

Por otra parte, se eligieron algunos de los genes identificados en la micromatriz como que presentan una actividad
anticongelante putativa con el fin de obtener plantas transgénicas y posteriormente evaluar su comportamiento bajo
condiciones de congelacion. Se analizaron dos de estos genes seleccionados, que codifican PR2 y una B-1,3-
glucanasa. Los genes se aislaron por PCR con oligonucle6tidos especificos usando ADN gendmico de Arabidopsis.
Se clonaron en pBl 121.3 y se usaron para transformar Arabidopsis. Se seleccionaron plantas transgénicas por
resistencia a kanamicina y por la insercion de los genes después de comprobarse por PCR. Se analizaron cinco
lineas F2 independientes (no homocigéticas) en condiciones de crecimiento normales, ademas de cuando las
plantas se sometieron a congelacion. Las Figuras 17 y 18 muestran que ni PR2 ni glucanasa que expresan plantas
presentan un fenotipo diferencial en condiciones de crecimiento normales, mientras que ambos genes parecen
conferir tolerancia a la congelacién a plantas transgénicas. Sin embargo, mientras que la glucanasa que expresa
plantas presenta una tasa de supervivencia del 50 % bajo condiciones intensas de congelacidon (como en
comparacién con solo el 8 % de supervivencia para plantas TS; Figura 17), las plantas PR2 muestran un menor
grado (17 % frente al 8 %, Figura 18) que indica que es probable que ambos genes desempefien una funcién en la
tolerancia a la congelacién conferida por HAHB1, pero no en la misma proporcién. Ademéas de experimentos con
lineas heterocigoticas, los presentes inventores también llevaron a cabo experimentos con lineas homocigéticas.
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Con el fin de corroborar la hipétesis que establece que las proteinas similares a PR inducidas son responsables de
la actividad anticongelante presentada por plantas que expresan HAHB1, los presentes inventores obtuvieron
plantas transgénicas que expresan cada uno de estos genes independientemente. Los tres genes seleccionados,
que codifican PR2, PR4 y una B-1,3-glucanasa, se aislaron por PCR con oligonucleétidos especificos usando ADN
gendmico de Arabidopsis y se clonaron en pBl 121.3. Las construcciones se usaron para transformar Arabidopsis y
la correcta insercion de los genes se confirmé por PCR. Se analizaron cinco lineas homocigoéticas independientes en
condiciones de crecimiento normales, ademas de cuando las plantas se sometieron a temperaturas de congelacién.
Los presentes inventores muestran que ni plantas que expresan PR2 ni GLUC ni PR4 presentan un fenotipo
diferencial en condiciones de crecimiento normales, pero todos estos genes parecen conferir tolerancia a la
congelacién a plantas transgénicas en condiciones de congelacion. Sin embargo, mientras que las plantas que
expresan GLUC presentan un 62 % de la tasa de supervivencia bajo condiciones intensas de congelaciéon (como en
comparacién con solo el 14 % de supervivencia para plantas TS), plantas PR2 muestran un menor grado (42 %
frente al 14 %), que indica que es probable que ambos genes participen en la tolerancia a la congelacion conferida
por HAHB1, pero no en la misma proporcion (véanse las Figuras 32). Las plantas transgénicas también mostraron
elevada resistencia a la sequia (véanse las Figuras 31 a 32). La estabilidad de la membrana, medida como la
conductividad de los extractos tratados, fue mayor en los genotipos transgénicos que en controles, asi que indican
que este mecanismo fisioldgico es al menos en parte responsable de la tolerancia conferida.

EJEMPLO 11 Arabidopsis y girasol presentan mecanismos conservados

En vista de tanto los datos de micromatrices como de la tolerancia a la congelacién conferida por HAHBT, los
presentes inventores se preguntaron si acontecimientos similares a aquellos descritos para centeno de invierno que
implican PAC se producirian en estas plantas. Con el objetivo de responder a esta cuestién, los presentes inventores
aislaron proteina de apoplasto de plantas aclimatadas y no aclimatadas de girasol y las analizaron por SDS-PAGE.
La Figura 19 muestra un transcurso de tiempo del patrén de proteina en funcién de los dias de aclimatacion. Como
puede apreciarse, bajo condiciones normales (tiempo 0 del experimento de aclimatacion), algunas bandas aparecen
en el apoplasto de girasol. Esto fue un resultado sorprendente, ya que no se detectaron proteinas bajo las mismas
condiciones en Arabidopsis. Durante el procedimiento de aclimatacion, aparecen nuevas bandas de proteina,
mientras que algunas de las originales disminuyen o desaparecen. Los presentes inventores no confirmaron a qué
proteina se correspondia cada banda, y esto no es trivial en vista del hecho de que la secuencia del genoma de
girasol no esta todavia disponible. Sin embargo, el experimento indica que se produce un mecanismo de induccién
de PAC y represion de proteinas nucleantes del hielo.

Por otra parte, usando EST y secuencias de genes conocidas, los presentes inventores han sido capaces de
identificar algunas secuencias que podrian ser homélogas a aquellas identificadas en la micromatriz de Arabidopsis
inducida por HAHB1. Segun esta identificacion, los presentes inventores disefiaron oligonucleétidos especificos con
el fin de cuantificar estos genes en hojas de girasol transitoriamente transformadas (véase la Seccién experimental).
Se analizaron cuatro genes que codifican una quitinasa putativa (n® de acceso TC18434), dos factores de
transcripcion putativos homélogos a ZAT10 y SAG21 de Arabidopsis (n® de acceso de los genes de girasol TC16546
y TC19654, respectivamente) y un factor de transcripcion similar a DREB (n® de acceso TC23839). Todos estos
genes presentaron mayores niveles de transcrito en discos de girasol que expresan en exceso HAHB1 que en
controles. Como los genes homélogos de Arabidopsis también se indujeron en plantas transgénicas, este resultado
indica que hay un mecanismo de accion conservado en ambas especies controlado por el factor de transcripcién de
HD-Zip, HAHB1.

EJEMPLO 12 Funciones de los dominios de proteina de miembros de la subfamilia | de HD-Zip

Los presentes inventores analizaron la estructura del extremo C y N de miembros de la familia | de HD-Zip usando
técnicas y algoritmos convencionales y encontraron motivos consenso.

Por ejemplo, los presentes inventores analizaron el logotipo de la secuencia del extremo N para encontrar
secuencias consenso en los dominios HD-Zip y LZ. Los ID de las secuencias de Arabidopsis thaliana usados para el
alineamiento fueron: AT5g53980.1, AT3g01470.1, AT4g40060.1, AT2922430.1, AT5g65310.1, AT1g69780.1,
AT1g26960.1, AT5g15150.1, AT3g01220.1, AT4g36740.1, AT2918550.1, AT59g66700.1, AT5g03790.1,
AT3g61890.1, AT2g46680.1. Asi se identificaron las secuencias consenso.

Los presentes inventores también analizaron la secuencia del extremo C para encontrar secuencias consenso
usando técnicas convencionales y bioinformatica. Los ID de las proteinas usadas para producir el logotipo de la
secuencia son: BAA05625.1, BAA05623.1, XP_002276889.1, CAN62385.1, CAO48425.1, EEF42166.1,
XP_002311597.1, XP_002315797.1, AAT40488.1, AAT40518.2, AF011556_1, ABL63116.1, AAD14502.1 (todos los
previos por ID de gen), HAHB-1 (de girasol) y ATHB13, ATHB23 (de Arabidopsis thaliana).

Se usé el alineamiento del extremo C de estas 15 proteinas (la mas homoéloga al extremo C de HAHB1) que
pertenecen a diferentes especies mas HAHB1 para obtener 2 secuencias consenso para las 2 regiones mejor
conservadas, una al principio (extremo N) y la otra localizada en el extremo C. En la region del extremo carboxi
entera, hay dos dominios conservados, uno localizado 5' y el otro en 3' de la regidén. Los aminoacidos entre estos
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dos motivos no estan conservados.

Los presentes inventores también construyeron proteinas quiméricas fusionando el dominio HD-Zip de una proteina
con el dominio del extremo carboxi de la otra. Las construcciones producidas por los presentes inventores se
muestran esquematicamente en la Figura 22. Con estas construcciones, los presentes inventores transformaron
plantas de Arabidopsis, obtuvieron lineas homocigoéticas y analizaron los fenotipos, especialmente con respecto a las
caracteristicas conferidas por proteinas ts y HAHB1, en comparacion, por ejemplo, con las caracteristicas conocidas
y los efectos de HAHB4 (véase Dezar y col., 2005a y b, Manavella y col. 2006, Manavella y col. 2008a, b y c.
Cabello y col. 2007; y el documento W0O2004/099365).

Las plantas transformadas con la construccion H4Cl (que comprende HD-Zip de HAHB4 mas Cl de HAHB1)
presentan el fenotipo morfolégico de hoja y de inflorescencia conferido por HAHB4 (compacto), mientras que las
plantas transformadas con H4CICIl (que comprende HD-Zip de HAHB4 mas el extremo carboxi entero de HAHB1)
presentan el fenotipo morfolégico de hoja conferido por HAHB1 (hojas dentadas y nimero de hojas en roseta igual).

Con respecto a la sensibilidad al etileno en plantas de semillero etioladas, plantas HIWCT (HAHB1 sin su extremo
carboxi entero) y H1C1 (HAHB1 sin ClIl) se comportaron como plantas HAHB4 (no presentaron la triple respuesta,
Manavella y col., 2006). El ensayo de sensibilidad al etileno en plantas adultas mostraron que H4ClIl (que comprende
HD-Zip de HAHB4 maéas Cll de HAHB1) y plantas HAHB4 se comportaron similarmente (baja induccion de
senescencia) mientras que HAHB1, TS y H4-H1 (H4CICIl) entraron rapidamente en la etapa de senescencia (véase
la Figura 33).

Los transformantes de HAHB1, como transformantes ATHB13 de Arabidopsis, muestran cotiledones redondeados
cuando se cultivan en 4 % de sacarosa. En este tipo de ensayo H4Cl, HAHB4 y TS no cambiaron su morfologia
mientras que H4-H1 (H4CICII) y HAHB1 presentaron el fenotipo descrito.

Las plantas transformadas con H4-H1 (H4CICIl) presentan la misma morfologia que las plantas HAHB1. Tanto
HAHB4 como HAHB1 parecen mas tolerantes a la sequia que las plantas de TS. Las plantas HAHB4 son mas
tolerantes que las transgénicas HAHB1.

En ensayos con frio, el genotipo H4Cl parece comportarse como el genotipo HAHB1 (tolerante) usando plantas
HAHB4 (no tolerantes) como controles internos.

Estos resultados confirman que el extremo carboxi es responsable de las diferentes funciones ejercidas por HAHB1
en comparacion con aquellas inducidas por HAHB4, que pertenece a la misma subfamilia.

EJEMPLO 14 Expresion en exceso de ATHB13 en Arabidopsis

Se amplificé el ADNc usando ARN aislado de plantas de 21 dias de edad por RT-PCR. Se llev6 a cabo PCR con dos
oligonucleétidos especificamente disefiados y se clonaron en el vector pBl 121.3 previamente limitado con BamH1 y
Xbal. Una vez se identific6 un clon positivo, se transformaron células de Agrobacteria con la construccién y esta
Agrobacteria se us6 para transformar plantas por el procedimiento de inmersion floral. Se seleccionaron plantas
transgénicas por resistencia a kanamicina y a continuacion se comprobd la insercién del gen con dos
oligonucleétidos, uno que coincide con 35S (para diferenciar la insercién del gen endégeno) y uno que coincide con
el ADNc. Una vez se identificaron las lineas homocigoéticas, las plantas transgénicas se sometieron a los mismos
tratamientos que las plantas HAHB1 con los controles apropiados.

EJEMPLO 15 Discos de hojas de girasol, soja y tabaco transformadas con 35S:HAHB1 expresan en exceso
genes putativamente relacionados con la respuesta al frio

En vista de tanto los datos de micromatrices como de la tolerancia a la congelacién conferida por HAHBI, los
presentes inventores se preguntaron si acontecimientos similares a aquellos descritos para centeno de invierno que
implican PAC se producirian en otras especies de plantas. Con el objetivo de responder a esta cuestién, usando
EST y secuencias de genes conocidas, los presentes inventores han sido capaces de identificar algunas secuencias
en girasol, tabaco y soja, homoélogas a aquellas identificadas en la micromatriz de Arabidopsis como se induce por
HAHB1. Segun esta identificacion, los presentes inventores disefiaron oligonucleétidos especificos con el fin de
cuantificar estos genes en hojas de girasol, tabaco y soja transitoriamente transformadas tanto con 35S:HAHB1 y
35S:ATHB13. La transformacion transitoria de discos de hojas de girasol, soja y tabaco se llevé a cabo como se
describe para el tejido de girasol (Manavella y Chan, 2009). Para cada construccién, se analizaron seis discos
originados a partir de diferentes plantas y el experimento se repitié al menos dos veces. Como control de la prueba
de infiltracién, se midio la expresion del gen indicador GUS en estos experimentos por ensayos histoquimicos.

En girasol, se analizaron cuatro genes que codifican una quitinasa putativa (n® de acceso TC18434), dos factores de

transcripcion putativos homologos a la Arabidopsis ZAT10y SAG21 (n° de acceso de los genes de girasol TC16546
y TC19654, respectivamente) y un factor de transcripcion similar a DREB (n® de acceso TC23839).
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Se cuantificd la expresion de tres genes homodlogos a glucanasa, PR2 y PR4 de Arabidopsis en discos de hojas de
soja transitoriamente transformadas. Todas ellas mostraron un aumento significativo en sus niveles cuando la
transformacion se realiz6 con 355:HAHB1 o 35:ATHB13; sin embargo, con la segunda construccién los niveles de
PR2 aumentaron a un menor grado. El experimento realizado en discos de hojas de tabaco mostré resultados
similares, pero las inducciones en los discos transformados fueron menores.

Como los genes homologos de Arabidopsis también se indujeron en plantas transgénicas, este resultado indica que
hay un mecanismo de accién conservado en estas especies controlado por factores de transcripcién HD-Zip, HAHB1
y sus homoélogos.

El mecanismo anticongelante mediado por HAHB1/ATHB13 parece estar conservado entre otras especies de
plantas como tabaco y soja. La transformacién transitoria de hojas de estas plantas indujo la expresion de
homologos diana para HAHB1, que indica que un gen homdlogo en estas especies esta ejerciendo el mismo tipo de
regulacién, probablemente confiriendo un fenotipo tolerante similar.

Ejemplo 16 La expresion de HAHB1 en Arabidopsis confiere elevada tolerancia a la infeccion por
Pseudomonas

Infecciéon con Pseudomonas

Se inoculé una colonia aislada de Pseudomonas syringae spp. en medio LB complementado con rifampicina y se
cultivé durante la noche a 28 °C. El cultivo (2 ml) se centrifugd durante 5 min a 4500 rpm y el sedimento celular se
lavd tres veces con agua estéril y finalmente se suspendié (1/50) en MgCl, 10 mM, 15 pl/l de Triton X-100. La
suspension bacteriana diluida se pulverizd sobre plantas de Arabidopsis de 4 semanas de edad de diferentes
genotipos como se indica en la leyenda de la figura. La bandeja se cubrié con nailon y las plantas se fotografiaron 2
dias después de la infeccion.

Se llevo a cabo tincion con azul de Evans esencialmente como se describe por Kato y col., 2007. Las hojas sacadas
se infiltraron a vacio con 0,1 % de azul de Evans dos veces durante 5 min. Después de eso, las hojas se lavaron tres
veces con agua destilada aplicando vacio (10 min cada vez) hasta que se decoloraron completamente y a
continuacion se visualizaron sobre un microscopio y se fotografiaron.
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Informacion del listado de secuencias

LISTADO DE SECUENCIAS

Promotor de HAHB1-SEC ID 1

gtcgagctcegtctcgtaaaatgtteogagtcagetccaattaaatcatgteggettgtta
tattttttttaatttatttttgatattttttacatatatttataacataazaaacaaaa
taaaaataaaaattacacatatatctatatgtattatttttctaasaattttaaatageg
aaagacatattaaaagtattatatgtataattttgtttagecttcccatatttttatatyg
ttattaattaattaaacttaaaatgttaacactttaacacctcttacatactttttagt
tcaatacatttaaaattaaaattaatctatatgcaataaaataattcaagcagygctLyge
aagctcacgagtcgagecatgectggetcgagetegactcatttacaaatcgagecace
aagccgactegtttataaccgagttttttttagecgagtttttttcaagegaacttcaa
acaagtcacgcgcettttaattaacacattctagtctaaagaagataattgaaagagaaa
gtagatataagtaaaaggagtagccaaagatataaatttagggtctazacgacctaata
ttgtttaattttttttaaataaactagtttttttttacegattatetgtgttatatgte
ttagtttgacatgataagttatcataattacttgtagtatttttatatcagaaatatac
gttggagaattaaattttatcctgatecgtecaattgacaagaacaaaaatcaacatctca
tggttttttactaatttatatgattaaagatatatggttgtaagaaaaagaacaatgta
catcaaatggtgaaatttgaatatttgatagtaacgtaatccattgtgtatttcttatt
attttatcattttcccaaggtgtgtcatatatagtgtctccattectttctatagecacaa
tatccttcacctcectctetctctectetctectectaaaaatgatgatgagacgacaaaga
tcgaattc

ARNm de HAHB1 - SEC ID 2

uugaaauucugagaaaagccacaunaaucaaagceuaaagaggugguuuaaacagcughls
ACUUGCACUGGAAUGGCUUUCUUCUCCUCCRAAUUUCAUGUUACAAUCCUCCCAAGAAGA
UGACCAUCAUGCCCCUACAUCUCUCUCUCCAAUCCUCCCACCUUGCAGUACCACCACUC
AAGAUUUCAGUGGHECUGCUUUCUUGGGAAAAAGAUCUAUGUCUUCUUACUCAGGUUUG
AACAACAACAACAUGGAUGGAUGUGAUCAAGAAGGGAACAUGAAUGCGAGAAGAUGAGUU
AUCAGAUGAUGGAUCACAGCUUCUUGCAGGAGAGARAANAGAGGAGAUUAAACAUGGAAC
AAGUGAAGACACUUGAGAGAAACUUUGAGUUAGGAAAUAAGCUUGAACCUGAGAGGAAR
AUGCAACUUGCAAGAGCACUUGGACUACAACCAAGACAGAUUGCTAUAUGGUUUCAARA
CAGAAGAGCUAGAUGGAAARCUAAACAGUUGGAAAAAGACUAUGAUGCCCUCAAGAGAC
AGUUUGAAGCUGUUAAAGCUGAGAAUGAUUCACUCCAAUCUCAARAUCAUAAACUUCAD
GCUGAGAUAAUGGCACUAAAMAAUAGGGAGCCAGCAGAACUAAUCAACCUCAACAUAAA
AGAAACAGAAGGAUCUUGCAGCAACCGAAGCGARAACAGCUCUGAAAUCAAACUAGACA
UCUCAAGAACACCGGCUACCGAUAGCCCUUUAUCAUCACACCAUCAACACCAACACCAG
CCAAUACCUAAUCUUUUUCCAUCGUCGAAUAUCGAUAGGCCUAAUUCGAAUAACAUUGU
GGCGCAUCARACUUUUCCACAAUUCGUCAUCAAGGCCGGCAGAUCAUCAACUUCAUUGCC
ACARACUCGAUCAAUCGAAUGCCAUUAAAGAAGAAUGUUUUAGCACAAUGUUUGUUGGU
AUGGAUGAUCAAUCAGGGUUUUGGCCAUGGUUGGAACAACCACAAUUCAAUUGAUGgaA
ucaagaagcaaaaaageaaaagaaaacgguacccogauucgoouucuuggcuuugguuug
auualauuaaagauggagaucaucaaucuguuuguucucuaagcuuuaaauucuuguuu
wuugguaculaaauuaanagaguaaaaauuagaagaaaaaacguauuauuauuuuaaau
ucaagauuaguguuu

Secuencia codificante: en maylsculas
Regiones sin traducir de 5' y 3': en minusculas
Nucleotidos flanqueantes del primer y segundo intrones: en negrita y subrayados

Intron 1 -SECID 3

aattaactcaccttaactaagttacttatgacaacatctctctcatagatcttgatgea
gcttgcattcecatgagttgtgatgtacaactcattcatgecattagggtttcagtttttte
aaagttttttttttattttttecttetgtttcaagatcatgatgatgagttgtgectgaac
acttgaacagctcattgatgcattagggtttgttttagtttcaagttctttettttett
tcattttcatgcactaaatccatatgggcttgaagaaagtttgaatctttatatgttag
ttgatgatcttgatgcaggt
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Intron 2-SECID 4

gtaatattagtttgattgtttattgcatctatcaatcattagattctactctttacttg
atcacacagaaagtaactaaacctttttitcctaatgataacaatatttgttttgcaaat
ctaatggcaatcaaatasaagtttctggtaagcageccatgatctatttatttitcacta
tttgagtaagtttaaaagttgcatttatcctecactaattatatacaacactaaaataat
cattaaactgactgttataattactttcecgtaaacggtatgecaaaacttaaaatgatt
aacaattttataagaatggaaagtaaaatcattacactatttcccatattagtcatgac
caaagtttgtttctttetgaagggcaaaagggtcaatatgettatatgcagecatgggea
aaagaagtagagtgtatatcaaaattcatatctttattttcttttcaaagtttaggtaa
caaaaagaagaaattataaacgagtttgttacaattccacaagtacatgaagaaacaaa
atttgttagtatttttatttteccatgtttttagtaacttccatatcaatttagecactayg
aagataactttttttaggactcggtaaaccatacaagtagggtcatactttatcgttta
tccattaatgtatatccataaattcactgattatgeggtatttcctttgttacactgte
ttgaacaagtattagtacatgtagtttcttaaagattgtttaatcaaccaaaaagattyg
aaactttgcag

Proteina HAHB1 - SEC ID 5

MTCTGMAFFSSNFMLOSSQEDDHHAPTSLSPILPPCSTTTQDF SGAAF LGKRSMSSYSG
LNNNNMDGCDQREGNMNGEDELSDDGSOQLLAGEKKRRLNMEQVKTLERNFELGNKLEPER
KMOLARALGLQPROIAIWFQNRRARWKIKQOLEKDYDALKROFEAVKAENDSLOSONHKL
HAEIMALKNREPAELINLNIKETEGSCSNRSENSSEIKLDISRTPATDSPLSSHHOHQOH
OPIPNLFPSSNIDRPNSNNIVAHQLFHNSSSRPADHQLHCHKLDQSNAIKEECESTMEV
GMDDQSGEWPWLEQPQFN

ADNc de HAHB1 SEC ID 6

ttgaaattctgagaaaagccacataatcaaagctaaagaggtggtttaaacagctgATG
ACTTIGCACTGGAATGGCTTTCITCICCTCCAATTITCATGTTACAATCCTCCCAAGAAGA
TGACCATCATGCCCCTACATCTCTCTICICCAATCCTCCCACCTTGCAGTACCACCACTC
AAGATTTCAGTGGTGCTIGCTTTCTTGGGAARRAGATCTATGTCTICTTACTCAGGTITTG
AACAACAACAACATGGATGGATGTGATCARGAAGGGAACATGAATGGAGAAGATGAGTT
ATCAGATGATGGATCACAGCTTCTTGCAGGAGAGAAAAAGAGGAGATTAAACATGGAAC
AAGTGAAGACACTTGAGAGAARACTTTGAGTTAGGAAATAAGCTTGAACCTGAGAGGAARA
ATGCAACTTGCAAGAGCACTTIGGACTACAACCAACACAGATTGCTATATGGTITTCAAAA

CAGAAGAGCTAGATGGAARACTAAACAGTTGGAARAAGACTATGATGCCCTCAAGAGAC
AGTITIGARAGCTGTTAAAGCTGAGAATGATTCACTCCAATCTCAAAATCATARACTICAT

GCTGAGATAATGGCACTAAAAAATAGGGAGCCAGCAGAACTAATCAACCTCAACATAAR
AGAAACAGAAGGATCTTIGCAGCAACCGAAGCGAAAACAGCTCTGAAATCARACTAGACA
TCTCAAGAACACCGGCTACCGATAGCCCTTTATCATCACACCATCAACACCAACACCAG
CCAATACCTAATCTITTTCCATCGTCGAATATCGATAGGCCTAATTCGAATAACATTGT
GGCGCATCARACTTITTICCACAATTCGTCATCAAGGCCGGCAGATCATCAACTTCATTGCC
ACAAACTCGATCAATCGAATGCCATTARAGAAGAATGTITTAGCACAATGTITTGITGGT
ATGGATGATCAATICAGGGTITIGGCCATIGGTTGGAACAACCACAATTCAATTGALggaa
tcaagaagcaaaaaagcaaaagaaaacggtacccgattcgecttecttggetttggtityg
attatattaaagatggagatcatcaatctgtttgttctctaagectttaaattetttgttt
fttggtacttaaattaatagagtaaaaattagaagaaaaaacgtattattattttaaat
tcaagattagtgttt

Secuencia codificante: en mayusculas
Regiones sin traducir de 5'y 3": en minusculas
Nucleotidos flanqueantes del primer y segundo intrones: en negrita y subrayados
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Secuencia del gen HAHB1- SEC ID 7

gtcgagctegteotogtaaaatgttecgagtcageteccaattaaatcatgteggettgtta
tattttttttaatttatttttgatattittttacatatatttataacataaaaaacaaaa
tagaaataaaaattacacatatatctatatgtattatttttcectaaaattttaaatageyg
aaagacatattaaaagtattatatgtataattttgtttagetteccatatttttatatyg
ttattaattaattaaacttaaaatgttaacactttaacacctcttacatactttttagt
tcaatacatttaaaattaaaattaatctatatgecaataaaataattcaagcaggcettge
aagctcacgagtcgagecatgectggetegagetegactecatttacaaatcgagecacce
aagccgactcgtttataaccgagttttttttagecgagtttttttecaagegaacttcaa
acaagtcacgegettttaattaacacattctagtctaaagaagataattgaaagagaaa
gtagatataagtaaaaggagtagccaaagatataastttagggtctaaacaacctaata
ttgtttaattttttttaaataaactagtttttttttacecgattatctgtgttatatgte
ttagtttgacatgataagttatcataattacttgtagtatttttatatcagaaatatac
gttggagaattaaattttatcctgatcgtcaattgacaagaacaaaaatcaacatctca
tggttttttactaatttatatgattaaagatatatggttgtaagaaaaagaacaatgta
catcaaatggtgaaatttgaatatttgatagtaacgtaatccattgtgtatttcttatt
attttatcattttcccaaggtgtgtcatatatagtgtectecattctttctatagecacaa
tatecttecacctocctetetetctoctectectetctaaaasatgatgatgagacgacaaaga
tcgaattcttgaaattctgagaaaagccacataatcaaagctaaagaggtggttitaaac
agctgATGACTTGCACTGGAATGGCTTTCTTCTCCTCCAATTTCATGTTACAATCCICC
CAAGAAGATGACCATCATGCCCCTACATCTCTCTCTCCAATCCTCCCACCTTGCAGTAC
CACCACTCAAGATTTCAGTGGTaattaactcacettaactaagttacttatgacaacat
ctectetcatagatettgatgecagettgecattecatgagttgtgatgtacaactecattcat
gecattagggtttcagttttttcaaagttttttttttattttttcttetgtttcaagate
atgatgatgagttgtgctgaacacttgaacagctcattgatgecattagggtttgtttita
gtttcaagttectttettttetttcattttcatgecactaaatecatatgggettgaagaa
agtttgaatctttatatgttagttgatgatcttgatgocaggtGCTGCTITCTITGGGARA
AAGATCTATGTCTTICTITACTCAGGTTTGAACAACAACAACATGGATGGATGTGATCAAG
AAGGGAACATGAATGGAGAAGATGAGTTATCAGATGATGGATCACAGCTTCTTGCAGGA
GAGARAAAGAGGAGATTAAACATGGAACAAGTGAAGACACTTGAGAGAAACTTTGAGTT
AGGAAATAAGCTTGAACCTGAGAGGAARATGCAACTTGCARGAGCACTIGGACTACAAC

CAAGACAGATTGCTATATGGTTTCARAACAGAAGAGCTAGATGGARAAACTAAACAGTTIG
GAAAAAGACTATGATGCCCTCAAGAGACAGTTTGAAGCTGTTAAAGCTGAGAATGATTC

ACTCCAATCTCAAAATCATARACTICATGCTGgtaatattagtttgattgtttattgea
tctatcaatcattagattctactetttacttgatcacacagaaagtaactaaacctttt
ttectaatgataacaatatttgttttgecaaatetaatggecaatcaaataaaagtttctg
gtaagcagccatgatctatttatttttcactatttgagtaagtttaaaagttgeattta
tcctcactaattatatacaacactaaaataatcattaaactgactgttataattacttt
cegtaaacggtatgecaaaacttaaaatgattaacaattitataagaatggaaagtaaa
atcattacactatttcccatattagtcatgaccaaagtttgtttetttetgaagggecaa
aagggtcaatatgcttatatgcagcatgggcaaaagaagtagagtgtatatcaaaatte
atatectttattttettttecaaagtttaggtaacaaaaagaagaaattataaacgagttt
gttacaattccacaagtacatgaagaaacaazatttgttagtatttttattttocatgt
ttttagtaacttccatatcaatttagcactagaagataactttttttaggactceggtaa
accatacaagtagggtcatactttategtttatccattaatgtatateccataaattcace
tgattatgeggtatttectttgttacactgtottgaacaagtattagtacatgtagttt
cttaaagattgtttaatcaaccaaaaagattgaaactttgecagAGATAATCGGCACTARA
AARTAGGGAGCCAGCAGAACTAATCAACCTCARCATAARAAGARACAGAAGGATCTIGCA
GCAACCGAAGCGAAAACAGCTCTGARATCAAACTAGACATCTCAAGAACACCGGCTACC
GATAGCCCTTTATCATCACACCATCAACACCAACACCAGCCAATACCTAARTCTTTITCC
ATCGTCGAATATCGATAGGCCTAATTCGAATAACATTIGTIGGCGCATCAACTTTTCCACA
ATTCGTCATCAAGGCCGGCAGATCATCAACTTCATTGCCACAAACTCGATCAATCGAAT
GCCATTARARGAAGAATGTTTTAGCACAATGTTTGTTGGTATGGATGATCAATCAGGGTT
TTGGCCATGGTIGGAACAACCACAATTCAATTGALtggaatcaagaagcaaaaaagcaaa
agaaaacggtacccgattcegecttettggctttggtttgattatattaaagatggagat
catcaatctgtttgttectctaagetttaaattettgttttttggtacttasattaatag
agtaaaaattagaagaaaaaacgtattattattttaaattcaagattagtgttt

Secuencia codificante: en mayusculas

Regién promotora: minusculas

Regiones sin traducir de 5' y 3': subrayadas en mindsculas
Primer y segundo intrones: en negrita en mindsculas
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Extremo C de HAHB1 SEC ID N2 8

LINLNIKETEGSCSNRSENSSEIKLDISRTPATDSPLSSHHQHQHCPIPNLEFPSSNIDR
PNSNNIVAHQLEHNSSSRPADHQLHCHKLDQSNAIKEECFSTMFVGMDDQSGFWPWLEQ
PQFN

Motivo I (Cl) del extremo C de HAHB1 SEC ID N2 9
LINLNIKETEGSCSNRSENSSEIKLDISRTPATDS
Motivo Il (Cll) del extremo C de HAHB1 SEC ID N2 10
IKEECFSTMFVGMDDQSGFWPWLEQPQFN

Secuencia consenso para la region adyacente conservada a la cremallera de leucina (Cl, 34 aminoacidos)
SEC ID N2 11

SINLNKETEGSCSNRSENSSDIKLDISRTPAIDS

Secuencia consenso para la segunda region conservada localizada en el extremo C (Cll, 29 aminoacidos)
SECID N212

VKEESLSNMFCGIDDQSGFWPWLEQQHFN
Extremo N de HAHB1 SEC ID N2 13

MICTGMAFFSSNFMLOSSQEDDHHAFTSLSPILPPCSTTTQDE SGAAF LGKRSMSSYSG
LNNNNMDGCDQEGNMNGEDELSDDGSQLLAGE

Secuencia consenso del homeodominio del extremo N SEC ID N2 14

KKRRLTDEQVKALEKSFELENKLEPERKVQLARELGLQPRQVAVWFQNRRARWKTKQ

2‘:&25 del Secuencia de cebador lsDEﬁg Informacién de secuencia Usada para
5’ Clonar el
PrH1R CGGGGATCCCCTCTTTAGCTT | 15 2 promotor de
TGATTATGTGGC 37 HAHB1
Clonar el
PR-TOPO 5" AACAGCTATGACCATG 3" 16 promotor de
HAHB1
5.’ PCR en tiempo
H1igF GGCCGGCAGATCATCAACTTC | 17 2 real
3
> PCR en tiempo
H1gR CCAACCATGGCCAAAACCCT 18 2 real
G3
3 Clonar
PR4 CDS-F | GGCGGATCCCCACCAAGAAA 19 AT3g04720
ACAAAG/;?TI‘AT 3
PRACDS | GGGGAGCTCCCGATCGATATT | 20 g%”;g 4720
GACCTC 37
57 Clonar
PR2CDSF | Goeaaatccaacaaaargre | 2 AT3g57260
TGAAT(%AAGG 3
P2 CDS | GGGGAGCTCGCCCACAAGTC | 22 Qa0
TCTAAGG 3 9
Glucanasa 57 23 Clonar
CDS-F CGCGGATCCCTAAGGAGCTA AT4916260
AGAACAAACCC 3°
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37

Glucanasa Clonar
CCCGAGCTCATCACTCAACCG | 24
CDS-R \ COGTACCG 3 AT4g162§0
1c23839-F 5 AAAAGE(A(&EIAR;TTTG(JAT o5 Gen de girasol similar a I:;C;Il:{ en tiempo
: ; DREB 1Ay 1B de :
(c23839R | ° GACACGTCC&S;ACAAAATT 26 Arabidopsis PCR en flempo
{C19654-F 3 GATCTTCGTGACE, IGCTTCT o7 . - PCR en tiempo
AAAAC 3 Gen de girasol similar a real
i S'CAAACCACTTCTAAATCATC SAG21 de Arabidopsis PCR en tiempo
tc19654-R CCATAG 3 28 real
SCAAAACAACTTCTTCCACC PCR en tiempo
tc16546-F AATAGTC 3 29 Gen de girasol similar a real
SAATAAACCGTTGACTTTTCT ZAT10 de Arabidopsis PCR en tiempo
tc16546-R N 30
TCACC3 real
SACATCATCAACGCGTGGTIT PCR en tiempo
tc18434-F . 31
AGAAT 3 Gen de girasol similar a real
tc18434-R 5 ACATGGTGCAATACCTTCTG | 30 quitinasa de Arabidopsis PCR en tiempo
TAAAA Y real
AT3g12500 | SGGGTTATGGAGTGATTACG 33 PCR en tiempo
-F AACAT 3 opsi real
AT3g12500 | 5 TACCACCAGGATTAACACC | 4, PR3 de Arabidopsis PCR en tiempo
-R AAATA T real
AT3g57260 | S TAAGAAGGAACCAACGTAT 35 PCR en tiempo
-F GAGAA Y B-1,3-Glucanasa de real
AT3g57260 | 5’CATAAAAAGCCCACAAGTC 36 Arabidopsis PCR en tiempo
-R TCTAA T real
AT3g04720 | SATTGAACATTGCTACATCCA 37 PCR en tiempo
-F AATC 3 . . real
AT3g04720 | 5 ATTGAACATTGCTACATCCA PR4 de Arabidopsis PCR en tiempo
B 38
-R AATC3 real
Usado para la validacién de micromatrices
Nombre del . SEC ID .
cebador Secuencia del cebador Ne ID de secuencia Usado para
At1g62440-F | 5ACCAACACCACCTTCTCTGC 3 39 LRX1 PCR en
tiempo real
At1g62440-R | 5TTGATGGTGGAGGAGGAGAC 3' 40 LRX1 PCR en
tiempo real
, ' PCR en
At2g43050-F | 5’GGTTAAATGGAGTGGGTGTCA 3 41 Modificador de la tiempo real
At2g43050-R | 5CAAGTCCTGGGTCGAAACTAAC 3' 42 pared celular Egﬁpﬁ”real
AT4g16260-F 5‘GAGACCTGGAAC%AGGAGTGGAAAC 43 Glucanasa F"CR en
3 tiempo real
AT4g16260-R | 5AATGTGATCGGAAATTTTGGTTGT 3' | 44 Glucanasa Eeon?pﬁnreal
SGACGTTGGTGGAGGCTATTTACAC PCR en
At4g25480-F 7 45 DREB1b tiempo real
At4g25480-R 5 TATTAGCCAAC!%AACTCGGCATCT 46 DREB1b F"CR en
3 tiempo real
' ' PCR en
At4902380-F | 5’ATGCTATCTTCCGACGTGGTTATG 3 47 SAG21 tiempo real
, ' PCR en
At4g02380-R | 5'CTTCCACTCCCTTCTrCTrCATCA 3 48 SAG21 tiempo real
At4g25490-F | 5CGTTGGCTTTTCAAGATGAGAC 3' 49 DREB1a PCR en
tiempo real
' ' PCR en
At4g25490-R | 5'CGCTCTGTTCCGGTGTATAAATAG 3 50 DREB1a tiempo real
, ' PCR en
At1g27730-F | 5’GTCCACTAGCCACGTTAGCAGTA 3 51 ZAT10 tiempo real
At1g27730-R | 5AGTTGAAGTTTGACCGGAAAGTC 3' 52 ZAT10 PCR en
tiempo real
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AT3g04720-F 5‘ATTGAACATTG(\?TACATCCAAATC 53 PR4 E’CR en
3 tiempo real
AT3g12500-F 5 GGGTTATGGAGTGATTACGAA(,AT 54 PR3 F"CR en
3 tiempo real
STACCACCAGGATTAACACCAAATA PCR en
AT3g12500-R 3 55 PR3 tiempo real
STTTCTCTTTAATAACCTTGCTGCTT PCR en
AT3g52130-F 3 56 LBP tiempo real
AT3g52130-R | 5GCTAATGACTGAGATTTTGATTCG 3' | 57 LBP PCR en
tiempo real
AT3g07450-F | 5GACACTTGGTCAACCTTGTTTATG 3 | 58 LTP tFi)eCnTp?)nrem
STACATGGAAGAAAATTGGCAGAAC PCR en
AT3g07450-R 3 59 LTP tiempo real
At5g44420-F SCTTGTT ClClTl(}Cl‘GC I'I'TCGACG 60 PDF1.2 F"CR en
3 tiempo real
At5g44420-R | 5'CTTCAAGGTTAATGCACTGATTCT 3' 61 PDF1.2 fi)ecnlﬂ:{p(e;nreal
AT3g57260-F 5‘TAAGAAGGAAC(}AACGTATGAGAA 62 PR2 E’CR en
3 tiempo real
AT3g57260-R 5 LATAAAAAGCC(;ACAAGTCTCTAA 63 PR2 F"CR en
3 tiempo real

SEC ID N2 64: ATHB13

ACCAGAAGTGGTATAGTCTAGGCCGATACATTTCACTATCTCTCTCTCTITTTGTTTTTC
CTCTTCTTICTTITITTCCATTITGATTICAAACTCTCACACARAGAGCTTCAGATT TATA
AGACCATGATAATGGCTITAAGACARAGATTGGCAAGAAGARAAAACTAAAGAGARACG
ACCAAAATCTCAAGCAAACAGTACTAACTTCTGTTGCAAAACAGAAGAAGATGTCTTGT
AATAATGGAATGTCTTTITTTCCCTTCAAATTTCATGATCCAAACCTCTTACGAAGATGA
TCATCCTCATCAATCTCCATCTICTTIGCTCCTCTTICTTCCTTICTTGCTCTCTACCTCAAG
ATCTCCATGGTATATATACATAAACTTCCACACACATCTCCTCTGTTTTICTCTCTATCT
CTTTCTAATGCTCTGITCTGTTCTGTITTCAGGATTTGCTTCGTTTCTAGGTAAGAGATC
TCCAATGGAAGGGTGTTGTGATTTAGAAACAGGGAACAATATGAATGGAGAAGAGGATT
ATTCAGATGATGGGTCACAAATGGGAGAGAAGAAGAGGAGATTGAACATGGAACAAGTG
AAGACACTAGAGAAGAACTTTGAGCTTGGAAACAAACTTGAACCAGAGAGGARAATGCA
GCTAGCTCGTGCCTIAGGTTTGCAACCAAGACAGATCGCGATTTGGTTTCAAAATCGAA
GAGCTCGTITGGAAAACAAAGCAGCTAGAGARAGATTATGATACTCTTAAACGACAGTTT

GATACACTTAAAGCTGAAAATGATCTTCTTCAAACTCATAATCAGAAACTCCAAGCTGA
GGTAATTAATCTCATAAATTAACAAAAAANATCAATATGTGTTIATTTITITTITGGGTITA

ATGATCAATAATTACAGTTATTITCCAICTAAAGGATGATTTITITTITCTTTTTAAARAAG
GTTAAAAATTATATTTCTGGTTTATAATTATTTICGATCAGGAGTTGCTTTCAGGTAGGG
TTAAARARCTGGACATGATTICATGACTITTICAGACATCATTATCTCTITTITTICTTICAC
TCTITGTCTGGAAAGAGATCTGAAAACAATAGTTTCTTTATGCTTATCACATTGTACAGT
AACTCTGTTTATGTTTAAAATTTTGTCTTTAATTACGCAGATAATGGGATTAAAAARCA
GAGAACAAACAGAATCAATAAATCTAAACAAAGARACTGAAGGATCTTIGCAGTAACAGA
AGTGATAACAGITCAGATAATCTCAGACTAGATATCTCAACTGCGCCGCCATCARACGA
CAGTACATTAACCGGTGGCCACCCACCGCCACCACAGACAGTTGGTCGACACTTCITCC
CACCGTICGCCAGCCACCGCAACGACAACTACTACAACAATGCAGTICTTITCAAAACTCA
TCTTCAGGACAGAGTATGGTTAAAGAAGAGAATACGTATCAGTAACATGTTCTGTGCAAT
GGATGACCATTICIGGTTTITTIGGCCATGGCTTGATCAGCAACAGTACAATTCGAAATTGGT
CTACCIGITTITITTTGTTITTTIGTTTITAAAARAATTTATATTTTTTIITITITGTATTITG
GAATTITGATCAGAAGAACCCATGCATGTTTTCAARARACTGGAATCTATATCATTAGCT
CACTITGAAATCTGCAACCAAACACCACTGAGGTTTTITTGITTACTTITTITGAGTAARTG
AGATGTAAAARRATGGGTRAATATCCATTATATTATATAAAAAATAATATCATTATGGCC
CAACATTTITICIGTATGGAGAAAAATAAAATAAATTGTATATT

Esta secuencia se corresponde con el ARNm inmaduro (incluyendo los intrones y 3'y ' sin traducir) como se define
en la base de datos TAIR (www.Arabidopsis.org).
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SEC ID N2 65 glucanasa

ctactaaaaaaattgtaagtacatacatatcaatgttaatttgtatataaggagctaag
aacaaacccaattaggcaactagcaattgctaaaacacgtaagatctcaaatATGacca
cgttattcctecttattgetectattcatcacaaccatcctcaacccaacaagtetetet
ctctetctetttaatctcacatgatttattetcattttcaatttttatagatatataaa
cttaatcataattaaccttaattatgttatatgataaactaggtggagaatcagtaggt
gtatgctatggaatgatggggaacaaccttccttctcaatcagacacaategetctett
tagacaaaacaacatccgacgtgttagactctacgatccaaaccaageegetttaaacg
ctcttagaaacacgggtatcegaagtcatcateggegttccaaacaccgatettegttea
ctcactaacccttettccgetagatcatggetccaaaacaacgtectcaactattacce
cgcecgttagcttcaagtacatcgecgtaggtaacgaagtatctecgtegaacggeggtyg
atgttgtgctccecctgccatgegtaacgtttacgatgcectctaagaggtgecaaatcttcaa
gatcgtattaaagtttctaccgecattgatatgactttgattggagaactetttcecctee
ttcectecggagagtttegtggtgacgttagatggtatatecgateccgtcatcgggtaatk
ttteocaaccaaaccaaataaccaaaattcattagatttagttatttececcaatattttte
atttctggttacttgtggaatgattatttaatttcttecctatgtggetaattaggtitce
ttacgagtacgaactcagegttactagecaacatcectatecttactteagetacgttgac
aatccacgtgacatatctetetettacgetectecttcacttctecttecogtegtegtatyg
ggacggctctegtggetaccaaaacctetttgacgetttacttgacgttgtttactctg
cegttgaacgcetcaggcggtggatctecteccagtggttgtttecgagageggatggect
tctaacggtggaaacgccgegagtttcgataacgegegaagetttttacacgaatcttg
cgtcgegtgtgagagagaacagaggaacaccgaagagacctggaagaggagtggaaacg
tatttgttcgcectatgtttgatgagaatcaaaagagtcctgagatcgagaagaattttag
tttgttttttectaataaacaaccaaaatttccgatcacattectectgecgecgagagacy
gtacggeggttgagtgatgattttatatgetgagatttatgtgaataattgggagatta
tcccataszaaggttccaaataaagacaaatticaaataaaacctgttagtccaagttaa
attaaatactcggetttgrttttggtccacgttagacttggtaaagtcatgcaatattte
tatttgatat

ATG senalados en negrita y mayusculas
Intrones en negrita
Oligonucleétidos usados para la clonacién, subrayados

SEC ID N2 66 PR2

atatcatttttcacagaatcatagaaaaatcaagaaaATGtctgaatcaaggagettag
cctrcaccaccaatgttgatgattcttcectcagecttgtaatagcttecttettecaaccac
acaggtteagtcatettttaagetattgtaacatetattaateateteecatettcacaa
atttattcaatttaatgattcettattttggaaaatgaagctggacaaatcggagtatge
tacgggatgctaggcgataccttgecaagtccatecggacgttgtggetctttacaaaca
acaaaacatccagcgaatgcggctctacggeccctgacccaggegectcttgecgctctece
gtggctctgacategagetcatcctecgacgttecccagttcagatecttgaacgtctecgec
tccagtcaaacggaggecgacaagtgggttcaagaaaacgttcagagetacagagatgg
tgtcagattceggtacatcaacgttggaaatgaggtgaaacccteagttggggggttte
tcttacaagecaatgeagaacategagaacgeggtttectggagecagggcttgaagtcaag
gtctcaacagctatagecactgacaccaccactgatacgtectecteegtetcaaggaag
gttcagggatgagtataagagetttctcgaaccagtgataggtttcttggcaagcaagce
aatctcecttgetegtgaatcectctacccttacttcagetacatgggagacacggecaac
atccatctagactacgctcectgttcaccgeccagtcecactgttgataacgatccagggta
ctcataccaaaacctattcgacgcaaatctegactcggtttatgecagcattggagaaat
cagggggcggatcgttggaaatcgtggtgteggagaccggttggeccacagagggagea
gtcgggacgagtgtggaaaacgcaaagacttatgttaacaatttgatacaacatgtgaa
gaatggatcaccgagaaggccagggaaagetatagagacttatatattecgctatgttcg
atgagaataagaaggaaccaacgtatgagaagttttggggactgtttcatccagatcga
cagtctaagtatgaagttaatttcaactaatccttagagacttgtgggetttttatgta
agcgtatttaaaaattgggaacttgttgtagtaataaggaataattaatgecgetttcag
cgtgtagtatgttgttatttttaaggttataaatgagetgcaagecataaataaggaaaa
aaaatagcatgggectataggeccaataataaaacaagcettgett

ATG senalados en negrita y mayusculas
Intrones en negrita
Oligonucleétidos usados para la clonacién, subrayados
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SEC ID N2 67

Secuencia gendmica del gen que codifica PR4 (AT3g04720). Estan subrayadas las secuencias de los
oligonucleotidos usados para amplificar este gen a partir de ADN genémico

agaccaccaagaaaacaaagacttatcgatcatgaagatcagacttagcataaccatca
tacttttatcatacacagtggctacggtggcecggacaacaatgecggtcgtcaaggeggt

ggtcgaacttgtcccggtaacatectgetgcagtcagtacggttactgtggtaccaccge
ggactactgttctcogaccaacaactgtcagagecaattgttggggaagtgggectageg

gaccaggggagagcgegtcgaacgtacgegecacctaccatttetataatceggegcag
aataattgggatttgagagecgtgagtgecttattgetecacgtgggatgetgataagec
gtacgcatggcggagecaagtatggetggaccgecttetgegggecggeaggacctegtg
gtcaagcttcttgecggecaagtygtittaagggtaagttaattaattatettttetcaaat
ctttatataagtatgtttgtgcaaaaggagatcatatagaaagtgttggaattaagacg
aatacaagataaaatttgttaccatttaccaacgtcaacgtgttagtgaaatatttcaa
aagatgtatageccggtaaaaattgtgattaaccggtgggtataaatggattcaggtgaa
gaacacaagaacaaatgctgcagtaactgtgagaatagtggaccaatgcagcaacggag
gcttggatttggatgtagcaatgttcaatcaaatagacaccgatggtttiggctatcaa
caaggccatctcattgttgactaccaatttgtcgactgtggcaatgagctcattgggcea
gcctgattcecagaaacatgettgtttcggecattgatcgegttbtgatattatgtaatga
ttttgaggtcaatatcgateggtcetacataaaaataataaagaccgectatatatgtatt
gtcgagggatatatgtttegtatcaataaggaaattttaaatattattatcatt

Oligonucledtidos usados para cuantificar dianas putativas en Nicotiana y soja

GMPR2 @i|210143170|dbj|AK285952.1| ADNc de Glycine max, clon:
GMFLO01-19-B17

GmPR2gF

5' CCTTCTTCTGGTGGAACTGC 3' SEC ID N° 68

GmPR2gR

5' ATAGGAGAAAAGAGCCCCCA 3' SEC ID N° 69

NTPR2 gi|194719370|gb|EU867448.1| gen de beta-1,3-glucanasa basico de Nicotiana tabacum, cds completa
NtPR2gF

5' CTGGTTTGGGAAACAACATCAA 3' SEC ID N2 70

NtPR2gR

5' AATCTGGCCTGGATTACCAGAA 3' SEC ID N 71

GMPR4 @i|210142121|dbj|AK246040.1| ADNc de Glycine max, clon: GMFL01-49-117
GmPR4qF

5' ACAGGAACAGGAGCAAACACAA 3'SEC ID N2 72

GmPR4gR

5' CATTCCCACAATCCACAAACTG 3'SEC ID N2 73

NTPR4 i|632733|gb|S72452.1] ARNm de la proteina CBP20 patégena para Nicotiana tabacum y antifingico
inducible por herida (CBP20), cds completa

NtPR4qgF

5' TTTGGCATGGAGGAGGAAGTA 3' SEC ID N2 74

NtPR4gR

5' TCCACGATTCTCACTGTGGTCT 3' SEC ID N2 75

GM-glucanasa gi|38640794|gb|AY461847.1| ARNm de endo-1,3-beta-glucanasa de Glycine max, cds completa
GmGilucqF

5' GAGAAAGTAGGGGCACCAAATG 3' SEC ID N° 76

GmGilucgR

5" TTCTGGTTTCCATCAAACATGG 3' SEC ID N2 77

factor de elongacion de GM (usado como control interno)

GmEFlagF

5' TGAAACAGATGATTTGCTGCTGTA 3' SEC ID N2 78

GmEFlagR

5' CAATCATGTTGTCTCCCTCAAAAC 3' SEC ID N2 79

ACTINA de Nt (usado como control interno)

NtActqF

5' CTGATGGACAGGTTATCACCATTG 3' SEC ID N2 80

NtActgR

5' TAATGCGGTAATTTCCTTGCTCA 3' SEC ID N¢ 81
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<150> GB 0909318.8
<151> 01-06-2009

<160> 81

<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211> 1011

<212> ADN

<213> Helianthus annuus

<400> 1

gtegageteg
atttttttta
aAaaataaaaa
gacatattaa
taattaatta
acatttaaaa
acgagtcgag
ctegtttata
cgegetttta
agtaaaagga
ttttttaaat
tgataagtta
aattttatee
atttatatga
atttgaatat

caaggtgtgt

ctectetetet

tetegtaaaa
atttattttt
ttacacatat
aagtattata
aacttaaaat
ttaaaattaa
ccatgectgg
accgagtttt
attaacacat
gtagocaaag
aaactagttt
tcataattac
tgatcgtcaa
ttaaagatat
ttgatagtaa
catatatagt

ctetetctaa

tgttegagte
gatatttttt
atctatatgt
tgtataattt
gttaacactt
tctatatgeca
ctcgageteg
ttttageecga
tctagtctaa
atataaattt
ttttttacey
ttgtagtatt
ttgacaagaa
atggttgtaa
cgtaateecat
gtctecatte

aaatgatgat

agetccaatt
acatatattt
attattttte
tgtttagett
taacacetat
atasaataat
actcatttac
gtttttttea
agaagataat
agggtctaaa
attatetgtg
tttatatcag
caaaaatcaa
gaaaaagaac
tgtgtattte
tttctatage

gagacgacaa

<210>2

<211> 1195

<212> ARN

<213> Helianthus annuus

<400> 2

38

aaatcatgte
ataacataaa
taaaatttta
cccatatttt
tacatacttt
tcaagcaggce
aaatcgagee
agcegaactte
tgaaagagaa
caacctaata
ttatatgtet
aaatatacgt
catctcatgg
aatgtacatc
ttattatttt
acaatatect

agatcgaatt

ggettgttat
Aaacaaaata
aatagcegaaa
tatatgttat
ttagttcaat
ttgecaagecte
accaagecga
aaacaagtca
agtagatata
ttgtttaatt
tagtttgaca
tggagaatta
ttttttacta
aaatggtgaa
atcattttcc
tcacctecot

<

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1011
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ungaaauvuecu

cuugecacugg
accaucauge
auuucagugg
acaacaacau
augauggauc
agacacuuga
uugcaagage
cuagauggaa
cuguuaaage
uggceacuaaa
gaucuugcag
cggouacega
uuﬁuuccauc
uccacaauuc
cgaaugcecau
gguuuuggee
aaaagazaac
aucaucaauc

gaguaaaaau

Jagaaaagecds

aauggcuuuc

cocuacaucu

ugougouuue

ggauggaugu

acagcuucuu

gagaaacuuu

acuuggacua

aacuaaacag

ugagaaugau

aaauagqggaqg

caaccgaage

tagcccuuua

gucgaauauc

gucaucaaqgy

uaaagaagaa

augguuggaa

gguaccegau

uguuuguucu

unagaagaaaa

<210> 3

<211> 315

<212> ADN

<213> Helianthus annuus

<400> 3

aattaactca ccttaactaa

cttgcattca tgagttgtga

agtttttttt
tgaacagete
tttcatgcac

gatcttgatg

ttatttttte
attgatgcat
taaatccata

caggt

<210> 4
<211>778
<212> ADN
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acauaaucaa

uucuccucea
cucucuccaa
uugggaaaaa
gaucaagaag
gcaggagaga
gaguuaggaa
caaccaagac
uuggaaaaag
ucacuccaau
ccagceagaac
gaaaacagcu
uncaucacacc
gauvaggccua
ceggeagauc
uguuuuagea
caaccacaan
ucgecuucuu
cuaageuuua

aacguauuau

gttacttatg
tgtacaacte
ttetgtttea

tagggtttgt

tgggcttgaa

ageuasagag

auuucauguu
uccucccacs
gaucuauguc
ggaacaugaa
aaaagaggag
auvaagcuuga
agauugcuau
acuaugauqge
cucaéaauca
uaaucaacen
cugaaaucaa
aucaacacca
auucgaauaa
aucaacuuca
caauguuugu
ucaauugaug
ggcuuugguu
aauucuuguu

uauuuuaaau

acaacatctc
attcatgeat
agatcatgat
tttagtttca

gaaagtttga

39

gugguuuaaa

acaauceuce
uugcaguace
uucuuacuca
uggagaagau
auuaaacaug
accugagagg
augguuucaa
coucaagaga
uaaacuucau
caacauaaaa
acuagacauc
acaccagcca
cauuguggeg
uugeeacaaa
ugguauggau
gaaucaagaa
ugauuauauu
uguugguacu

ucaagauuag

cagcugauga

caagaagaug
accacucaag
gguuugaaca
gaguuaucag
gaacaaguga
aaaaugcaac
aacagaagag
caguuugaag
gcugagauas,
gasacagaag
ucaagaacac
auvaccuaauc
caucaacuuu
cucgaucaau
gaucaaucay
gcaaaaaaqe
aaagauggag
uazauuaaua

uguuu

tetcatagat cttgatgcag

tagggtttca gttttttcaa

gatgagttgt getgaacact

agttetttcet tttcttitcat

atctttatat gttagttgat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1086
1140

1195

60
120
180
240
300

315
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<213> Helianthus annuus

<400> 4
gtaatattag tttgattgtt tattgceatct atcaatcatt agattctact ctttacttga 60
tcacacagaa agtaactaaa ccttttttce taatgataac aatatttgtt ttgecaaatet 120
aatggcaate aaataaaagt ttetggtaag cagocatgat ctatttattt ttcactattt 180
gagtaagttt aaaagttgca tttatcctca ctaattatat acaacactaa aataatcatt 240
aaactéactg ttataattac tttecgtaaa ecggtatgeca aaacttaaaa tgattaacaa 300
ttttataaga atggaaagta aaatcattac actatttccc atattagtea tgaccaaagt 360
ttgtttettt ctgaagggeca aaagggtcaa tatgecttata tgcagecatgg gcaaaagaag 420
tagagtgtat atcaaaattec atatetttat tttetttteca aagtttaggt aacaaaaaga 4890
agaaattata aacgagtttg ttacaattee acaagtacat gaagaaacaa aatttgftag 540
tatttttatt ttecatgttt ttagtaactt ceatateaat ttagcactag aagataactt 600
tttttaggac tcggtaaace atacaagtag ggtcatactt tategtttat ccattaatgt 660
atatccataa attcactgat tatgeggtat ttceotttgtt acactgtctt gaacaagtat 720
tagtacatgt agtttettaa agattgttta atcaaccaaa aagattgaaa ctttgeag 778

<210>5

<211> 313

<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400>5

40



Met Thr

Ser Ser

Leu Pro

Leu Gly

Met Asp

65

Ser Asp

Asn Met

Lys Leu

Cys

Gln

Pro

35

Lys

Gly

Asp

Glu

Glu
115

Thr

Glu

Cys

Arg

Cys

Gly

Gln

100

Pro

Gly

Asp

Ser

Ser

Asp

Ser

85

val

Glu

ES 2531294 T3

Met

Asp

Thr

Met

Gln

70

Gln

Lys

Arg

Ala

His

Thr

Ser

55

Glu

Leu

Thr

Lys

Phe

His

Thr

40

Ser

Gly

Leu

Leu

Met
120

41

Phe
Ala

25

Gln
Tyr
Asn
Ala
Glu

105

Gln

Ser

10

Pro

Asp

Ser

Met

Gly

50

Arg

Leu

Ser

Thr

Phe

Gly

Asn

Glu

Asn

Ala

Asn

Ser

Sar

Leu

60

Gly

Lys

Phe

Arg

Phe

Leu

Gly

45

Asn

Glu

Lys

Glu

Ala
125

Mat
Sér
Ala
Asn
Asp
Arg
Leu

110

Leu

Lau

15

Pro

Ala

Asn

Glu

Arg

95

Gly

Gly

Gln

Ile

Phe

Lau

80

Leu

Asn

Leu



Gln
Lys
145
Glu
Leu
Ile
Glu
Asp
225
Agsn
Val
Gln

Cys

Pro
305

<210>6

<211>1195
<212> ADN

Pro

130

Thr

Ala

His

Asn

Asn

210

Ser

Leu

Ala

Leu

Phe
290

Trp

Arg

Lys

Val

Ala

Leu

195

Ser

Pro

Phe

His

His

275

Ser

Leu

Gln

Gln

Lys

Glu

180

Asn

Ser

Pro

Gln

260

Cys

Thr

Glu

<213> Helianthus annuus

<400> 6

Ile

Leu

Ala

165

Ile

Ile

Glu

Ser

Ser

245

Leu

His

Met

Gln
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Ala

Glu

150

Glu

Met

Lys

Ile

Ser

230

Ser

Phe

Lys

Phe

Pro
310

Ile

135

Lys

Asn

Ala

Glu

Lys

215

His

Asn

His

Leu

Val

295

Gln

Trp

Asp

Asp

Leu

Thr

200

Leu

His

Ile

Asn

Asp

280

Gly

Phe

42

Phe

Tyr

Ser

Lys

185

Glu

Asp

Gln

Asp

Ser

265

Gln

Met

Asgn

Gln

Asp

Leu

170

Asn

Gly

Ile

His

Arg

250

Ser

Ser

Asp

Asn

Ala

155

Gln

Arg

Ser

Ser

Gln

235

Pro

Ser

Asn

Asp

Arg

140

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

220

His

Asn

Arg

Ala

Gln
3200

Arg

Lys

Gln

Pro

Ser

205

Thr

Gln

Ser

Pro

Ile

285

Ser

Ala

Asn

Ala

190

Asn

Pro

Pro

Asn

Ala

2790

Lys

Gly

Arg

Gln

His

175

Glu

Arg

Ala

Ile

Asn

255

Asp

Glu

Phe

Trp

Phe

160

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

240

Ile

His

Glu

Trp
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ttgaaattct gagaaaagcc acataatcaa agctaaagag gtggtttaaa cagetgatga 60
cttgcactgg aatggettte ttetecteoca attteatgtt acaateectec caagaagatg 120
accatecatge coctacateot ctetetecaa tactoccace ttgeagtace accactcoaag 180
atttcagtgg tgetgettte ttgggaaaaa gatctatgte ttcettacteca ggtttgaaca 240
acaacaacat ggatggatgt gatcaagaag ggaacatgaa tggagaagat gagttatcag 300
atgatggatc acagecttett gecaggagaga aaaagaggag attaaacatg gaacaagtga 3690
agacacttga gagaaacttt gagttaggaa ataagettga acctgagagg aaaatgeaac 420
ttgcaagage acttggacta caaccaagac agattgetat atggtttcaa aacaqaagag 480
ctagatggaa aactaaacag ttggazaaaq actatgatge cetecaagaga cagtttgaag 540
ctgttaaage tgagaatgat teactecaat ctcasaatcea taaacttceat getgagataa 600
tggcactaaa aaatagggag ccageagaac taatcaacct caacataaaa gaaacagaaqg 660
gatcttgeag caaccgaage gaaaacaqget ctgaaatceaa actagacate tcaagaacac 720
cggcectaccga tageecttta teatcacace atcaacacca acacceageca atacctaatce 780
tttttecate gtcgaatatc gataggecta attcgaataa cattgtggeg catcaacttt 840
tccacaatte gtcatcaagg cocggcagatc atcaacttca ttgcoccacaaa ctcgatcaat 900
cgaatgccat taaagaagaa tgttttagea caatjtttgt tggtatggat gatcaatcag 960
ggttttggee atggttagaa caaccacaat teaattgatg gaatcaagaa geaaaaaage 1020
aaaagaaaac ggtaccegat tegecttott ggetttagtt tgattatatt aaagatggég 1080
atcatcaate tgtitgttet ctaagettta aattettgtt ttttggtact taaattaata 1140
gagtaaaaat tagaaga;aa aacgtattat tattttaaat tcaagattag tgttt 1195

<210>7

<211> 3299

<212> ADN

<213> Helianthus annuus

<400> 7

43



gtegageteg
atttttttta
aaaataaaaa
gacatattaa
taattaatta
acatttaaaa
acgagtcgag
ctegtttata
cgegetttta
agtaaaagga
ttetttaaat
tgataagtta
aattttatee

atttatatga

tcetegtaaaa
atttattttt
ttacacatat
aagtattata
aacttaaaat
ttaaaattaa
ccatgcctgg
accgagtttt
attaacacat
gtagccaaag
aaactagttt
tcataattac
tgategtcaa

ttaaagatat
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tgttegagte
gatatttett
atctatatgt
tgtataattt
gttaacactt
tetatatgeca
ctcgagcteg
ttttagecega
tétagtctaa
atataaattt
ttttttaceg
ttgtagtatt
ttgacaagaa

atggttgtaa

agcetecaatt
acatatattt
attattitte
tgtttagett
taacacctct
ataaaataat
actcatttac
gtttttttca
agaagataat
agggtctaaa
attatectgtyg
tttatatcag
caaaaatcaa

gaaaaagaac

44

aaatcecatgte
ataacataaa
taaaatttta
cccatattit
tacatacttt
teaagecagge
aaatecgagee
agcgaactte
tgaaagagaa
caacctaata
ttatatgtet
aaatatacgt
catcteatgyg

aatgtacate

ggcttgttat
aaacasaata
aatagegaaa
tatatgttat
ttagttcaat
ttgeaagete
accaagccga
aaacaagtca
agtagatata
ttgtttaatt
tagtttgaca
tggagaatta
ttttttacta

aaatggtgaa

60
120
1g0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



atttgaatat
caaggtgtgt
cteteteteot
tgagaaaage
gaatggettt
cocctacate
gtaattaact
agcettgeatt
aaagtttttt
cttgaacagc
atttteatge
atgatettga
tgaacaacaa
tatcagatga
aagtgaagac
tgcaacttge
gaagagetag
ttgaagetgt
gtaatattag
tcacacagaa
aatggeaate
gagtaagttt
aaactgactyg
ttttataaga
ttgtitettt
tagagtgtat
agaaattata
tatttttatt
tttttaggac
atateccataa
tagtacatgt
ataatggeac

gaaggatott

ttgatagtaa
catatatagt
cteoteotetaa
cacataatca
cttctectee
tetcteteca
caccttaact
catgagttgt
ttttattttt
tcattgatge
actaaatceca
tgcaggtgot
caacatggat
tggatcacag
acttgagaga
aagagcactt
atggaaaact
taaagcﬁgag
tttgattgtt
agtaactaaa
aaataaaagt
aazaagttgea
ttataattae
atggaaagta
ctgaagggcea
atcaaaatte
aacgagtttg
ttccatgttt
tcggtaaace
Qttcactgat
agtttcttaa
taaaaaatag

gcageaaccg
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cgtaatccat
gtotecatte
aaatgatgat
aagctaaaga
aatttcatgt
atccteoecac
aagttactta
gatgtacaac
tetbotgttt
attagggttt
tatgggettyg
goetttottygg
ggatgtgatc
ctteottgeag
aactttgagt
ggactacaac
aaacagttgg
aatgattecac
tattgeatct
cottttttee
ttetggtaag
tttatcctea
tttdsgtaaa
aaatcattac
aaagggtcaa
atatctttat
ttacaattee
ttagtaactt
atacaagtag
tatgeggtat
agattgttta
ggagecagea

aagcgaaaac

tgtagtattte
tttetatage
gagacgacaa
ggtggtttaa
tacaatccte
cttgoagtac
tgacaacatc
teoattcatge
caagatcatg
gttttagttt
aagasagttt
gaaaaagato
aagaagggaa
gagagaaaaa
taggaaataa
caagacagat
aaaaagacta
tocaatetea
atcaatcatt
taatgataac
cageeatgat
ctaattatat
cggtatgeca
actatttece
tatgcttata
tttettttea
acaagtacat
ccatatcaat
ggteatactt
tteckttgtt
atcaaccaaa
gaactaatca

agctetgaaa

45

ttattatttt
acaatateeot
agatcgaatt
acagctgatg
ccaagaagat
caceactcaa
tcteteatag
attaggattt
atgatgagtt
caagttcttt
gaatotttat
tatgtattet
catgaatgyga
gaggagatta
gecttgaacct
tgctatatgg
tgatgecete
aaatcataaa
agattctact
aatatttgtt
ctatttattt
acaacactaa
aaacttzaaa
atattagtea
tgcageatgy
aagtttaggt
gaagaaacaa
ttagcactag
tategtttat
acactgtett
aagattgaaa
acctcaacat

tcaaactaga

atcattitee
tcaccteect
cttgaaatte
acttgeactyg
gaccatecatg
gatttcagtg

atcttgatge

‘cagtttttte

gtgecbgaaca
cttttetite
atgttagttg
tactcaggtt
gaagatgagt
aacatggaac
gagaggaaaa
tttcaaaaca
aagagacagt

etteatgety

‘ctttacttga

ttgcaaatet
ttcactattt
aataateatt
tgattaacaa
tgaccaaagt
gcaaaagaag
aacaaaaaga
aatttgttag
aagataactt
ccattaatgt
gaacaagtat
ctttgecagag
aaasgasazca

catctcaaga

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



10

15
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acaceggeta ccgatagoce tttatceatea
aatcttttte catcgtegaa tategatagg
cttttcoccaca attcgtcatc aaggoecggea
caatecgaatg ccattaaaga agaatgtttt
tcagggtttt ggccatggtt ggaacaacca
aagcaaaaga aaacggtacc cgattcgeet
ggagatcate aatctgtttg ttctcotaage
aatagagtaa aaattagaag aaaaaacgta
<210>8
<211> 122
<212> PRT
<213> Helianthus annuus
<400> 8
Leu Ile Asn Leu Asn Ile Lys
1 5
Ser Glu Asn Ser Ser Glu Ile
20
Thr Asp Ser Pro Leu Ser Ser
35
Pro Asn Leu Phe Pro Ser Ser
50 55
Ile Val Ala His Glin Leu Phe
65 70
His Gln Leu His Cys His Lys
85
Glu Cys Phe Ser Thr Met Phe
100
Trp Proe Trp lau Glu Gln Pro
115
<210>9
<211> 35
<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400>9

caccatcaac
cctaattega
gatcatcaac
agcacaatgt
caattéaatt
tecttggettt
tttaaattect

ttattatttt

Glu Thr

10

Leun
25

Lys

His His

40

Asn Ile

His Asn

Leu Asp
20

val Gly

105

Gln
120

Phe

46

Glu

Asp

Gln

Asp

Ser

Gln

Met

accaacacea
ataacattgt
tteattgeea
ttgttégtat
gatggaatca
ggtttgatta
tgttttttgg

aaattcaaga

Gly Ser

Ile Ser
Gln

His

Pro
60

Arg

Ser Ser

75

Ser Asn

Asp

Asn

gccaatacet
ggageatcaa
caaactegat
ggatgatcaa
agaagcaaaa
tattaaagat

tacttaaatt

ttagtgttt

Sar

Cys
15

Thr
30

Arg

Hig Gln

45

Asn Ser

Arg Pro

Ala Tle

95

Gln Ser

110

Asn

Pro

Pro

Asn

Ala

Lys

Gly

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3299

Arg

Ala

1le

Asn

Asp

80

Glu

Pha
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15

20

25

30
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Leu Ile Asn Leu Asn Ile Lys Glu Thr Glu Gly Ser Cys Ser Asn Arg

1 5 10 15

Ser Glu Asn Ser Ser Glu Ile Lys Leu Asp Ile Ser Arg Thr Pro Ala
20 25 30

Thr Asp Ser
35

<210> 10

<211> 29

<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400> 10

Ile Lys Glu Glu Cys Phe Ser Thr Met Phe Val Gly Met Asp Asp Gln
1 5 10 15

Ser Gly Phe Trp Pro Trp Leu Glu Gln Pro Gln Phe Asn
20 25

<210> 11

<211> 34

<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400> 11

Ser Ile Asn Leu Asn Lys Glu Thr Glu Gly Ser Cys Ser Asn Arg Serx
1 5 10 15

Glu Asn Ser Ser Asp Ile Lys Leu Asp Ile Ser Arg Thr Pro Ala Ile
20 25 30

Asp Ser

<210> 12

<211> 29

<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400> 12

Val Lys Glu Glu Ser Leu Ser Asn Met Phe Cys Gly Ile Asp Asp Gln
1 5 10 15

Ser Gly Phe Trp Pro Trp Leu Glu Gln Gln His Phe Asn
29 25

<210> 13
<211> 91
<212> PRT

47



10

15

20

25

<213> Helianthus annuus

<400> 13

Met Thr Cys Thr Gly
1 5

Ser Ser Gln Glu Asp

20

Leu Pro Pro Ser

35

Cys

Leu Gly Lys Ser

50

Arg

Met
65

Asp Gly Cys Asp

Ser
85

Ser Asp Asp Gly

<210> 14

<211> 57

<212> PRT

<213> Helianthus annuus

<400> 14

Lys Lys Arg Arg Leu Thr

1 5

Phe Glu Leu Glu Asn Lys

20

Arg Glu Leu Gly Leu Gln

35

Arg Arg Ala Arg Trp Lys

S0

<210> 15
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PrH1R

<400> 15
cggggatcce ctctttaget ttgattatgt gge

<210> 16
<211> 16

ES 2531294 T3

Met

Asp

Thr

Gln
70

Gln

Ala

His

Thr

Ser

55

Glu

Leu

Phe Phe Ser Ser Asn Phe

10

Ala
25

His Pro Thr Ser Leu

Thr Gln Asp Phe Ser Gly
40 415

Ser Leu Asn

&0

Ser Tyr

Asn Met Asn Glu

75

Gly Gly

Leu Ala Gly Glu

Met Leu

15

Ser Pro

30

Ala Ala

Asn Asn

Asp Glu

Gln

Ile

Phe

Asn

Leu
80

Asp Glu Gln Val lys Ala Leu Glu Lys Ser

10

15

Leu Glu Pro Glu Arg Lys Val Gln Leu Ala

25

30

Pro Arg Gln Val Ala Val Trp Phe Gln Asn

40 45

Thr Lys Gln

55

33

48
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PR-TOPO

<400> 16
aacagctatg accatg 16

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador H1gF

<400> 17
ggccggceaga tcatcaactt ¢ 21

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador H1gR

<400> 18
ccaaccatgg ccaaaaccct g 21

<210> 19
<211> 32
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador PR4 CDS-F

<400> 19
ggcggatece caccaagaaa acaaagactt at

<210> 20
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador PR4 CDS-R

<400> 20
ggggagctce cgatcgatat tgacctc

<210> 21
<211> 30
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador PR2 CDS-F

<400> 21
ggcggatcca agaaaatgtc tgaatcaagg

<210> 22
<211> 27

32

27

30

49
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PR2 CDS-R

<400> 22
ggggagctcg cccacaagte tctaagg

<210> 23
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador Glucanasa CDS-F

<400> 23
cgcggatcce taaggagcta agaacaaacc ¢

<210> 24
<211>29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador Glucanasa CDS-R

<400> 24
ccegagcetea tecactcaace geegtaceg

<210> 25
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador tc23839-F

<400> 25
aaaagtggtt tatttggatg agga 24

<210> 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador tc23839-R

<400> 26
gacacgtcag aacaaaattc ca 22

<210> 27
<211> 25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador tc19654-F

<400> 27
gatcttcgtg acctgctict aaaac 25

<210> 28
<211> 26

27

31

29

50
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador tc19654-R

<400> 28
caaaccactt ctaaatcatc ccatag

<210> 29
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador tc16546-F

<400> 29
caaaacaact tcticcacca atagtc

<210> 30
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador tc16546-R

<400> 30
aataaaccgt tgacttttct tcacc

<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador tc18434-F

<400> 31
acatcatcaa cggtggttta gaat

<210> 32
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 18434-R

<400> 32
acatggtgca atacctictg taaaa

<210> 33
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g12500-F

<400> 33
gggttatgga gtgattacga acat

<210> 34
<211> 24
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26

26

25

24

25

24

51
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador At3g12500-R

<400> 34
taccaccagg attaacacca aata

<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g57260-R

<400> 35
taagaaggaa ccaacgtatg agaa

<210> 36
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g57260-R

<400> 36
cataaaaagc ccacaagtct ctaa

<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g04720-F

<400> 37
attgaacatt gctacatcca aatc

<210> 38
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g04720-R

<400> 38
attgaacatt gctacatcca aatc

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At1962440-F

<400> 39
accaacacca ccttctctge

<210> 40
<211> 20
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24

24

24

24

24

20

52
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador At1g62440-R

<400> 40
ttgatggtgg aggaggagac

<210> 41
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At2g43050-F

<400> 41
gottaaatgg agtgggtgtc at

<210> 42
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At2g43050-R

<400> 42
caagtcctgg gtcgaaacta ac

<210> 43
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At4g16260-R

<400> 43
gagacctgga agaggagtgg aaac

<210> 44
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At4g16260-R

<400> 44
aatgtgatcg gaaattttgg ttgt

<210> 45
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At4g25480-F

<400> 45
gacgttggtg gaggctattt acac

<210> 46
<211> 24
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20

22

22

24

24

24

53
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador At4g25480-R

<400> 46
tattagccaa caaactcggc atct

<210> 47
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At4g02380-F

<400> 47
atgctatctt ccgacgtggt tatg

<210> 48
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At4g02380-R

<400> 48
cttccactcce cttcttctic atca

<210> 49
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At4g25490-R

<400> 49
cgttggctit tcaagatgag ac

<210> 50
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At4g25490-R

<400> 50
cgctctgttc cggtgtataa atag

<210> 51
<211> 23
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At1g27730-F

<400> 51
gtccactage cacgttagea gta

<210> 52
<211> 23
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24

24

24

22

24

23

54
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador At1g27730-R

<400> 52
agttgaagtt tgaccggaaa gtc

<210> 53
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g04720-F

<400> 53
attgaacatt gctacatcca aatc

<210> 54
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g12500-F

<400> 54
gggttatgga gtgattacga acat

<210> 55
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g12500-R

<400> 55
taccaccagg attaacacca aata

<210> 56
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g52130-F

<400> 56
tttctcttta ataaccttgc tgctt

<210> 57
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g52130-R

<400> 57
gctaatgact gagattttga ttcg

<210> 58
<211> 24
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25

24

55
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador At3g07450-F

<400> 58
gacacttggt caacctigtt tatg

<210> 59
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g07450-R

<400> 59
tacatggaag aaaattggca gaac

<210> 60
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At5g44420-F

<400> 60
cttgttctct ttgctgettt cgacg

<210> 61
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At5g44420-R

<400> 61
cttcaaggtt aatgcactga ttct

<210> 62
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador At3g57260-F

<400> 62
taagaaggaa ccaacgtatg agaa

<210> 63
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador At3g57260-R

<400> 63
cataaaaagc ccacaagtct ctaa

<210> 64
<211> 1813

ES 2531294 T3

24
24
25
24
24
24

56
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<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 64
accagaagtg gtatagtceta ggeocgataca tttcactate tcoctetetett ttgtttttee 60
tettettett tttttecatt tgatttcaaa ctetcacaca aagageottca gatttataag 120
accatgataa tggcetttaag acaaagattg gcaagaagaa aaaactaaag agaaacgacce 180
aaaatctcaa geaaacagbta ctaacttcetg ttgeaaaaca gaagaagatg teottgtaata 240

57



atggaatgte
cteatcaate
atggtatata
atgctetgtt
aagggtgttg
atgggtcaca
agaagaactt
cettaggttt
aaacaaagea
ctgaaaa;ga
taaattaaca
agttatttte
ctggtttata
attcatgact
ctgaaaacaa
attttgtcett
aatctaaaca
ctcagactag
ccaccgecac
acaactacta
gaagagaata
tggettgate
taaaaaaatt
gttttcaaaa
tgaggttttt
tattatataa

taaattgtat

ttttttcect
tecatetett
tacataaact
ctgttctgtt
tgatttagaa
aatgggagag
tgagcttgga
gcaaccaaga
gctagagaaa
tettettcaa
aaaznaaatca
catetaaagg
attatttgga
tttcagacat
tagtttettt
taattacgeca
aagaaactga
atatctcaac
cacagacagt
caacaatgca
gtatcagtaa
ageaacaqta
tatatttttt
actggaatet
tgtttacttt
aaaataatat

att
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tecaaatttea
getectette
tocacagaca
tecaggatttg
acagggaaca
aagaagagga
aacaaacttg
cagatecgecga
gattatgata
actcataate
atatgtgtta
atgatttctt
teaggagttyg
cattatctct
atgettateca
gataatggga
aggatettge
tgcgeegeea
tggtcgacac
gttetttcaa
catgttetgt
caattgaaat
ttttttgtat
atatcattag
ttgagtaaat

cattatggec

tgatccaaac
ttecttettg
tetectetgt
cttegtttet
atatgaatgqg
gattgaacat
aaccagagag
tttggtitea
ctettaaacg
agaaacteca
tttetttttg
tetttttaaa
ctttcaggta
ttttttette
cattgtacag
ttaaaaaaca
agtaacagaa
tecaaacgaca
ttectteccac
aactcatett
gcaatqggatg
tggtotacet
ttggaatttt
ctcactttga
gagatgtaaa

caacattttt

<210> 65

<211> 1544

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 65

58

ctettacgaa
ctetctacet
tttetoeteta
aggtaagaga
agaagaggat
ggaacaagtg
gaaaatgcag
aaategaaga
acaqgtttgat
agetygaggta
ggttaatgat
aaaggttaaa
gggttaaaaa
actcttgtet
taactectgtt
gagaacaaac
gtgataacaqg
gtacattaac
cgteogcocage
caggacagaqg
accattotgg
gttttttttg
gatcagaaga
aatctgcaac
aaaatgggta

ctgtatggag

gatgateate
caagatcetce
tetettteta
tctocaatgg
tattcagatg
aagacactag
ctagctegtg
getaegttgga
acacttaaaqg
attaatctca
caataattac
aattatattt
actggacatg
ggaaagagat

tatgtttaaa

agaatcaata

tteagataat
cggtyggecac
caccgcaacy
tatggttaaa
tttttggeca
tLtLttgtitt
acccatgcat
caaacaccac
atatccatta

aaaaataaaa

300

360

4290

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1813



ctactaaaaa

acaaacocaa

ttattoctee
tetcteottta
atcataatta
ctatggaatyg
aaacaacate
aaacacgggt
cocttettee
cttcaagtac
ccotgecatg
agtttctﬁcc
gtttegtggt
caaataacca
gtggaatgat
cagegttact
ctecteoctetta
accaaaacet
gtggatetcet
cgagtttoga
agaggaacac
gagaatcaaa
ccaaaattte
tatatgcoctga
acaaatttea

cracgttaga

aattgtaagt

ttaggeaact

ttattgetet
atctcacatg
accttaatta
atggggaaca
cgacgtgtta
atcgaagtca
gctagatcat
ategccecgtag
cgtaacgttt
gcocecattgata
gqacgttagat
azattcatta
tatttaattt
agecaacate
cgetetette
ctttgacget
cccagtggtt
taacgcgega
cgaagagace
agagtecctga
cgatcacatt
gatttatgtg
aataaaacet

cttggtaaag
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acatacatat

agcaattget

attcatcaca
atttattcte
tgttatatga
acettectte
gactctacga
tcateggegt
ggctccaaaa
gtaacgaagt
acgatgctcet
tgactttgat
ggtatatega
gatttagtta
ctteoctatgt
tatcottact
actteteoctt
ttacttgacy
gtttccgaga
agctttttac
tggaagagga
gatcgagaaqg
ctetgeegeg
aataattggg
gttagteocaa

tecatgcaata

caatgttaat

aaaacacgta

accatcctca
attttcaatt
taaactaggt
tcaatecagace
tccaaaccaa
tccaaacace
caacgtecte
atctcegteg
aagaggtgea
tggaaactct
tecegteate
ttteccaata
ggctaattag
teageotacgt
cegtegtegt
ttgtttacte
gocggatggec
acgaatcttg
gtggaaacgt
aattttggtt
agagacggta
agattatcec
gttaaattaa

tttttattty

<210> 66

<211> 1343

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 66

59

ttgtatataa

agatctcaaa

acccaacaag
tttatagata
ggagaatcag
acaatagete
gecgetttaa
gatcttegtt
aactattacc
aacggcggtg
aatcttcaaqg
ttccetoctt
gggtaatttt
tttttecattt
gtttettacg
tgacaatccea
atgggacggce
tgcegttgaa
ttctaacggt
cgtcgegtgt
atttgttege
tgttttttee
cggceggttga
ataaaaggtt
atactegget

atat

ggagctaaga

tatgaccacqg

tctetctete
tataaactta
taggtgtatg
tetttagaca
acgetettag
cactcactaa
cegecgttag
atgttgtgct
atcgtattaa
cctocggaga
ccaaccaaac
ctggttactt
agtacgaact
cgtgacatat
tetegtgget
cgetecaggeg
ggaaacgeceg
gagagagaac
tatgtttgat
taataaacaa
gtgatgattt
ccaaataaag

ttgttttggt

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1544



atatcatttt
cteaccacea
aggttecagte
tattcaattt

ggatgetaqgg

acatccageg
ctgacataga
agacggagge
tecggtacat
caatgcagaa
ctatagecac
agtataagaqg
tegtgaatet
acgetotgtt
tattegacyge
tggaaatcgt
aaaacgcaaa
ggccagggaa
caacgtatga
atttcaacta
acttgttgta
taaggttata

c¢caataataa

tcacagaate
atgttgatga
atgttttaag
aatgattctt

cgataccttg

aatgeggete
geteateocte
cgacaagtgg
caacgttgga
catcgagaac
tgacaccace
ctttetegaa
ctaccettac
cacecgoccag
aaatcteogac
ggtgteggag
gacttatgtt
agctatagag
gaagttttgg
atccttagag
gtaataagga
aatgagectge

aacaagcttg

ES 2 531

atagaaaaat
ttetteotcag
ctattgtaac
attttggaaa

ceaagtccat

tacggeecty
gacgttecea
gttcaagaaa
aatgaggtga
geggtttetyg
actgatacgt
ccagtgatag
ttcagctaca
teocactgttg
teggtttatg
accggttgge
aacaatttga
acttatatat
ggactgttte
acttgtggge
ataattaatg
aageataaat

ctt

294 13

caagaaaatg
cettgtaata
atctattaat
atgaagctgg

cggacgttgt

acocaggeyge
gttcagatect
acgttoagag
aaccctcagt
gagecaggget
ctectecgte
gtttcttgge
tgggagacac
ataacgatec
cageattgga
ccacagagygq
tacaacatgt
tegetatgtt
atccagateg
tttttatgta
egetttcage

aaggaaaaaa

<210> 67

<211>998

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 67

60

tetgaatcaa
gettecttet
catctecate
acaaatcogga

ggctetttac

tettgecget
tgaacgtcte
ctacagagat
tggggggttt
tgaagtcaaqg
tcaaggaaqgqg
aagcaagceaa
ggccaacate
agggtacteca
gaaatcaggg
agcagtcggg
gaagaatgga
cgatgagaat
acagtctaag
agcgtattta
gtgtagtatg

aatagcatgyg

ggagcettage
tcaaccacac
ttcacaaatt

gtatgctacg

aaacaacaaa

ctecgtgget
gactccagte
ggtgtcagat
ctcttacaag
gtetcaacay
tteagggaty
teteccttge
catctagact
taccaaaace
ggcggatcegt
acgagtgtgg
tcaccgagaa
aagaaggaac
tatgaagtta
aaaattggga
ttgttatttt

goctatagge

60
120
1g0
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1343
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30

agaccaccaa
acttttatca
tcgaacttgt
ctactgttct
aggggagage
ttgggatttg
atggcggage
ttettgegge
aagtatgttt
taaaatttgt

gocecggtaaaa

caaatgetge
atgtagcaat
ttgttgacta
acatgcttgt
cgatceggtet

ttecgtatcaa

gaaaacaaaq
tacacagtgg
cceggtaaca
ccgaccaaca
gegtcgaacg
agagcegtga
aagtatgget
aagtgtttaa
gtgcaaaagg
taccatttac

attgtgatta

agtaactgtg
gttcaatcaa
ceaatttgte
ttcoggeccatt
acataaaaat

taaggaaatt

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> GmPR2gF

<400> 68
cctictictg gtggaactge

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> GmPR2gR

<400> 69
ataggagaaa agagccccca

<210> 70
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> NtPR2gF

ES 2531294 T3

acttatcgat
ctacggtggc
tetgectgecag
actgtcagag
tacgegecac
gtgecttattg
ggaccgectt
gggtaagtta
agatecatata
caacgteaac

aceggtgggt

agaatagtgg

atagacaccyg

gactgtggea
gatcgegttt
aataaagacc

ttaaatatta

20

20

catgaagaté
cggacaacaa
tcagtacggt
caattgttgg
ctaccattte
ctccacgtgg
ctgegggecg
attaattate
gaaagtgttg
gtgttagtga

ataaatggat

accaatgcaqg
atggttttgg
atgagctcat
gatattatgt
getatatatg

ttateatt

61

agacttagea
tgcggtegtc
tactgtggta

ggaagtggge

tataatcegg
gatgctgata
gcaggacctb
tttttetcaa
gaattaagac
aatatttcaa

tcaggtgaag

caacggagge
ctatcaacaa
tgggcagect
aatgattttg

tattgtegag

taageateat
aaggcggtgg
ccacegegga
ctagceggacc
cgcagaataa
agcegtacge
gtggtcaage
atctttatat
gaatacaaga
aagatgtata

aacacaagaa

ttggatttgg
ggccatotea
gattecagaa
aggtcaatat

ggatatatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
840
900
960

998



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 70
ctggtttggg aaacaacatc aa

<210> 71
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> NtPR2gR

<400> 71
aatctggect ggattaccag aa

<210> 72
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> GmPR4qgF

<400> 72

acaggaacag gagcaaacac aa

<210> 73
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> GmPR4gR

<400> 73
cattcccaca atccacaaac tg

<210> 74
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> NtPR4qgF

<400> 74
tttggcatgg aggaggaagt at

<210> 75
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> NtPR4gR

<400> 75
tccacgattc tcactgtggt ct

<210> 76
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> GmGlucqgF

ES 2531294 T3
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<400> 76
gagaaagtag gggcaccaaa tg

<210> 77
<211> 22
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> GmGlucgR

<400> 77
ttctggtttc catcaaacat gg

<210> 78
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> GmEFlagF

<400> 78
tgaaacagat gatttgctge tgta

<210> 79
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> GmEFlagR

<400> 79
caatcatgtt gtctccctca aaac

<210> 80
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> NtActgF

<400> 80
ctgatggaca ggttatcacc attg

<210> 81
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> NtActgR

<400> 81
taatgcggta atttecttgce tcat

ES 2531294 T3

22

24

24

24

24
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de aumento de la tolerancia tanto a la sequia como a la alta salinidad y la congelacién que
comprende transformar una planta con un acido nucleico que comprende una secuencia de SEC ID N° 6 0 7 o una
secuencia con al menos el 90 % o al menos el 95 % de homologia con una secuencia que comprende SEC ID N2 6 o
7.

2. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la secuencia de acidos nucleicos esta bajo el control del
promotor de HAHB1, que comprende un acido nucleico de SEC ID N° 1.

3. Una construccion de acidos nucleicos quimérica aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica la secuencia de extremo N de otra proteina HD Zip de la subfamilia | asociada operativamente a una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia que comprende el extremo C de HAHB1 como se define
en SEC ID N2 8.

4. Un polipéptido codificado por medio de una construccion génica de la reivindicacion 3.

5. Un polipéptido de la reivindicacion 4, en el que el extremo N es el extremo N de HAHB4.

6. Un procedimiento para conferir tolerancia en una planta tanto a la sequia como a la alta salinidad y la congelacién
que comprende introducir y expresar en una planta una construccién génica como se define en la reivindicacion 3 o
un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5.

7. Uso de una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N2 6 o 7, o una secuencia con al menos el 90 % o al menos
el 95 % de homologia con SEC ID N2 6 0 7 o0 uso de un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos de

SEC ID N2 6 0 7 0 una secuencia con al menos el 90 % o al menos el 95 % de homologia con SEC ID N? 6 o 7,
confiriendo elevada tolerancia tanto a la sequia como a la alta salinidad y la congelacion.
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Figura 25
Niveles de transcrito de PR2 en discos
de hojas de soja transitoriamente transformadas
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Niveles de transcrito de PR2 en discos
de hojas de Nicotiana tabacum
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Figura 26
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Figura 30
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Figura 31
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Figura 32
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Figura 33
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