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DESCRIPCION
Plantas y células vegetales que se han modificado en multiplicacion celular y desarrollo/diferenciacion
Campo de la invencion
La presente invencidn se refiere a plantas con un gen controlado genéticamente implicado en su crecimiento celular.
Antecedentes de la invencion

Las plantas tienen caracteristicas embrioldgicas distintivas diferentes de las de otros eucariotas. Ya que las células
vegetales no migran, se cree que la divisién celular, extensién y muerte celular programada determinan la
morfogénesis. Las células proliferan en tejidos meristematicos que existen en ambos polos de un extremo de brote y
un extremo de raiz. Las células proliferadas se diferencian y se apilan para desarrollarse en una planta. El tamafio
de una planta se determina por el niumero y tamafo de células constituyentes para formar la planta. Las plantas
controlan el crecimiento celular (proliferacion celular) regulando el ciclo celular de modo que los tamafos de las
plantas se adaptan a condiciones ambientales cambiantes. La regulacién del ciclo celular es importante para la
diferenciacién de plantas. Por ejemplo, las células periciclicas de las raices permanecen en un periodo especifico
(fase G2) del ciclo celular, y la diferenciacion de las raices laterales se determina por si las células comienzan o no a
dividirse. El nimero de las células del hipocotilo esta regulado en plantas, pero el ciclo celular cambia en oscuridad y
el tamafio de la célula cambia por endorreduplicacion.

Se cree que un método para controlar la divisién celular de plantas, en particular un método para regular el ciclo
celular es importante como un nuevo método para cultivo de plantas que trata de forma colectiva asuntos tales como
el crecimiento, las formas y la respuesta a tension.

Una célula se divide en dos células descendientes mediante una serie de procesos denominados ciclo celular que
consiste en cuatro fases; es decir fase de intervalo 1 (fase G1), fase de sintesis de ADN (fase S), fase de intervalo 2
(fase G2) y fase de mitosis (fase M). Se han observado y estudiado mecanismos relacionados con la regulacion de
las fases S y M del ciclo celular. En las dos fases, la fase M, denominada fase de division mitética, es una fase para
distribuir igualmente los cromosomas duplicados en la fase S en células descendientes. Para la entrada en la fase
M, las ciclinas (un representante es la Ciclina B) se unen con quinasa dependiente de ciclina (CDK) para formar un
complejo activado para potenciar la agregacion de cromosomas y rotura de las membranas nucleares. La fase B
termina después de un proceso llamado citocinesis (divisién citoplasmatica) para dividir el citoplasma después de la
distribucion de los cromosomas en dos. En células vegetales, el fragmoplasto que es una estructura especifica de la
planta se forma y progresa la divisién citoplasmatica. La formacién de fragmoplastos se regula por proteinas de tipo
quinesina; es decir NACK1 y NACK2.

La ciclina B, NACK1 y NACK2 que tienen funciones importantes en el proceso de la entrada en la fase M hasta la
terminacion de la fase M en células vegetales muestran patrones de expresion génica especificos de fases G2/M. Se
ha indicado que una secuencia de control especifica denominada activador especifico de M (MSA) que existe en una
regién promotora controla la expresion especifica de fase de estos genes (Documento No de Patente 1). Ademas de
una CDK especifica de planta, CDKB, y genes que tienen altas similitudes con enzimas E2 especificas de ciclina
entre las enzimas E2 relacionadas con la protedlisis, se ha indicado que diversos genes funcionalmente
desconocidos tiene patrones de expresion especificos de fase M. Muchos de estos genes se analizan para incluir
secuencias de MSA en regiones promotoras. Por lo tanto, se cree que los mecanismos para regular la expresién
génica especifica de fase G2/M por secuencias de MSA estan universalmente conservados en plantas.

Se han identificado NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB (denominados de forma colectiva en lo sucesivo en el presente
documento “Ntmyb”) del tabaco como factores de unién a MSA. Las secuencias de aminoacidos de proteinas Ntmyb
tienen caracteristicamente altas similitudes con la regién de unién a ADN de myb que tiene una secuencia
compuesta de tres repeticiones imperfectas existentes en c-myb animal y otros (dichas proteinas que contienen esta
regién de unién a ADN se denominan en lo sucesivo en el presente documento “3Rmyb”). Muchas plantas tiene
genes que portan regiones de uniéon al ADN de tipo myb, pero la mayoria de ellas estan constituidas por dos
repeticiones de regidon myb o regiones myb de tipo no repetido. Por ejemplo, Arabidopsis thaliana la secuenciacion
de cuyo genoma se ha completado tiene mas de cien genes que contienen regién de union a ADN de tipo myb, pero
solamente cinco genes contienen la region de union a ADN de tipo myb anteriormente mencionada compuesta de
tres repeticiones de myb imperfectas (3Rmyb). Por lo tanto, dichos genes se conocen como miembros especificos
entre superfamilias que constituyen el grupo de proteinas de tipo myb de plantas (Documento No de Patente 2). Se
han realizado experimentos de control de la transcripcion con genes indicadores para investigaciones sobre las
funciones de Ntmyb usando sistemas de expresién transitoria en células vegetales. Se ha indicado que NtmybA1 y
NtmybA2 activaban la transcripcion del promotor de ciclina B (CYM) y el promotor de NACK 1 de vinca pervinca
(Catharanthus roseus), y viceversa NtmybB suprimia esta transcripcién, lo que indica por lo tanto que Ntmyb eran
capaces de unirse con MSA, y actuaban como factores de control de la transcripcidon para genes que mostraban
expresion especifica de fase G2/M (Documento No de Patente 3). Sin embargo, estos informes se basan
Unicamente en los resultados de transcripcién de genes indicadores activada por Ntmyb expresados de forma
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transitoria en un punto en el ciclo celular regulado por la expresién ciclica de numerosos genes. Por lo tanto, no ha
habido ningun informe que desvele funciones de Ntmyb en el ciclo celular y la division celular aun.

Ha habido ejemplos de informes que desvelan que el crecimiento y desarrollo de plantas se modificé por la
transformacioén con genes de expresion especifica de fase G2/M. Por ejemplo, la elongacién de las raices se
potencié en plantas transformadas que expresaban ciclina B de forma ectdpica (Documento No de Patente 4); y la
division citoplasmatica fue incompleta para acortar la altura de la planta en plantas que tenian expresion suprimida
de NACK1 esencial para la terminacion de la fase M o en plantas transformadas que tenian construcciones de
NACK1 negativas dominantes (Documento No de Patente 5). Sin embargo, estos ejemplos son los enfoques para el
control de crecimiento celular utilizando genes individuales que se relacionan con el progreso de la fase M. Por lo
tanto, no ha habido informes que desvelen plantas transformadas en las que se regule de forma colectiva la
expresion de genes especificos de fase G2/M incluyendo genes desconocidos funcionalmente, regulados por
secuencias MSA.

Ntmyb contiene una regién de unién a ADN de myb que tiene alta homologia con c-myb. Se cree que la funcion
transcripcional de c-myb es inactiva cuando el motivo EVES existente en dicha proteina se une con el dominio de
union a ADN de myb, y se activa cuando la fosforilacién del motivo EVES con una proteina quinasa conduce a un
cambio en la conformacién proteica, permitiendo de este modo la unién del coactivador P100 con la region de unién
a ADN de myb (Documento No de Patente 6). Ya que se observa que las regiones distintas de las regiones de unién
a ADN de myb no son similares entre Ntmyb y c-myb, y secuencias reguladoras tales como el motivo EVES no estan
conservadas, el mecanismo para controlar la capacidad de Ntmyb para activar la transcripcion se cree que es
diferente del de la proteina c-myb. No ha habido informes que desvelen la presencia de una region para controlar la
capacidad activadora de la transcripcion de Ntmyb. Se han indicado ADN que codifican 3Rmyb de longitud completa
solamente en tabaco y Arabidopsis thaliana que son plantas dicotileddneas, pero no ha habido informes sobre
3Rmyb de longitud completa de plantas monocotiledéneas. Esto significa que no hay informes que revelen si los
mecanismos para regular la expresién génica especifica de fase G2/M, mediada por secuencia de MSA y 3Rmyb,
estan conservados o no en plantas monocotiledéneas y plantas dicotiledoneas.

La mayoria de los animales son diploides, pero se conocen ampliamente diversos niveles de ploidia en plantas.
Tritcum es hexaploide, y Asterales es decaploide. Un gran niumero de estas plantas con poliploidia tienen en
general caracteres y propiedades Utiles para la agricultura, y la creacién de plantas con ploidia se usa como una
herramienta para el cultivo. El tratamiento con colchicina se ha usado ampliamente como una tecnologia para
generar poliploides. Concretamente, el tratamiento con colchicina se realiza para plantar semillas, plantas
embrionarias o células de cultivo celular de 6rganos, y después las plantas se seleccionan de plantas regeneradas.
La colchicina inhibe la formacion del huso de células con ploidia después de la duplicacion del ADN, y las células
con ploidia se generan saltando la fase mitética. Sin embargo, son necesarias investigaciones de érganos para tratar
con colchicina y el momento del tratamiento farmacolégico; por lo tanto, no se realiza facilmente en todas las
plantas.

[Documento No de Patente 1] Ito et al., Plant Cell, 10: 331 (1998)

[Documento No de Patente 2] Stracke et al., Curr. Opin. Plant Biol. 4: 447 (2001)
[Documento No de Patente 3] Ito et al., Plant Cell, 13: 1891 (2001)

[Documento No de Patente 4] Doerner et al., Nature, 380: 520 (1996)
[Documento No de Patente 5] Nishihama et al., Cell, 109: 87 (2002)

[Documento No de Patente 6] Dash et al., Genes Dev., 10: 1858 (1996)

Sumario de la invencion

Como se ha mencionado anteriormente, ya que la regulacién del ciclo celular es importante para cultivar plantas, un
objetivo de la presente invencion es proporcionar una tecnologia nueva para modificar el crecimiento o proliferacién
de células vegetales. Concretamente, un objetivo de la presente invencion es proporcionar la tecnologia para
modificar el desarrollo/diferenciacién de plantas en combinacion con la modificacién del crecimiento o proliferacion
de células vegetales. Los inventores han investigado exhaustivamente para desvelar que el gen 3Rmyb de planta es
un factor esencial para el crecimiento (o proliferacién) de células vegetales y para conseguir la tecnologia para
modificar el crecimiento de células vegetales dirigiéndose al gen de 3Rmyb y la tecnologia para modificar el
desarrollo/diferenciaciéon de plantas. Ademas, los inventores han descubierto que estas tecnologias pueden
aplicarse a diversas plantas.

Concretamente, se generan plantas que muestran actividades de proteina 3Rmyb vegetal modificadas. En estas
plantas, el crecimiento celular (o proliferacion celular) y/o el desarrollo/diferenciacién celular pueden modificarse
claramente. Ademas, se ha desvelado en primer lugar, usando las plantas que ejercen actividades de proteina
3Rmyb vegetal modificadas, que un miembro de 3Rmyb vegetal que contiene una secuencia de aminoacidos
especifica es un factor regulador positivo con respecto al ciclo celular y la division celular (uno representativo de la
3Rmyb vegetal es “NtmybA2”).
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Los inventores también han conseguido crear variantes de factores de transcripcion, proteinas 3Rmyb vegetales, y
han descubierto que sus funciones se modificaron. Los inventores han descubierto con éxito que estas variantes
pueden usarse para modificar actividades poseidas por las proteinas 3Rmyb vegetales en células vegetales y en
plantas. Concretamente, los inventores han descubierto regiones de control para regular las actividades de la
transcripcion de genes cadena abajo entre las secuencias de aminoacidos de proteinas 3Rmyb vegetales, y han
generado con éxito moléculas que tienen la capacidad modificada para activar la transcripcién génica.

Basandose en los hallazgos anteriores, los presentes inventores han conseguido la presente invencion.

La presente invencion se refiere a técnicas de control para regular el crecimiento celular de plantas y/o regular el
desarrollo y diferenciacion de plantas individuales en las que el gen diana es el gen de 3Rmyb vegetal.

Como se usa en el presente documento, la puntuacion, “Puntuacion Alineada” que indica la similitud entre un cierto
aminoacido o secuencia de aminoacidos y uno especifico de interés, se refiere al porcentaje de aminoacidos
idénticos o similares, que ha resultado de un analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos multiples
usando el programa ClustalW (http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/clus-talw-j.html). Ademas, la comparaciéon de
secuencias de aminodacidos anteriormente mencionadas se realiza con alineamiento éptimo de las secuencias de
aminoacidos diana. Las secuencias de aminoacidos se alinean de forma éptima en el presente documento a no ser
que se desvele otra cosa especificamente en el presente documento. El programa se ejecuta con las siguientes
condiciones: los paradmetros se ajustan por defecto (def), RESULTADO=clustal, ORDEN DE SALIDA=alineado,
MATRIZ=blosum, DISTANCIA DE HUECO=8, DIVISION MAXIMA=40, HUECOS FINALES=APAGADO, HUECOS
NOP=APAGADO y HUECOS NOH=APAGADO.

En un aspecto mas especifico, la presente invenciéon proporciona lo siguiente: una planta transgénica que
comprende o alberga una célula vegetal transformada con un vector que comprende los siguientes (i) a (iii):

(i) un promotor transcribible en una célula vegetal,

(if) un ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 53 ligada a dicha secuencia promotora en
una direccién con sentido y

(iii) una sefal para terminacién de la transcripcion y poliadenilacién de una molécula de ARN,

En la que la cantidad de ADN expresado que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 53 aumenta y su
crecimiento celular esta suprimido en comparacion con la planta de tipo silvestre correspondiente que no comprende
el vector.

Ademas, la proteina 3Rmyb vegetal es una proteina representada por una secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢:
53.

Perfiles ventajosos de la invencién

La presente invencion proporciona células vegetales que tienen crecimiento celular modificado (o proliferacion
celular modificada). Estas células vegetales permiten la produccion de plantas que tengan desarrollo/diferenciacién
modificados. Por lo tanto, se proporcionan técnicas novedosas para generar plantas que tengan propiedades
deseables, tales como agrandamiento de érganos especificos, esterilidad masculina y resistencia a tension
mejorada.

Los objetivos anteriores y otros objetos, caracteristicas, ventajas y aspectos de la presente invencién resultan
facilmente evidentes para los expertos en la materia a partir de las siguientes divulgaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra resultados de comparaciéon de andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando se alinean de forma éptima tanto la secuencia de aminoacidos de proteina del arroz potencial
registrada con el N° DE REFERENCIA: BAB78687 en DDBJ (Banco de Datos de ADN de Japén) como la
secuencia de aminoacidos de la proteina Os3RmybA1. Continla en las Figuras 2 y 3.

La Figura 2 muestra resultados de comparacion de andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando se alinean de forma éptima tanto la secuencia de aminoacidos de proteina del arroz potencial
registrada con el N2 DE REFERENCIA: BAB78687 en DDBJ como la secuencia de aminoacidos de la proteina
Os3RmybA1. Continta de la Figura 1 a la Figura 3.

La Figura 3 muestra resultados de comparaciéon de andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando se alinean de forma dptima tanto la secuencia de aminoacidos de proteina del arroz potencial
registrada con el N® DE REFERENCIA: BAB78687 en DDBJ como la secuencia de aminodcidos de la proteina
Os3RmybA1. Continta de las Figura 1y 2.

La Figura 4 es un diagrama que muestra relaciones de aumento de la actividad especifica de LUC en las que se
examinaron las capacidades de Os3RmybA1 y NtmybA2 para activar la transcripcion del gen fusionado de LUC-
promotor de CYM usando plasmidos de expresion para Os3RmybA1 y NtmybA2 en combinacién con el plasmido
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indicador de LUC-promotor de CYM. Todas las actividades de LUC se expresan en relacion con el control
(tomado como 1,0). Los datos representan la media de experimentos por quintuplicado. Las barras de error
indican la D.T.

La Figura 5 es un diagrama que muestra las relaciones de aumento de la actividad especifica de LUC en las que
se examinaron las capacidades de la version mutante de NtmybA2 y NtmybA2 truncada en el extremo C terminal
para activar la transcripcion del gen fusionado con LUC-promotor de NACK1 usando diversos plasmidos de
expresion para versiones mutantes truncadas en el extremo C terminal de NtimybA2 y NtmybA2 en combinacion
con el plasmido indicador de LUC-promotor de NACK1. Todas las actividades de LUC se expresan en relacion
con el control (tomado como 1,0). Los datos representan la media de experimentos por quintuplicado. Las barras
de error indican D.T.

La Figura 6 es un diagrama que muestra relaciones de aumento de la actividad especifica de LUC en las que las
capacidades de coexpresion de (NtmybA2+NtmybA2T5) o (NtmybB+NtmybA2T5) para activar la transcripcién del
gen fusionado de LUC-promotor de CYM se examinaron usando el plasmido indicador de LUC-promotor de
CYM. Todas las actividades de LUC se expresan en relacion con el control (tomado como 1,0). Los datos
representan la media de experimentos por quintuplicado. Las barras de error indican D.T.

La Figura 7 es un conjunto de fotografias que muestran cada tamafo de callos BY2 transformados por pPZP211-
35S:A2ARNi, en el que los niveles de NtmybA2 expresado de forma enddgena disminuyeron por mecanismos de
interferencia de ARN, y callos BY2 transformados por pPZP211. Vector: callos BY2 transformados por pPZP211;
y A2 ARNi: callos transformados por pPZP211-35S:A2ARNi.

La Figura 8 muestra resultados del ensayo de contenido de ADN nuclear para callos BY2 transformados por
pPZP211-35S: A2 ARNi, en el que los niveles de NtmybA2 expresado de forma enddgena se redujeron por
mecanismos de interferencia de ARN, y callos BY2 transformados por pPZP211. Vector y vector de control:
callos BY2 transformados por pPZP211; y A2 ARNi: callos transformados por pPZP211-35S:A2ARNi.

La Figura 9 es un conjunto de fotografias que muestran cada tamafo de callos BY2 transformados por pPZP211-
35S:BARNi, en el que los niveles de NtmybB enddgeno expresado se redujeron por mecanismos de interferencia
de ARN, y callos transformados por pPZP211. Vector y vector de control: callos transformados por pPZP211;y B
ARNIi: callos transformados por pPZP211-35S:BARNi.

La Figura 10 muestra resultados del ensayo de contenido de ADN nuclear para callos BY2 transformados por
pPZP211 y pPZP211-35S:BARNi, en el que los niveles de NtmybB expresado de forma endégena se redujeron
por mecanismos de interferencia de ARN, y callos BY2 transformados por pPZP211. Vector y vector de control:
callos transformados por pPZP211; y BARN:I: callos transformados por pPZP211-35S:BARN..

La Figura 11 es un conjunto de fotografias que muestran cada tamano de callos BY2 transformados por
pPZP211-35S:A2, en el que NtmybA2 se expresd de forma estable, callos BY2 transformados por pPZP211-
35S:A2T2, en el que NtmybA2T2 se expreso6 de forma estable, y callos BY2 transformados por pPZP211. Vector:
callos transformados por pPZP211; 35S:A2: callos transformados por pPZP211-35S:A2; y 35S:A2T2: callos
transformados por pPZP211-35S:A2T2.

La Figura 12 muestra cada nimero de células de células constituyentes para callos BY2 transformados por
pPZP211-35S:A2, en los que NtmybA2 se expresaba de forma estable, callos BY2 transformados por pPZP211-
35S:A2T2, en los que NtmybA2T2 se expresaba de forma estable, y callos BY2 transformados por pPZP211.
Vector: callos transformados por pPZP211; 35S:A2: callos transformados por pPZP211-35S:A2; y 35S:A2T2:
callos transformados por pPZP211-35S:A2T2.

La Figura 13 muestra resultados del ensayo del nivel de ADN nuclear para callos BY2 transformados por
pPZP211-35S:A2, en los que NtmybA2 se expresaba de forma estable, callos BY2 transformados por pPZP211-
35S:A2T2 en los que NtmybA2T2 se expresaba de forma estable, y callos BY2 transformados por pPZP211.
Control: callos transformados por pPZP211; 35S:A2: callos transformados por pPZP211-35S:A2; y 35S:A2T2:
callos transformados por pPZP211-35S:A2T2.

La Figura 14 es un conjunto de fotografias que muestran cada crecimiento de tabaco transformado por pPZP211-
35S:B, en el que NtmybB se expresaba de forma estable, tabaco transformado por pPZP211-35S:B.ARNi en el
que la expresion de NtmybB enddgeno se suprimié por mecanismos de ARNi, y tabaco transformado por
pPZP211. Vector: callos transformados por pPZP211; 35S:B: callos transformados por pPZP211-35S:B; y B
ARNi: callos transformados por pPZP211-35S:B.ARNi.

La Figura 15 muestra los resultados de comparacion de analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de amino&cidos de las proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1, se alinean
de forma 6ptima.

En las Figuras 15 a 17, las flechas indican areas para construcciones mutantes de NtmybA2 de delecién C
terminal respectivas y las regiones de aminodacidos correspondientes relacionadas con NtmybA1 y Os3RmybA1.
En los dibujos, “*” significa que los restos de aminoacidos en esa columna son idénticos en todas las secuencias
en el alineamiento (sitio de aminoacidos completamente conservado), “” significa que se han observado
sustituciones conservadas (sitio de aminoacido altamente conservado), y “.” significa que se observan
sustituciones semiconservadas (sitio de aminoacido moderadamente conservado), en relacién con resultados de
rendimiento de similitud de aminoacidos de andlisis de alineamiento de secuencias mdultiple por el programa
ClustalW. Continda en las Figuras 16 a 18.

La Figura 16 muestra resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybAl se alinean
de forma 6ptima. Continta de la Figura 15 en las Figuras 17 y 18.

La Figura 17 muestra resultados de comparacién de andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
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multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1, se alinean
de forma éptima. En los dibujos, los segmentos de secuencia incluidos en la caja rectangular indican posiciones
de aminoacidos consenso con NtmybA1 y Os3RmybA1, observado en o cerca de la regién de delecion de
NtmybA2. Las secuencias de aminoacidos mostradas sobre las cajas rectangulares significan secuencias
conservadas en las que X significa cualquier aminoacido. Continta de las Figuras 15y 16 en la Figura 18. La
Figura 18 muestra resultados de comparacién de andlisis de alineamiento de secuencias de aminodcidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1, se alinean de
forma 6ptima. Continta de las Figuras 15 a 17.

La Figura 19 muestra resultados de comparaciéon de analisis de alineamiento de secuencia de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas, NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtIMYB3R1
(en las Figuras 19 a 25, designada “AtMYB3R-1"), y AtIMYB3R4 (en las Figuras 19 a 25, designada “AtMYB3R-
4”), se alinean de forma éptima. En los dibujos, “*” significa que los restos de aminoacidos en esa columna son
idénticos en todas las secuencias en el alineamiento (sitio de aminoacido completamente conservado), “”
significa que se han observado sustituciones conservadas (sitio de aminoacido altamente conservado), y “.
significa que se observan sustituciones semiconservadas (sitio de aminoacido moderadamente conservado), en
relacién con resultados de rendimiento de similitud de aminoacidos de andlisis de alineamiento de secuencias
multiple por el programa ClustalW. Continta en las Figuras 20 a 25.

La Figura 20 muestra los resultados de comparacién del analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de amino&cidos de las proteinas NtmybA1, NimybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1,
y AtMYB3R-4, se alinean de forma éptima. Continda de la Figura 19 en las Figuras 21 a 25.

La Figura 21 muestra los resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminodcidos de las proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1
y AtMYB3R-4, se alinean de forma éptima. Continta de las Figuras 19 y 20 en las Figuras 22 a 25.

La Figura 22 muestra los resultados de comparacién del analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1
y AtMYB3R-4, se alinean de forma éptima. Continta de las Figuras 19 a 21 en las Figuras 23 a 25.

La Figura 23 muestra los resultados de comparacion del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminodcidos de las proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1
y AtMYB3R-4, se alinean de forma 6ptima. En el dibujo, la barra transversal negra indica una regiéon de
secuencia particular en la que los aminoacidos estan altamente conservados, excepto el dominio de unién a ADN
de myb. La secuencia consenso observada en la region de barra transversal negra esta escrita en letras negritas,
en las que X es cualquier aminoacido; J es un aminoacido seleccionado de I, V y L; O es un aminoacido
seleccionado de Sy T; Xy es un aminoacido seleccionado de Ky R; U es un aminoacido seleccionadode VyL;y
Xs es un aminoacido seleccionado de D y E. Continta de las Figuras 19 a 22 en las Figuras 24 y 25.

La Figura 24 muestra los resultados de comparacion del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminodcidos de las proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1
y AtMYB3R-4, estan alineadas de forma éptima. Continda de las Figuras 19 a 23 en la Figura 25.

La Figura 25 muestra los resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminodcidos de las proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R-1
y AtMYB3R-4, se alinean de forma éptima. Continta de las Figuras 19 a 24.

La Figura 26 muestra los resultados de comparacién del analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoéacidos de las proteinas NtmybB, AtMYB3RS3 (en las Figuras 26 a 28,
designada “AtMYB3R-3") y AtMYB3R5 (en las Figuras 26 a 28, designada “AtMYB3R-5"), se alinean de forma
optima. En los dibujos, “*” significa que los restos de aminoacidos en esa columna son idénticos en todas las
secuencias en el alineamiento (sitio de aminoacido completamente conservado), “:” significa que se han
observado sustituciones conservadas (sitio de aminoacido altamente conservado) y “.” significa que se observan
sustituciones semiconservadas (sitio de aminoacido moderadamente conservado), en relaciéon con resultados de
rendimiento de similitud de aminoacidos del andlisis de alineamiento de secuencias multiple por el programa
ClustalW. En el dibujo, la barra transversal negra indica una region de secuencia particular en la que los
aminoacidos estan altamente conservados, excepto el dominio de uniéon a ADN de myb. La secuencia consenso
observada en la regién de barra transversal negra esta escrita en letras negritas, en las que X es cualquier
aminoacido, y Xs es un aminodcido seleccionado de K, R, D, E y H. Continta en las Figuras 27 y 28.

La Figura 27 muestra los resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas NtmybB, AtMYB3R-3 y AtMYB3R-5, se alinean
de forma éptima. Contintia de la Figura 26 en la Figura 28.

La Figura 28 muestra los resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos de las proteinas NtmybB, AtMYB3R-3 y AtMYB3R-5, se alinean
de forma optima. Continta de las Figuras 26 y 27.

La Figura 29 muestra los resultados de comparacién del analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos constituyentes de dominios de unién a ADN de tipo myb de 3
repeticiones respectivos se alinean de forma éptima en relacion con las proteinas, MYB3R-1 (aislado de
Physcomitrella patens; en las Figuras 29 a 31, designado “PhpMYB3R-1”), MYB3R-1 (aislado de Adiantum
raddianum; en las Figuras 29 a 31, designado “AdrMYB3R-1"), MYB3R-1 (aislado de Hordeum vulgare; en las
Figuras 29 a 31, designado “HVMYB3R-1"), MYB3R-1 (aislado de Secale cereale; en las Figuras 29 a 31,
designado “ScMYB3R-1"), dominio relacionado con Myb potencial (aislado de Papaver rhoeas; en las Figuras 29
a 31, designado “ParMYB3R-1”), AtMYB3R1 (en las Figuras 29 a 31, designado “AtMYB3R-1"), AtMYB3R3 (en
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las Figuras 29 a 31, designado “AtMYB3R-3”), AtMYB3R4 (en las Figuras 29 a 31, designado “AtMYB3R-4"),
AtMYB3R5 (en las Figuras 29 a 31, designado “AtMYB3R-5”), NtmybA1, NtmybA2, NtmybB, y Os3RmybA1.
Entre 13 secuencias de aminoacidos, los sitios de aminoacidos conservativos se expresan en la secuencia
consenso en los dibujos, en los que X es cualquier aminoacido; J es un aminoacido seleccionado de I, Vy L; O
es un aminodcido seleccionado de G, S, T, C y A; X7 es un amino&cido seleccionado de K, Ry H; U es un
aminoacido seleccionado de H, W, Y y F; y Xs es un aminoacido seleccionado de D y E. En los dibujos, las
barras transversales negras indican segmentos consenso observados en los dominios de unién a ADN de myb
de 3 repeticiones de c-myb, que se expresan con “MYB N2 1 (identificacién de repeticién de dominio de union a
ADN de Myb 1)” basandose en resultados de busqueda obtenidos por el programa MOTIF
(http://motif.genome.ad.jp/). Las flechas entre las barras transversales negras indican el nimero de aminoacidos
existente entre las secuencias consenso anteriormente mencionadas. Continta en las Figuras 30 y 31.

La Figura 30 muestra los resultados de comparacién del andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos constituyentes de los dominios de unién a ADN de tipo myb de 3
repeticiones respectivos se alinean de forma 6ptima en relacion con las proteinas, PhpMYB3R-1, AdrMYB3R-1,
HvMYB3R-1, ScMYB3R-1, ParMYB3R-1, AtMYB3R1, AtMYB3R3, AtMYB3R4, AtMYB3R5, NtmybA1, NtmybA2,
NtmybB y Os3RmybA1. Continta de la Figura 29 en la Figura 31.

La Figura 31 muestra los resultados de comparacién del analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos
multiple cuando las secuencias de aminoacidos constituyentes de los dominios de unién a ADN de tipo myb de 3
repeticiones respectivos se alinean de forma dptima en relacion con las proteinas, PhpMYB3R-1, AdrMYB3R-1,
HvMYB3R-1, ScMYB3R-1, ParMYB3R-1, AtMYB3R1, AtMYB3R3, AtMYB3R4, AtMYB3R5, NtmybA1, NtmybA2,
NtmybB y Os3RmybAl. Contintia de las Figuras 29 y 30.

La Figura 32 muestra resultados de comparaciéon para estados de crecimiento y desarrollo (altura de la hierba)
entre plantas con transferencia del gen de NtmybA2 cultivadas (tabaco con alta expresién de NtmybA2) y plantas
sin transferencia del gen de NtmybA2.

La Figura 33 muestra resultados de comparacién para estados de crecimiento y desarrollo (nimero de
verdaderas hojas) entre plantas con transferencia del gen de NtimybA2 cultivadas (tabaco con alta expresion de
NtmybA2) y plantas sin transferencia del gen de NtmybA2.

Mejores modos para llevar a cabo la invencion

En la presente invencion, la utilizacion de “técnicas de recombinacién génica” permite no solamente la adquisicion, el
aislamiento y la secuenciacion de acidos nucleicos diana, péptidos y fragmentos de los mismos, sino también la
construccién y produccion de recombinantes de los mismos. Las técnicas de recombinacion génica (incluyendo
técnicas de ADN recombinante) que pueden usarse en el presente documento incluyen las conocidas en la técnica,
y pueden llevarse a cabo por los métodos descritos en, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 edicion)”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York (1989); D. M. Glover et al. ed., “DNA Cloning”, 22 ed., Vol. 1 a 4, (The Practical Approach Series), IRL
Press, Oxford University Press (1995); The Japanese Biochemical Society (JBS) ed., “Zoku-Seikagaku Jikken Koza
1, Idenshi Kenkyu-Hou II”, Tokyo Kagaku Dozin Co. Ltd., Japon, (1986); JBS ed., “Shin-Seikagaku Jikken Koza 2,
Kakusan Ill (Recombinant DNA technique)”, Tokyo Kagaku Dozin Co. Ltd., Japén, (1992); serie “Methods in
Enzymology”, Academic Press, Nueva York, incluyendo, por ejemplo, R. Wu ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 68
(Recombinant DNA), Academic Press, Nueva York (1980); R. Wu et al. ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 100
(Recombinant DNA, Part B) y 101 (Recombinant DNA, Part C), Academic Press, Nueva York (1983); R. Wu et al.
ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 153 (Recombinant DNA, Part D), 154 (Recombinant DNA, Part E) y 155
(Recombinant DNA, Part F), Academic Press, Nueva York (1987); J. H. Miller ed., “Methods in Enzymology”, Vol.
204, Academic Press, Nueva York (1991); R. Wu ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 216 (Recombinant DNA, Part
G), Academic Press, Nueva York (1992); R. Wu ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 217 (Recombinant DNA, Part H)
y 218 (Recombinant DNA, Part 1), Academic Press, Nueva York (1993); G. M. Attardi et al. ed., “Methods in
Enzymology”, Vol. 260 (Mitochondrial Biogenesis and Genetics, Part A), Academic Press, Nueva York (1995); J. L.
Campbell ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 262 (DNA Replication), Academic Press, Nueva York (1995); G. M.
Attardi et al. ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 264 (Mitochondrial Biogenesis and Genetics, Part B), Academic
Press, Nueva York (1996); P. M. Conn ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 302 (Green Fluorescent Protein),
Academic Press, Nueva York (1999); S. Weissman ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 303 (cDNA Preparation and
Characterization), Academic Press, Nueva York (1999); J. C. Glorioso et al. ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 306
(Expression of Recombinant Genes in Eukaryotic Systems), Academic Press, Nueva York (1999); M. lan Phillips ed.,
“Methods in Enzymology”, Vol. 313 (Antisense Technology, Part A: General Methods, Methods of Delivery and RNA
Studies) y 314 (Antisense Technology, Part B: Applications), Academic Press, Nueva York (1999); J. Thorner et al.
ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 326 (Applications of Chimeric Genes and Hybrid Proteins, Part A: Gene
Expression and Protein Purification), 327 (Applications of Chimeric Genes and Hybrid Proteins, Part B: Cell Biology
and Physiology) y 328 (Applications of Chimeric Genes and Hybrid Proteins, Part C: Protein-Protein Interactions and
Genomics), Academic Press, Nueva York (2000), o por métodos descritos en las referencias citadas en las mismas o
métodos sustancialmente equivalentes a los mismos o métodos modificados de los mismos.

La presente invencién proporciona plantas que comprenden células vegetales, que tienen actividades modificadas
de proteinas 3Rmyb vegetales. La modificacion de las actividades de la proteina 3Rmyb vegetal de acuerdo con la
presente invencion incluye modificacion de la expresion del gen de 3Rmyb vegetal.
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La modificacion anteriormente mencionada de la expresion del gen de 3Rmyb vegetal se refiere a la supresion de
dicha expresion.

También se desvelan moléculas capaces de inhibir o suprimir la expresién (particularmente incluyendo la expresion
in vivo) del gen o los genes de 3Rmyb vegetal en plantas. La expresion “suprimir la expresion” del gen o los genes
de 3Rmyb vegetal o del gen vegetal 3Rmyb, o “expresion suprimida” o “expresién reprimida” del gen o los genes de
3Rmyb vegetal incluyen la supresion de la transcripcién génica y la supresion de la traduccién a proteina, asi como
no solamente el silenciamiento completo de la expresion de ADN sino también la reduccion de la expresion de ADN.

Se emplean méas habitualmente entre los expertos en la materia métodos que utilizan técnicas antisentido en la
supresion de la expresién génica enddgena especifica en plantas. Se demostraron por primera vez
experimentalmente efectos antisentido en células vegetales por Ecker et al. usando andlisis de expresion transitoria
en el que se transform6é ARN antisentido en plantas por electroporacion y el efecto antisentido ejercido por dicho
ARN antisentido se observé en las plantas transgénicas (J. R. Ecker y R. W. Davis, Proc. Natl. Acad. USA. 83: 5372
(1986)). A continuacion, se indicaron realizaciones de tabaco y petunia en las que la expresion de ARN antisentido
condujo a la reduccion de la expresién génica diana (A. R. van der Krol et al., Nature 333: 866 (1988)). Por lo tanto,
las técnicas se han establecido en la actualidad para inhibir o suprimir la expresién génica en plantas.

La inhibicion o supresion de la expresion génica mediada por acidos nucleicos antisentido incluye acciones plurales
de la siguiente manera: concretamente, inhibicion del inicio de la transcripcion, inducido por formacién de triple
cadena; supresién de la transcripcién, inducida por hibridacién en sitios en los que se crea localmente una estructura
de bucle abierto con ARN Polimerasa; inhibicién de la transcripcién, inducida por hibridacién con ARN que se
sintetiza en progreso; supresion del corte y empalme, inducida por la hibridaciéon en puntos de unién de intron-exén;
supresion del corte y empalme, inducida por la hibridacién con sitos formadores de espliceosoma; supresion de la
transferencia de nucleos a citoplasmas, inducida por la hibridacion con ARNm; supresiéon del corte y empalme,
inducida por la hibridacién con sitios de recubrimiento terminal y sitios poliadenilados; supresion del inicio de la
traduccion, inducida por hibridacién con sitios de unién a iniciador de la traduccion; supresion de la traduccion,
inducida por hibridacién con sitios de union a ribosomas cerca de codones de inicio; inhibicién de la elongacién de la
cadena peptidica, inducida por hibridacion con regiones de traduccion de ARNm o sitios de unién a polisoma; y
silenciamiento de la expresion génica, inducido por hibridacién con sitios de interaccion de proteina-acido nucleico; y
similares. Estos inhiben los procesos de transcripcion, corte y empalme o traduccion para suprimir la expresiéon de
genes diana.

Las secuencias antisentido como se usa en el presente documento pueden suprimir o inhibir la expresion de genes
diana basandose en cualquiera de las acciones o actividades anteriormente mencionadas. En una realizacion,
cuando se disefa para que sea complementaria de la regién no traducida (UTR) cerca del extremo 5’ del ARNm del
gen diana, las secuencias antisentido seran eficaces en la inhibicion de la traduccién del gen. Sin embargo, también
son aplicables secuencias complementarias de la region codificante o la regién no traducida 3’ (3° UTR). Por lo tanto,
el ADN antisentido utilizado en la presente invencion también abarca ADN que contiene una secuencia antisentido
en una secuencia no limitada a regiones para traduccién sino que incluye regiones no traducidas. EI ADN antisentido
que se usa en el presente documento se liga al sitio cadena abajo de un promotor adecuado, preferentemente
seguido de ligamiento con una secuencia que contiene una sefal de terminacién de la transcripcion en el lado 3'. El
ADN preparado de este modo puede transfectarse o transformarse en plantas deseadas por técnicas conocidas. Es
preferible que la secuencia de ADN antisentido sea complementaria de un gen enddgeno poseido por plantas para
transformar, o partes de las mismas. Sin embargo, no es necesario que sea completamente complementario,
siempre que pueda inhibir eficazmente la expresion del gen. EI ARN del transcrito es preferentemente al menos 90
%, mas preferentemente al menos 95 %, complementario del producto transcrito de un gen diana. La homologia de
secuencia puede determinarse por la busqueda anteriormente mencionada.

Para inhibir eficazmente la expresion de genes diana usando secuencias antisentido, la longitud de ADN antisentido
es de al menos 15 nucleétidos, preferentemente al menos 100 nucleétidos o mas, y mas preferentemente al menos
500 nucledtidos o mas. Habitualmente, la longitud del ADN antisentido usado en el presente documento es menor de
5 kb, preferentemente menor de 2,5 kb.

La supresion de la expresion del gen endégeno puede llevarse a cabo usando ADN que codifica una ribozima. La
ribozima se refiere a una molécula de ARN catalitica. Hay ribozimas con diversas actividades. Entre ellas, estudios
sobre ribozimas que actian como enzimas que escinden ARN posibilitan disefios de ribozimas que permiten la
escision especifica de sitio de ARN. Las ribozimas no son solamente las que tienen un tamafo de aproximadamente
400 o mas nucleétidos, tales como el intrén de grupo | y RNasa P incluyendo ARN M1, sino también las que tienen
un dominio activo con aproximadamente 40 nucleétidos, indicado como la ribozima de cabeza de martillo y la
ribozima en horquilla.

Por ejemplo, el dominio de autoescisién de ribozimas de cabeza de martillo escinde G13U14C15 en el lado 3’ de
C15; sin embargo, se considera que la formacion de pares de bases entre U14 y A9 es crucial para la catalisis, y se
muestra que el nucledtido en la posiciéon 15. A o U, ademas de C, puede escindirse (M. Koizumi et al. (1988), FEBS
Lett. 228: 225). Cuando el sitio de union a sustrato de una ribozima se disefa para que sea complementario de la
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secuencia de ARN cerca del sitio diana, sera posible producir ribozimas que escindan ARN como una enzima de
restriccion y reconozcan la secuencia de UC, UU o UA dentro del ARN diana (M. Koizumi et al. (1988), FEBS Lett.
239: 285, M. Koizumi et al. (1989), Nucleic Acids Res. 17: 7059). Por ejemplo, existen sitios diana de potencial plural
dentro de la region codificante del gen de NtmybA2 (SEC ID N: 2).

Ademaés, las ribozimas en horquilla son Utiles para el fin de practicar la presente invencién. La ribozima en horquilla
se observa, por ejemplo, dentro de la cadena menos del ARN satélite del virus de las manchas anulares del tabaco
(J. M. Buzayan, Nature, 323: 349, 1986). También se muestra que esta ribozima puede disefarse para permitir la
escision de ARN especifico de diana (Y. Kikuchi y N. Sasaki, Nucleic Acids Res., 19: 6751 (1992)).

La ribozima disefiada para permitir la escisién de dianas se ligara con un promotor tal como el promotor de 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y una secuencia de terminacién de la transcripcion para proporcionar
transcripcion en células vegetales. En dichos casos, sin embargo, cuando se afiaden secuencias extra al extremo 5’
o 3’ del ARN del transcrito, la actividad de la ribozima desaparecera o no. En estos casos, para cortar una parte de
ribozima de ARN que contiene una ribozima de transcrito con precision, también puede situarse otra ribozima de
corte de accion en cis en el lado 5’ 0 3’ de la parte de ribozima para permitir el corte (K. Taira et al., Protein Eng., 3:
733 (1990); A. M. Dzianott y J. J. Bujarski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 86: 4823 (1989); C. A. Grosshans y R. T.
Cech, Nucleic Acids Res., 19: 3875 (1991); K. Taira et al., Nucleic Acids Res., 19: 5125 (1991)). Ademas, es posible
colocar dichas unidades constituyentes en tdndem para permitir la escision de sitios plurales dentro de genes diana,
potenciando de este modo los efectos méas (N. Yuyama et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 186: 1271, 1992).
Los productos de transcrito de genes diana en la presente invencion pueden escindirse especificamente con dichas
ribozimas, conduciendo de este modo a la supresion de dicha expresion génica.

La supresion de la expresion génica enddgena puede conseguirse por cosupresion inducida por transformacion con
ADN que tiene una secuencia idéntica o analoga de la secuencia de genes diana. El término “cosupresion” se refiere
a un fendmeno en el que la introduccion de un gen que comprende una secuencia idéntica o similar a la secuencia
de un gen enddgeno diana en plantas suprime la expresion tanto del gen ajeno incorporado como del gen enddgeno
diana. Los detalles del mecanismo de cosupresion aln no son evidentes pero la cosupresion se ha observado con
frecuencia entre plantas (Curr. Biol., 7: R793, 1997; Curr. Biol., 6: 810, 1996). Por ejemplo, pueden obtenerse
plantas en las que el gen de NtmybA2 se cosuprime transformando o transfectando plantas diana con ADN de vector
construido para permitir la expresién de ADN que comprende el gen de NtmybA2 o una secuencia analoga del
mismo seguido de seleccién de plantas con mas crecimiento celular suprimido de las plantas resultantes. No es
necesario que los genes usados en cosupresion sean completamente idénticos al gen diana, pero son al menos 70
% (70 % o mas), preferentemente 80 % o0 mas, y mas preferentemente al menos 90 % (por ejemplo, 95 % o0 mas)
idénticos en su secuencia. La identidad de secuencias puede determinarse usando la recuperacion anteriormente
mencionada.

La supresion de la expresion de genes enddgenos puede conseguirse mediante interferencia de ARN (ARNi)
inducida por transformacion con ADN en el que una secuencia idéntica o analoga de la secuencia de genes diana se
dispone de una manera repetida invertida. La “interferencia de ARN” o “ARNi” indica un fenémeno en el que la
introduccion de ADN en el que una secuencia idéntica o andloga a un gen endogeno diana se dispone de una
manera repetida invertida, inducido por la transformacion de plantas, provoca la expresion de ARN bicatenario
(ARNbc) derivado del ADN ajeno, suprimiendo de este modo la expresion del gen diana. Se cree que el mecanismo
de la interferencia de ARN incluye la etapa inicial de formar un complejo de ARNm del gen diana y ARN bicatenario
derivado de una secuencia introducida seguido de sintesis de ARN complementario usando las secuencias
asociadas como cebadores, la segunda etapa de fragmentar el complejo con RNasa endégena, y la tercera etapa de
operar ARN bicatenarios fragmentados con una longitud de 20 a 30 pares de bases como sefiales para interferencia
de ARN secundario para permitir la nueva degradacién del ARNm de gen endégeno diana (Curr. Biol., 7: R793,
1997; Curr. Biol., 6: 810, 1996). Por ejemplo, el proceso para obtener plantas en las que el gen de NimybB se
suprime por interferencia de ARN puede incluir transformacién de plantas diana con ADN de vector construido para
permitir la expresion de ADN en el que una secuencia de ADN que tiene el gen de NtmybB o una secuencia analoga
del mismo se dispone en forma de repeticion invertida seguido de seleccion de plantas transformadas con
crecimiento celular potenciado o acelerado de las plantas transformadas resultantes. No es necesario que los genes
aplicados a la interferencia de ARN sean completamente idénticos a genes diana, pero son los que tienen al menos
10 nucleoétidos continuos, preferentemente de 20 a 100 nucle6tidos continuos, y mas preferentemente de 50 o0 mas
nucleétidos continuos, idénticos en su secuencia al gen diana. Los genes aplicados a interferencia de ARN pueden
ser los que tienen una secuencia al menos 70 %, preferentemente al menos 80 % y mas preferentemente al menos
90 % (por ejemplo, 95 % 0 mas) idénticos en su secuencia al gen diana de interés. Ademas, los genes mas
preferibles aplicados a interferencia de ARN incluyen los que tienen una secuencia que no es solamente al menos
70 %, preferentemente al menos 80 % y mas preferentemente al menos 90 % (por ejemplo, 95 % o mas) idéntica en
su secuencia al gen diana de interés pero también dispuesto en una repeticién invertida. Entre ellos, los genes
deseables aplicados a interferencia de ARN son los que tienen una secuencia que tiene una identidad de secuencia
con el gen diana y dispuestos mediante una secuencia espaciadora en forma de repeticién invertida. La identidad de
secuencias puede determinarse usando la recuperacién anteriormente mencionada. Para la longitud del gen
aplicado a interferencia de ARN, pueden ser genes diana en forma de longitud completa. Sin embargo, es suficiente
que tengan al menos 25 nucleétidos, preferentemente 50 nucleétidos, mas preferentemente 100 nucledtidos, mas
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preferentemente 500 nucleétidos.

Ademas, la ARNi puede practicarse mediante infeccién de virus vegetales. Un virus vegetal que tiene ARN
monocatenario como un genoma toma una forma bicatenaria en el proceso de replicacién. Por lo tanto, cuando la
secuencia de un gen diana se inserta junto con un promotor adecuado en un genoma de virus vegetal, seguido de
transfeccion de plantas con el virus recombinante resultante, el ARN bicatenario de la secuencia génica diana se
producira en asociacion con replicacion de dicho virus. Como resultado, pueden conseguirse efectos de ARNi
(Angell et al., Plant J. 20, 357-362 (1999)).

Ademas, la supresion de la expresién génica endégena puede conseguirse por transformacion de plantas con genes
que tienen propiedades negativas dominantes contra genes diana. El “ADN que codifica una proteina que tiene
propiedades negativas dominantes” se refiere al ADN que codifica proteinas que actdan como silenciadores o
reductores contras las actividades de proteinas codificadas por los genes endégenos de la invencién poseidos de
forma intrinseca por plantas cuando se expresan dichos ADN. Si el ADN de interés actiia o no como un silenciador o
reductor contra la actividad del gen enddégeno puede valorarse, como se ha mencionado anteriormente,
dependiendo de si el ADN de interés inhibe o suprime o no la cantidad de transcritos génicos de genes de ciclina B
vegetales, genes NACK1 o genes ortdlogos de los mismos.

La reduccién inducida por moléculas negativas dominantes en las funciones de proteinas 3Rmyb enddgenas puede
transformarse en especies vegetales diferentes de las que se aislan las proteinas NtmybA1, las proteinas NtmybA2
o las proteinas Os3RmybA1.

Las plantas que tienen actividades modificadas de proteinas 3Rmyb vegetales son en el presente documento los
miembros que tienen expresion alterada de genes de 3Rmyb vegetales o funciones alteradas de las proteinas
3Rmyb. Preferentemente, las plantas muestran cambios en las cantidades de expresion de dichos genes o en
funciones de proteinas expresadas a un nivel detectablemente diferente de los de plantas de tipo silvestre. Los
ejemplos del cambio de cantidades de expresion incluyen expresion estable, expresion inducida, sobreexpresion,
expresion ectdpica y supresion de dicha expresién. Estas plantas que muestran expresion o funciones alteradas
pueden crearse por técnicas de mutagénesis y seleccion tradicionales ademas de técnicas de ingenieria genética
mediante transformacion.

También se desvelan ADN y vectores recombinantes (construcciones de vector) que comprende un inserto de ADN
que suprime o inhibe el ADN anteriormente mencionado, expresion del ADN y la expresiéon de proteinas codificadas
por el ADN. Los ADN vy vectores recombinantes (construcciones de vector) incluyen, ademas de los vectores
anteriormente mencionados (construcciones de vector) utilizados en la produccién de proteinas recombinantes,
vectores o construcciones de vector que permitan la expresién de ADN en células vegetales para produccion de
plantas transgénicas, dichos ADN que suprimen o inhiben el ADN, expresion del ADN y la expresion de proteinas
codificadas por el ADN. Dichos ADN o vectores recombinantes (construcciones de vector) no se limitan a, pero
incluyen cualquiera siempre que comprendan una secuencia promotora transcribible en células vegetales y una
secuencia terminadora que contenga una sitio de poliadenilacion requerido para estabilizacion de productos de
transcrito. Son ejemplos de los ADN o vectores recombinantes (construcciones de vector) plasmidos, “pBl121”,
“pBI221”, “pBI101” (todos, Clontech), “pTA7001”, “pTA7002” (Aoyama et al. (1997) Plant J. 11: 605), “pPZP211”
(Hajdukiewicz et al., Plant Mol. Biol. 25: 989 (1994).

El ADN o vector recombinante anteriormente mencionado (construccién de vector) puede comprender cualquiera de
los promotores disefiados para permitir la expresion estable o inducible de las proteinas. Los promotores
expresables in vivo en el presente documento son convenientemente los enumerados posteriormente en el presente
documento. Son ejemplos de promotores disefiados para permitir la expresion estable el promotor de 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et al., Nature, 313: 810 (1985)), el promotor de actina de arroz (Zhang et al.,
Plant Cell, 3: 1155 (1991)), el promotor de ubiquitina de maiz (Cornejo et al., Plant Mol. Biol., 23: 567 (1993)).

Los promotores disefiados para permitir la expresion inducible incluyen, por ejemplo, los conocidos como elementos
que son expresables por factores exdgenos incluyendo infeccién o invasion fungica filamentosa, bacteriana o viral,
temperaturas bajas, temperaturas elevadas, condiciones secas, radiacion de luz UV, y aplicaciones de compuestos
especificos. Son ejemplos de dichos promotores los que son para expresion inducida por infeccion o invasion
fungica filamentosa, bacteriana o viral, tales como el promotor del gen de la quitinasa de arroz (Xu et al., Plant Mol.
Biol., 30: 387 (1996)) y el promotor del gen de la proteina PR del tabaco (Ohshima et al., Plant Cell 2: 95 (1990)); el
promotor del gen “lip19” del arroz inducible por temperaturas bajas (Aguan et al., Mol. Gen Genet., 240: 1 (1993)); el
gen de “hsp80” o promotor del gen “hsp72” del arroz inducible por altas temperaturas (Van Breusegem et al., Planta,
193: 57 (1994)); el promotor del gen “rab16” de Arabidopsis thaliana inducible por desecacién (Nundy et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87: 1406 (1990)); el promotor del gen de chalcona sintasa de perejil inducible por radicacion de
luz UV (Schulze-Lefert et al., EMBO J., 8: 651 (1989)); el promotor del gen del alcohol deshidrogenasa del maiz
inducible por condiciones anaerobias (Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 6624 (1987)). Ademas, el
promotor del gen de la quitinasa de arroz y el promotor del gen de la proteina PR del tabaco pueden inducirse por
compuestos especificos tales como acido salicilico. El “rab16” también puede inducirse por aplicaciones de la
fitohormona é&cido abscisico. Se incluye el uso de sistemas de vectores que comprenden sistemas sensibles a
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glucocorticoides o estrégenos para permitir la expresion inducible de genes en plantas. Los vectores sensibles a
glucocorticoides para permitir expresiéon inducible incluyen pTA7001, pTA7002 (Aoyama et al., Plant J., 11: 605
(1997)). Los vectores sensibles a estrogenos para permitir expresién inducible incluyen pER10 (Zuo et al., Plant J.,
24: 265 (2000)). Ademas, son ejemplos de los promotores que permiten la expresién especifica de células en
crecimiento de genes en plantas el promotor del gen NPK1 del tabaco expresable durante las fases S a M
(Nishihama et al, Genes Dev., 15: 352(2000)), el promotor del gen de NACK1 del tabaco como un promotor
expresable en la fase M (Nishihama et al., Cell, 109: 87 (2002)), el promotor del gen de CYM de Catharanthus
roseus (lto et al., Plant J., 11: 983 (1997)), el promotor del gen de CYS de Catharanthus roseus expresable en la
fase S (lto et al., Plant J., 11: 983 (1997)), el promotor del gen de cdc2a de Arabidopsis thaliana que se observa que
estd activo en células en crecimiento durante todo el ciclo celular (Chung et al., FEBS Lett., 362: 215 (1995)).
Pueden encontrarse ejemplos de los promotores especificos de tejido en los siguientes documentos: US 5.459.252 y
US 5.633.363 (especifica de raiz), US 5.097.025 ((i) semilla, (ii) planta madura), US 5.391.725 ((i) cloroplasto, (ii)
citosol), US 4.886.753 (nodulo de raiz), US 5646333 (epidermis), US 5.110.732 ((i) raiz, (ii) raiz de almacenamiento),
US 5.618.988 (6rganos de almacenamiento), US 5.401.836 y US 5.792.925 (raiz), US 4.943.674 (fruto o nuez), US
5.495.007 (floema), US 5.824.857 (tejido vascular). Ademas de estos promotores, los promotores aplicables incluyen
el promotor de AtHB8 de Arabidopsis thaliana que actia como un promotor especifico de procambio de haces
vasculares (Baima et al. Development 121: 4171 (1995)), el promotor de ACL5 de Arabidopsis thaliana especifico de
tallo o raiz (Hanzawa et al. The EMBO Journal, 19: 4248 (2000)), el promotor de RBCS3A de tomate especifico de
cuerpo terrestre (Meier et al. Plant Physiol. 107: 1105 (1995)).

Los promotores que son activos a altos niveles de expresion génica en los 6rganos o células reproductores
masculinos, incluyen el promotor del gen de AINACK2 de Arabidopsis thaliana (documento PCT/JP02/12268), el
promotor del gen de AVP1 de Arabidopsis thaliana (Mitsuda et al., Plant Mol. Biol, 46: 185 (2001)), el promotor del
gen de DAD 1 de Arabidopsis thaliana (Ishiguro et al., Plant Cell, 13: 2191 (2001)), los promotores de los genes de
TA20 y TA29 del tabaco (Goldberg et al., Science, 240: 1460 (1988)), el promotor del gen de Osg6B del arroz
(Tuchiya et al., Plant Mol. Biol, 26: 1737 (1994)), el promotor del gen de Lat52 del tomate (Twellr et al., Development,
109: 705 (1990)), el promotor del gen de g10 del tabaco (Rogers et al., Plant Mol. Biol., 45: 577 (2001)), y
promotores artificiales derivados por insercién de una secuencia reguladora especifica de antera para expresion
génica en el promotor de 35S del virus del mosaico de la coliflor (Ingrid et al., Plant Cell, 4: 253 (1992)). Ademas, se
desvelan células vegetales transformadas en las que se incorpora el ADN o vector (o construccion de vector)
recombinante anteriormente mencionado. Las células vegetales en las que se incorpora el vector (o construccién de
vector) incluyen las células vegetales para proporcionar cuerpos vegetales transformados (transformantes
vegetales). La célula vegetal en la que se transfiere el vector o construccion de vector incluye células vegetales para
producir o construir plantas o cuerpos vegetales transgénicos. La célula vegetal aplicable se selecciona de plantas
conocidas, incluyendo por ejemplo plantas cultivadas, plantas Utiles o valiosas y otras plantas. Dichas plantas
incluyen las conocidas como cultivos de cereales, judias, cultivos de raices y tubérculos, nueces, semillas, verduras,
bayas, frutas o arboles de huerto, derivados ademas de cultivos de jardin, arboles de jardin o hierbas, especies
horticolas, arboles con flores y especies ornamentales. Son ejemplos de las células vegetales las seleccionadas del
grupo que consiste en especies de Solanaceas, especies de Cruciferas (Brasicaceas), especies de Gramineas,
especies de Leguminosas, especies de Liliaceas, especies de Umbeliferas, especies de Cucurbitaceas y otras
especies, preferentemente tabaco (Nicotiana tabacum), Arabidopsis thaliana, soja (Glycine max), judias Adzuki
(judia roja pequeia), judias verdes (Phaseolus vulgaris), guisantes (Lathyrus spp. incluyendo tirabeques (Pisum
sativum)), habas (Vicia faba), cacahuetes (Arachis hypogaea), sésamo (Sesamum indicum LINNE), arroz (Oryza
sativa), trigo (Triticum aestivum), cebada, centeno (Secale cereale), avena (Avena sativa), maiz (Zea mays), sorgo
(Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), patata (Solanum tuberosum), tomate, pimiento verde, col, brécoli, perejil,
espinaca, boniato (lpomoea batatus), taro (Colocasia spp. incluyendo C. esculenta), konjac (Amorphophallus rivieri
var. konjac), yuca (Manihot spp. incluyendo M. esculenta), uvas, manzana, melocotén, pera (Pyrus spp. incluyendo
Pyrus pyrifolia var. culta'y Pyrus communis), caqui (Diospyros kaki), fresas, arandanos, ciruela, melén, pepino, cana
de azlcar (Saccharum officinarum L.), mandarina, limén, naranja, oliva (Olea europaea), algodon (Gossypium
arboretum) y otras células vegetales. Las células vegetales incluyen no solamente células de cultivo (lineas
celulares) sino también células individuales presentes en cuerpos vegetales. Incluyen también protoplastos,
primordios de brotes, brotes multiples y brotes pilosos. La incorporaciéon aplicable de un vector o construccion de
vector en una célula vegetal incluye, por ejemplo, transformacion mediada por Agrobacterium (Hood et al.,
Transgenic Res., 2: 218 (1993); Hiei et al., Plant J., 6: 271 (1994)), electroporacién (Tada et al., Theor. Appl. Genet,
80: 475 (1990)), método de polietilenglicol (Lazzeri et al., Theor. Appl. Genet, 81: 437 (1991)), bombardeo de
particulas (Sanford et al., J. Part. Sci. tech., 5: 27 (1987)). La técnica de incorporacion (introduccion) se selecciona
adecuadamente de las conocidas en la técnica y se describe bien en la bibliografia cientifica y de patentes.

Las células vegetales transformadas pueden volver a diferenciarse para regenerar cuerpos vegetales. La
rediferenciacion varia dependiendo de la especie de célula vegetal, pero incluye, por ejemplo, el método de Fujimura
et al. (Plant Tissue Culture Lett., 2: 74 (1995)) para el arroz; el método de Shillito et al. (Bio/Technology, 7: 581
(1989)) y el método de Gorden-Kamm et al. (Plant Cell, 2: 603 (1990)) para el maiz; método de Visser et al. (Theor.
Appl. Genet, 78: 594 (1989)) para la patata; método de Nagata y Takebe (Planta, 99: 12 (1971)) para el tabaco; y
método de Akama et al. (Plant Cell Reports, 12: 7-11 (1992)) para Arabidopsis thaliana.
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Una vez que se producen plantas transgénicas en las que se incorpora ADN inhibidor o supresor contra el ADN de la
presente invencién o expresion del ADN de la invencidn, es posible obtener descendencia de las plantas mediante
reproducciéon sexual o asexual (vegetativa), Es posible propagar plantas a escala masiva basandose en materiales
de propagacion (por ejemplo, semillas, nueces, frutos, esquejes, tubérculos, rizomas, bulbos, brotes, raices,
recortes, callos vegetales, protoplastos) obtenidos de la planta de interés, y descendencia o clones de los mismos.
La presente divulgacion abarca células vegetales en las que se ha incorporado ADN supresor contra el ADN o
expresion del ADN, plantas que albergan la misma célula vegetal, descendencia y clones derivados de la misma
planta, dichas plantas o cuerpos vegetales, sus materiales de propagaciéon (fuentes) tales como descendencia y
clones.

Las plantas de la presente invencién pueden cambiar su crecimiento celular y desarrollo/diferenciacién controlando
la expresion de ADN de la invencién, en comparacion con plantas normales individuales.

La expresién “modificacion del crecimiento celular”, “modificacion de la proliferacion celular” o “crecimiento de
células modificadas” se refiere a, por ejemplo, acontecimientos que incluyen una reduccion o retardo del tiempo
requerido para el ciclo celular; una reducciéon o retardo del tiempo requerido para cada una de las fases
constituyentes G1, S, G2 y M para el ciclo celular; inhibicion o detencién de la entrada en cada una de las fases
constituyentes G1, S, G2 y M para el ciclo celular; supresion de la terminacion de cada una de las fases
constituyentes G1, S, G2 y M para el ciclo celular, supresion de la aparicion de cada una de las fases constituyentes
G1, S, G2 y M para el ciclo celular; un cambio del tamafo celular; un cambio de la expansion de fragmoplastos; un
cambio de la formacién de fragmoplastos; un cambio de la expansion de placas celulares; un cambio de la formacién
de placas celulares; un cambio de la frecuencia de division celular; un cambio del nimero de nicleos contenidos en
una célula; y un cambio del nivel de contenido de ADN en un nucleo. Son ejemplos preferibles de los mismos
acontecimientos que incluyen una reduccion o retardo en el tiempo requerido para el ciclo celular, un cambio del
tamano celular; un cambio de la formacion de fragmoplastos, un cambio de la formacion de placas celulares; un
cambio de la frecuencia de division celular; y un cambio del nivel de contenido de ADN nuclear. El cambio del nivel
de contenido de ADN nuclear como se usa en el presente documento abarca un cambio en la poliploidia,
preferentemente, un aumento de la poliploidia.

La expresion “modificacion del desarrollo/diferenciacion” o “desarrollo/diferenciacién modificada” como se usa en el
presente documento se refiere, por ejemplo, a acontecimientos que incluyen un aumento en el nimero de células
constituyentes para una planta debida al crecimiento celular potenciado, una reduccién del niamero de células
constituyentes para una planta debido al crecimiento celular suprimido, un aumento en la tasa de crecimiento vegetal
y desarrollo debido al crecimiento celular potenciado, una reduccién de la tasa de crecimiento celular y desarrollo
debido al crecimiento celular suprimido, aumento de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo para acortar un
periodo requerido para la floraciéon, reducciéon de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo para prolongar un
periodo requerido para la floracién, aumento de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo sin alteracién de la
magquinaria reguladora en la floracién para formar capullos florales en una planta de gran tamaro, reduccion de la
tasa de crecimiento vegetal y desarrollo sin alteracion de la maquinaria reguladora en la floraciéon para formar
capullos florales en una planta de tamafno pequefio, aumento de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo para
acortar un periodo requerido hasta la senescencia, reduccién de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo para
prolongar un periodo hasta la senescencia, aumento de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo sin alteracién de
la maquinaria reguladora hasta el inicio de la senescencia para crecer hasta ser una planta de gran tamano hasta el
inicio de la senescencia, reduccion de la tasa de crecimiento vegetal y desarrollo sin alteracién de la maquinaria
reguladora hasta el inicio de la senescencia para comenzar la senescencia después de crecer hasta ser una planta
de tamafio pequefio, un cambio en la forma morfolégica del tejido debido al crecimiento celular potenciado o
suprimido, un cambio en el tamafo del tejido debido al crecimiento celular potenciado o suprimido, un cambio en la
forma morfolégica del 6rgano debido al crecimiento celular potenciado o suprimido, un cambio en el tamaro del
6rgano debido al crecimiento celular potenciado o suprimido, un cambio en la forma morfolégica de la planta debido
al crecimiento celular potenciado o suprimido, y un cambio en el tamafo de la planta debido al crecimiento celular
potenciado o suprimido. Son ejemplos preferibles de los mismos acontecimientos que incluyen aumentar la tasa de
crecimiento vegetal y desarrollo sin cambiar la maquinaria reguladora en la floracion para formar capullos florales en
una planta de gran tamafo, una reduccién del nimero de células constituyentes para una planta debido al
crecimiento celular suprimido, reduccion de la tasa de crecimiento de la planta y desarrollo sin cambiar la maquinaria
de regulacion de la formacién de capullos florales para formar capullos florales en una planta de tamafo pequefio,
un cambio en el tamafio del 6rgano debido al crecimiento celular potenciado o suprimido, y un cambio en el tamaro
de la planta debido al crecimiento celular potenciado o suprimido. Un ejemplo mas preferible de los mismos es un
cambio en el tamafo de la planta debido al crecimiento celular potenciado o suprimido. En la presente divulgacién, el
cambio en el tamafo de la planta debido al crecimiento celular potenciado o suprimido es un aumento del tamano de
la planta debido al crecimiento celular potenciado o una reduccién del tamafo de la planta debido al crecimiento
celular suprimido. La creacién de plantas que permite una reduccién de los niveles de expresion génica de NtmybA1
y NtmybA2 endogenos en el presente documento conduce a la produccion de plantas que tienen crecimiento y
desarrollo o proliferacion suprimidos, acompanado de células que tienen su division celular o citocinesis suprimida o
inhibida, y la creacion de células cultivadas que tienen niveles de expresion génica reducidos de NtmybA2 enddgeno
da como resultado su ciclo celular modificado. Estos muestran que NtmybA1 y NtmybA2 son factores de regulacion
positiva con respecto al ciclo celular y la divisién celular, y que es posible generar plantas que tengan sus
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propiedades de crecimiento y desarrollo suprimidas.

En la presente invencién, la creacion de plantas transgénicas y células transformadas que permiten la expresion
estable de NtmybA2 da como resultado produccion de plantas o células de cultivo que crecen lentamente. Esto
muestra que la expresion ectdpica de NtmybA2 permite la creacidén de plantas que tienen su ciclo celular retardado y
crecimiento y desarrollo suprimidos.

En plantas transgénicas y células transformadas que tienen niveles de expresion génica reducidos de NtmybB
enddgeno, su crecimiento y desarrollo se suprime o inhibe en el presente documento. Esto muestra que NtmybB es
un factor regulador negativo con respecto al ciclo celular y la division celular, y que es posible crear plantas que
tengan propiedades de crecimiento y desarrollo potenciadas.

En plantas que permiten la expresion estable de NtmybB, su crecimiento y desarrollo se suprime o inhibe en el
presente documento. Esto muestra que NtmybB es un factor regulador negativo con respecto al ciclo celular y la
division celular, y que es posible proporcionar plantas que tengan propiedades de crecimiento y desarrollo
suprimidas.

Se desvelan genes de Os3RmybA1 de arroz que actlan como activadores de la transcripcion para genes de ciclina
By genes relacionados con NACK, Del arroz (Oryza sativa), se aisla ADNc de Os3RmybA1 que es el gen de 3Rmyb
vegetal y su secuencia de nucleétidos se desvela con éxito en el presente documento. La secuencia de nucleétidos
del ADNc de Os3RmybA1 se muestra en SEC ID N2: 31, y la secuencia de aminodcidos de la proteina Os3RmybA1
codificada por este gen también se muestra en SEC ID N¢: 32.

Se desvelan proteinas 3Rmyb vegetales de Monocotiledéneas que son funcionalmente equivalentes a la proteina
Os3RmybA1. Como se usa en el presente documento, la expresion “equivalentemente funcional” o “funcionalmente
equivalente” indica que una proteina actla o funciona como un activador de la transcripcién para los genes de ciclina
B y genes relacionados con NACK. Es posible evaluar si las proteinas actian o no como factores para controlar la
transcripcion de los genes de ciclina B y genes relacionados con NACK, mediante ensayos de complementacion
funcional basados en la expresién de dichas proteinas en cepas mutantes, y activacién del gen de ciclina B y
transcripcion del gen relacionado con NACK por dichas proteinas que se expresan de forma transitoria en células
vegetales.

Pueden seleccionarse plantas utilizables para aislamiento o separacién de proteinas funcionalmente equivalentes a
las proteinas 3Rmyb vegetales caracterizadas en la presente invencién de plantas Monocotiledéneas. Estas plantas
pueden usarse también como fuentes de genes.

En una realizacion de métodos para obtener o aislar la proteina funcionalmente equivalente anteriormente
mencionada, se conocen bien por los expertos en la materia técnicas para incorporar una mutacion de aminoacidos
en una proteina. Es posible para un experto en la materia incorporar una sustitucién, delecién (disrupcién) y/o
insercion (adicion) de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de una proteina “Os3RmybA1” de origen natural
(por ejemplo, la proteina mostrada en SEC ID N2 32) de acuerdo con una técnica convencional para producir una
proteina mutada (muteina) funcionalmente equivalente a dicha proteina de origen natural. También pueden
producirse de forma natural mutaciones de aminodcidos. Las proteinas incluyen las que tiene una secuencia de
aminoacidos que contiene al menos una sustitucion, delecion (disrupcion) o insercién (adiciéon) de uno o varios
restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina “Os3RmybA1” de origen natural. El
numero de restos de aminoacidos alterados en secuencias es habitualmente de 50 o0 menos por el total de restos de
aminoacidos presentes en una proteina, preferentemente de 30 o menos, mas preferentemente de 10 o menos y
mas preferentemente de 3 o menos. Pueden realizarse modificaciones de aminoacidos usando por ejemplo el “Kit de
Mutagénesis dirigida Transformer” y “Kit de Mutagénesis Dirigida basado en PCR ExSite” (Clontech) para
mutaciones y sustituciones, y el “Kit de Delecién Anidada Quantum leap” (Clontech) para deleciones.

Dichas mutaciones, conversiones y modificaciones incluyen las descritas en JBS (Ed.), “Zoku-Seikagaku Jikken
Koza 1, Idenshi Kenkyuhou II”, p105 (Susumu Hirose), Tokyo Kagaku Dozin Co. Ltd., Japdn (1986); JBS (Ed.),
“Shin-Seikagaku Jikken Koza 2, Kakusan Il (Recombinant DNA technique)”, p 233 (Susumu Hirose), Tokyo Kagaku
Dozin Co. Ltd., Jap6n (1992); R. Wu, L. Grossman, ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 154, p. 350 y p. 367,
Academic Press, Nueva York (1987); R. Wu, L. Grossman, ed., “Methods in Enzymology”, Vol. 100, p. 457 y p. 468,
Academic Press, Nueva York (1983); J. A. Wells et al., Gene, 34: 315, 1985; T. Grundstroem et al., Nucleic Acids
Res., 13: 3305, 1985; J. Taylor et al., Nucleic Acids Res., 13: 8765, 1985; R. Wu ed., “Methods in Enzymology”, Vol.
155, p. 568, Academic Press, Nueva York (1987); A. R. Oliphant et al., Gene, 44: 177, 1986. Por ejemplo, se
incluyen método tales como mutagénesis dirigida (mutagénesis especifica de sitio) utilizando oligonucle6tidos
sintéticos (Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10: 6487, 1987; Carter et al, Nucl. Acids Res., 13: 4331, 1986),
mutagénesis de casete (Wells et al., Gene, 34: 315, 1985), mutagénesis de seleccion de restriccion (Wells et al.,
Philos. Trans. R. Soc. London Ser A, 317: 415, 1986), exploracion de alanina (Cunningham y Wells, Science, 244:
1081-1085, 1989), mutagénesis por PCR, el método de Kunkel, el método de dNTP[aS] (Eckstein), mutagénesis
dirigida a regién usando acido sulfuroso y acido nitroso.
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La sustitucion, delecion (disrupcién) o insercién (adiciéon) de aminoacidos puede producir una modificacién deseable
y puede provocar una alteracion en las propiedades fisiolégicas o quimicas de un polipéptido constituyente para la
proteina de interés. Hay con frecuencia casos en los que un polipéptido con sustitucién, delecion o insercion se
considerara sustancialmente idéntico a un polipéptido sin dicha sustitucién, delecion o insercién. Pueden
seleccionarse sustituyentes sustancialmente idénticos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de otros
aminoacidos en la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos)
incluyen alanina, fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, tripté6fano, metionina y similares, los aminoacidos
polares (neutros) incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina y similares, los
aminoacidos que tienen una carga positiva (aminoacidos basicos) incluyen arginina, lisina, histidina y similares, y los
aminoacidos que tienen una carga negativa (aminodcidos acidos) incluyen acido aspartico, acido glutamico y
similares. En algunos casos, la cisteina puede reemplazarse con serina; la glicina con alanina o leucina; y la leucina
con alanina, isoleucina, valina u otros. En las proteinas, los restos de aminoacidos contenidos en las mismas pueden
modificarse por técnicas quimicas. Ademas, se pueden modificar y degradar parcialmente con enzimas tales como
peptidasas (por ejemplo, pepsina, quimotripsina, papaina, bromelaina, endopeptidasa, exopeptidasa) para preparar
derivados o mutantes de los mismos.

Ademas las proteinas pueden expresarse como proteinas de fusion cuando se producen por técnicas de
recombinacion génica y pueden convertirse o procesarse in vivo o in vitro en los productos que tienen actividad
biolégica sustancialmente equivalente en comparaciéon con los de origen natural. Puede aplicarse el sistema de
expresion de proteina de fusién usado habitualmente en la ingenieria genética. Dichas proteinas de fusién pueden
purificarse por una cromatografia de afinidad y similares, aprovechando sus restos de fusién. Dichas proteinas de
fusién incluyen las fusionadas con un marcador de histidina, y las fusionadas con la secuencia de aminoacidos de [3-
galactosidasa (B-gal), proteina de unién a maltosa (MBP), glutatién S-transferasa (GST), tioredoxina (TRX) o Cre
Recombinasa. De forma similar, el polipéptido puede unirse con un marcador de epitopo heterogéneo y puede
aislarse/purificarse por una cromatografia de inmunoafinidad usando un anticuerpo que se una especificamente con
el epitopo. En realizaciones mas adecuadas, los representativos incluyen, por ejemplo, AU5, c-Myc, CruzTag 09,
CruzTag 22, CruzTag 41, Glu-Glu, HA, Ha.11, KT3, FLAG (marca registrada, Sigma-Aldrich), Omni-probe, S-probe,
T7, Lex A, V5, VP16, GAL4, VSV-G, y otros (Field et al., Molecular and Cellular Biology, 8: pp. 2159-2165 (1988);
Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5: pp.3610-3616 (1985); Paborsky et al., Protein Engineering, 3(6):
pp.547-553 (1990); Hopp et al., BioTechnology, 6: pp.1204-1210 (1988); Martin et al., Science, 255: pp.192-194
(1992); Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: pp.15163-15166 (1991); Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 87: pp.6393-6397 (1990)). También son aplicables sistemas de dos hibridos de levadura.

Ademas, las proteinas de fusién pueden ser las marcadas con un marcador de modo que se conviertan en proteinas
detectables. En realizaciones mas adecuadas, los marcadores detectables pueden ser marcador de Biotina-Avi que
es un sistema de biotina/estreptavidina, y sustancias fluorescentes. Las sustancias fluorescentes incluyen proteinas
verdes fluorescentes (GFP) derivadas de medusas luminiscentes tales como Aequorea victorea y similares,
variantes modificadas de las mismas (variantes de GFP) tales como EGFP (GFP humanizada potenciada) y rsGFP
(GFP de desplazamiento al rojo), proteinas amarillas fluorescentes (YFP), proteinas verdes fluorescentes (GFP),
proteinas cian fluorescentes (CFP), proteinas azules fluorescentes (BFP), GFP derivada de Renilla reniformis, y
similares (Atsushi Miyawaki ed., Jikken Igaku, supl., Postgenome Jidai no Jikken Kouza 3. GFP and Bioimaging,
Youdosha, Japén, 2000). Ademas, puede llevarse a cabo deteccién usando anticuerpos (incluyendo anticuerpos
monoclonales y fragmentos de los mismos) que reconocen especificamente el marcador de fusién anterior.

Los métodos conocidos en la técnica de péptidos sintéticos, por ejemplo, métodos sintéticos quimicos tales como
métodos sintéticos de fase liquida, y métodos sintéticos de fase sélida pueden usarse para la sintesis de las
proteinas y fragmentos peptidicos de las mismas. En dichos métodos, usando una resina para sintesis de proteinas
o péptidos, se une secuencialmente un aminoacido protegido de forma apropiada a la secuencia de aminoacidos en
la resina de acuerdo con diversos métodos de condensacibn como se conoce en la técnica. Se usan
preferentemente diversos reactivos activadores como se conocen en la técnica para las reacciones de
condensacion. Por ejemplo, las carbodiimidas tales como diciclohexilcarbodiimida pueden usarse preferentemente
como dichos reactivos. Un reactivo objetivo puede obtenerse retirando apropiadamente un grupo protector cuando
un producto tiene el grupo protector.

Las proteinas desveladas pueden producirse como proteinas de origen natural (proteinas nativas) por métodos
conocidos por un experto en la materia o0 como alternativa como proteinas recombinantes que se preparan usando
técnicas de recombinacién génica. Dichas proteinas nativas pueden producirse, por ejemplo, por las siguientes
etapas: un animal pequefio tal como un conejo se inmuniza con proteina recombinantes preparadas por el método
desvelado en el presente documento posteriormente para inducir anticuerpos, que se acoplan después con
absorbentes adecuados (agarosa activada por CNBr o agarosa activada por tosilo), y un extracto de proteina de hoja
de arroz se somete a purificacion usando una columna que contiene el inmunoadsorbente resultante para
proporcionar la proteina nativa. Las proteinas recombinantes pueden prepararse por métodos convencionales, por
ejemplo por insercién del ADN codificante de proteina de la invencién en un vector de expresion adecuado,
introduccion de dicha construccion de vector en una célula adecuada y purificacién de la célula transformada
resultante.
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Las células hospedadoras empleadas para producciéon de proteinas recombinantes incluyen, por ejemplo, células
vegetales, células de microorganismos tales como Escherichia coliy levadura, células animales, células de insecto y
otras. Los vectores (o construcciones de vectores) para expresion in vivo de proteinas recombinantes incluyen, por
ejemplo, plasmidos “pBI121” y “pBI101” (Clontech) para células vegetales o de levadura; plasmidos “sistema de
Expresion de pET” (Stratagene) y “Vectores de fusion génica GST” (Pharmacia) para E. coli; el plasmido “pMAM”
(Clontech) para células de mamifero; el plasmido “pBacPAK8.9” (Clontech). Puede llevarse a cabo insercion de ADN
en un vector usando técnicas convencionales tales como métodos desvelados en Molecular Cloning (Maniatis et al.,
Cold Spring harbor Laboratory Press). El vector o la construccion de vector pueden incorporarse en la célula
hospedadora usando técnicas convencionales tales como electroporacién, microinyeccién y bombardeo de
particulas. La introduccion de construcciones de vector puede realizarse con una técnica adecuada dependiendo de
una célula hospedadora particular usada. Puede realizarse purificacion de proteinas recombinantes de las células
transformadas resultantes usando precipitacion salina o precipitacién con disolventes organicos, cromatografia de
intercambio id6nico, cromatografia de afinidad, cromatografia en columna usando una columna inmunoadsorbente,
filtracion en gel, electroforesis de SDS, electroforesis isoeléctrica y otras técnicas de purificacion y separacién solas
u opcionalmente en combinacién con cualquier otro método, dependiendo de las propiedades de las proteinas diana.
Cuando la proteina recombinante se expresa como una proteina de fusién con un marcador tal como glutation S-
transferasa (GST), puede purificarse por una cromatografia de afinidad dirigida a dicho marcador.

La presente memoria descriptiva también describe ADN que codifica cada una de las proteinas anteriormente
mencionadas. El ADN no se limita a, pero incluye ADN genémico, ADNc, ADN sintetizado de forma quimica y otros
siempre que sea capaz de codificar la proteina de la presente invencién. Puede prepararse ADN gendmico, por
ejemplo realizando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la que se usa ADN gendmico molde
preparado de acuerdo con el método desvelado en el documento (Rogers y Bendich, Plant Mol. Biol. 5: 69 (1985))
en combinacién con cebadores construidos basandose en las secuencias de ADN (por ejemplo, la secuencia de
nucleotidos de SEC ID N2: 31) de la presente invencion. Para ADNc, se somete ARNm preparado a partir de plantas
de acuerdo con técnicas convencionales (Maniatis et al. Molecular Cloning Cold Spring harbor Laboratory Press) a
transcripcion inversa seguido de PCR usando los cebadores anteriormente mencionados para preparar el ADNc.
Ademas, pueden prepararse ADN gendémico y ADNc mediante produccion de bibliotecas de ADN gendmico o
bibliotecas de ADNc de acuerdo con técnicas convencionales, y exploracion con respecto a las bibliotecas de ADN
gendmico resultantes o bibliotecas de ADNc con sondas sintetizadas en las bases de la secuencia de nucleotidos
(por ejemplo, la secuencia de nucleotidos de SEC ID N¢: 31).

Otras realizaciones de aislamiento de proteinas funcionalmente equivalentes incluyen técnicas de hibridacién
(Southern, J. Mol. Biol. 98: 503 (1975); Maniatis et al., “Molecular Cloning”, Cold Spring harbor Laboratory Press) y
técnicas de PCR (H. A. Erlich (ed.), “PCR technology”, Stockton Press, Nueva York (1989)). En otras palabras, es
posible para un experto en la materia obtener proteinas funcionalmente equivalentes a la proteina “Os3RmybA1”
mediante el uso de ADN aislado altamente homélogo de la secuencia de nucleétidos del gen de “Os3RmybA1” (SEC
ID N2%: 31) en el que dicho ADN aislado se obtiene usando la secuencia de nucleétidos del gen de “Os3RmybA1”
(SEC ID N?: 31) o parte del mismo como una sonda asi como usando oligonucleétidos hibridables con parte de la
secuencia de nucleédtidos del gen de “Os3RmybA1” (SEC ID N2 31) como cebadores. Por lo tanto, la presente
invencién también abarca proteinas que se codifican por ADN aislado de acuerdo con técnicas de hibridacion o PCR
y son funcionalmente equivalentes a la proteina “Os3RmybA1”.

La expresion “reaccién en cadena de la polimerasa” o “PCR” usada en el presente documento se refiere
habitualmente a técnicas descritas en Saiki et al, Science, 239: 487 (1988); Patente de Estados Unidos N°
4.683.195 y otros documentos. Por ejemplo, la PCR es un método in vitro para la amplificacién enzimatica de
secuencias de nucleotidos especificas deseadas. En general, la PCR incluye series repetidas de ciclos en las que se
construye una sintesis de elongacion de cebadores usando dos cebadores oligonucleotidicos capaces de hibridar
preferentemente con un &cido nucleico molde. Normalmente, los cebadores usados en PCR pueden incluir los que
son complementarios de la secuencia de nucleétidos interna de interés en el molde. Por ejemplo, los pares de
cebadores preferibles como se usan en el presente documento pueden ser los que son complementarios de ambos
extremos de dicha secuencia de nucleétidos para amplificar, o regiones flanqueantes adyacentes a dicha secuencia
de nucleétidos. Se prefiere seleccionar un cebador 5’ terminal de modo que se contenga al menos un codén de inicio
0 pueda realizarse la amplificacion incluyendo el codén de inicio, y seleccionar un cebador 3’ terminal de modo que
se contenga al menos un coddn de parada o pueda realizarse una amplificacién incluyendo codén de parada. Los
cebadores incluyen oligonucledtidos compuestos de preferentemente 5 o mas bases nucleotidicas, mas
preferentemente 10 0 mas bases nucleotidicas, y mas preferentemente de 18 a 25 bases nucleotidicas.

Las reacciones de PCR pueden llevarse a cabo por métodos conocidos en la técnica o métodos sustancialmente
equivalentes a los mismos y métodos modificados de los mismos. Por ejemplo, puede realizarse la PCR de acuerdo
con métodos descritos en los documentos anteriormente mencionados asi como R. Saiki, et al., Science, 230: 1350,
1985; H. A. Erlich ed., PCR Technology, Stockton Press, 1989; D. M. Glover et al. ed., “DNA Cloning”, 22 ed., Vol. 1,
(The Practical Approach Series), IRL Press, Oxford University Press (1995); M. A. Innis et al. ed., “PCR Protocols: a
guide to methods and applications”, Academic Press, Nueva York (1990)); M. J. McPherson, P. Quirke y G. R. Taylor
(Ed.), PCR: a practical approach, IRL Press, Oxford (1991); M. A. Frohman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85,
8998-9002 (1988), y métodos modificados o variantes de los mismos. Los métodos de PCR también pueden
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realizarse usando kits disponibles en el mercado adecuados para ello, y también pueden llevarse a cabo de acuerdo
con protocolos desvelados por fabricantes o distribuidores de los kits.

Para la PCR, en un caso representativo, por ejemplo, se mezclan un molde (por ejemplo, ADN sintetizado usando
ARNmM como un molde; ADN de 12 cadena) y cebadores sintetizados de acuerdo con disefios en dicho gen con un
tampon de reaccion 10x (unido con un kit de ADN polimerasa Taq), dNTP (desoxirribonucledsido trifosfatos; mezcla
de dATP, dGTP, dCTP y dTTP), ADN polimerasa Taq y agua destilada desionizada. La mezcla se somete a de 25 a
60 ciclos de amplificacién usando un termociclador automatico tal como el sistema de PCR GeneAmp 2400 (Perkin-
Elmer/Cetus) en condiciones de ciclo de PCR generales. El nimero de ciclos de amplificacién puede ajustarse
convenientemente a un valor apropiado dependiendo de los fines. El ciclo de PCR incluye, por ejemplo,
desnaturalizacién a 90 a 95 °C durante 5 a 100 segundos, hibridaciéon a 40 a 60 °C durante 5 a 150 segundos y
extensién a 65 a 75 °C durante 30 a 300 segundos, y preferentemente desnaturalizacién a 94 °C durante 15
segundos, hibridacion a 58 °C durante 15 segundos y extensiéon a 72 °C durante 45 segundos. Para la temperatura
de hibridacion y el tiempo de reaccién, se selecciona convenientemente un valor apropiado por experimentacion.
Para el tiempo de desnaturalizacion y extensién, un valor apropiado varia convenientemente de acuerdo con la
longitud de cadena de los productos de PCR esperados. En general, el tiempo de hibridacién varia preferentemente
dependiendo del valor de Tm de hibridos de ADN de cebador-molde. El periodo temporal de extensién se establece
habitualmente con el objetivo de conseguir aproximadamente 1 minuto por cada 1000 pb de longitud de cadena,
pero puede ser posible seleccionar un periodo de tiempo mas corto en algunos casos.

La secuencia de nucleétidos de ADN obtenida de este modo puede secuenciarse facilmente, por ejemplo, usando
“Secuenciador Modelo 310” (ABI). EI ADN puede usarse, por ejemplo, en preparacion de proteinas recombinantes
como se ha mencionado anteriormente. También es posible que el ADN se exprese in vivo en plantas para producir
plantas transgénicas en las que el crecimiento celular se altera y plantas transgénicas con desarrollo y diferenciacién
modificados.

Para aislamiento o separacion de genes que codifican proteinas funcionalmente equivalentes a Os3RmybA1, puede
realizarse hibridaciéon en condiciones de hibridacion a 55 °C seguido de lavado 3 veces en total durante 10 minutos a
55 °C en SSC2X que contiene SDS 0,1 % (NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M) o SSPE2X (NaCl 3,6 M, solucién de
fosfato sédico 0,2 M (pH 7,7), Nax-EDTA 0,02 M). La hibridacion mas rigurosa puede incluir preferentemente
hibridacion a 65 °C seguido de lavado 3 veces en total durante 10 minutos a 65 °C en SSC2X que contiene SDS 0,1
% o0 SSPE2X. La hibridaciéon aun mas rigurosa incluye preferentemente hibridacion a 65 °C, después lavado durante
10 minutos a 65 °C en SSC2X que contiene SDS 0,1 % o0 SSPE2X seguido de lavado dos veces en total durante 10
minutos a 65 °C en SSC1X que contiene SDS 0,1 % o SSPE1X. Los tampones de hibridacion aplicables pueden ser
los desvelados en “Molecular cloning (Maniatis T. et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press)”, y otros.

Las proteinas relacionadas, fragmentos de las mismas, y acidos nucleicos (incluyendo ARNm vy oligonucleétidos)
como se desvela en el presente documento pueden ser aplicables, solos 0 en mezcla con otros elementos diversos,
a la tecnologia de gendmica y protedmica, opcionalmente en combinacion con técnica antisentido, anticuerpos
incluyendo anticuerpos monoclonales, plantas transgénicas y otras tecnologias o materiales. Ademas, se pueden
aplicar a tecnologia de interferencia de ARN (ARNi) usando ARN bicatenario (ARNbc). Por lo tanto, estaran
disponibles los siguientes: anadlisis de polimorfismo génico incluyendo analisis de “polimorfismo de un Unico
nucleétido (SNP)” del ndcleo; analisis de expresion génica, analisis de funcion génica, andlisis de interaccion
proteina-proteina, analisis de genes relacionados y analisis de productos agroquimicos, usando matrices de acido
nucleico y matrices de proteinas. Por ejemplo, en la tecnologia de matrices de acido nucleico, se analizan muestras
usando bibliotecas de ADNc, disponiendo ADN obtenido por PCR en una placa de apoyo a una alta densidad con un
aparato de aplicacion puntual y utilizando hibridacién.

La disposicion en matrices puede realizarse mediante inmovilizacién de ADN en cada sitio definido en una placa de
apoyo tal como un portaobjetos de vidrio, una placa de silicio y una placa de plastico, con agujas o puntas o usando
una técnica de impresion por chorro de tinta y otros. Los datos se adquieren por observacion de sefiales que han
resultado de hibridacién en las matrices de acidos nucleicos. Las sefales pueden ser las obtenidas de marcadores
tales como colorantes fluorescentes (por ejemplo, colorantes Cy3, Cy5, BODIPY, FITC, Alexa Fluor (nombre
comercial) y Texas red (nombre comercial)). La deteccién puede realizarse con una exploracién por laser y similares.
Los datos resultantes pueden procesarse con un sistema informatico con programas instalados de acuerdo con un
algoritmo apropiado. Ademas, pueden utilizarse productos proteicos de expresion recombinante marcados en
tecnologia de matrices de proteinas. Los instrumentos y técnicas utilizables en la tecnologia de matrices de
proteinas pueden incluir electroforesis dimensional (2-DE); analisis de masas (MS), incluyendo técnicas tales como
ionizacion por electropulverizacion (ESI) y desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz (MALDI), en las que
pueden emplearse analizadores de MALDI-TOF, analizadores de cuadripolo triple de ESI, analizadores de trampa
i6nica de ESI y otros, para sustancias proteicas incluyendo fragmentos digeridos de forma enzimatica; técnicas de
tincién; marcaje y analisis de is6topos; técnicas de procesamiento de imagenes; y similares. Por lo tanto, la presente
invencion puede abarcar software, bases de datos y otros que pueden obtenerse o utilizarse en lo anterior en
relacién no solamente con NACK1 y NACK2 sino también con anticuerpos contra NACK2, y sustancias relacionadas
con los mismos.
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Como se usa en el presente documento el término “anticuerpo” puede usarse en el sentido mas amplio y puede
abarcar una Unica especie de anticuerpos monoclonales deseables contra cualquiera de las proteinas Os3RmybA1,
polipéptidos constituyentes de Os3RmybA1 y fragmentos peptidicos relacionados con Os3RmybA1; composiciones
de anticuerpos (o0 mezclas) que tienen una especificidad para diversos epitopos de las mismas; anticuerpos
monovalentes o polivalentes adicionales y anticuerpos policlonales y monoclonales, y también los que son moléculas
intactas o fragmentos y derivados de las mismas, incluyendo fragmentos F(ab’),, Fab’ y Fab; y también anticuerpos
quiméricos, anticuerpos hibridos que tienen cada uno al menos dos sitios de unidn a antigeno o epitopo, o
anticuerpos recombinantes biespecificos (por ejemplo, cuadromas, triomas), anticuerpos hibridos entre especies,
anticuerpos antiidiotipicos y los que se han modificado o procesado de forma quimica y deben considerarse
derivados de estos anticuerpos y que pueden producirse ademas adoptando técnicas de hibridoma o fusién de
células o ingenieria genética de anticuerpos o usando técnicas sintéticas o semisintéticas de una manera conocida,
que pueden prepararse bien por los métodos convencionales conocidos a la vista de la produccién de anticuerpos o
por técnicas de ADN recombinante, y que tienen propiedades neutralizadoras o de uniéon con respecto a las
sustancias de antigeno diana o epitopos diana descritos y definidos en el presente documento. Especificamente, el
anticuerpo preferible incluye los capaces de reconocer especificamente un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste en dominios que varian de los restos de aminoacidos 53 a 202 de SEC ID N2 32.

Se producen anticuerpos monoclonales preparados contra sustancias antigénicas por cualquier método capaz de
proporcionar produccion de moléculas de anticuerpo por una serie de lineas celulares en cultivo. El modificador
“monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo es que se obtiene de una poblacion de anticuerpos
sustancialmente homogénea, y no se interpreta que requiera produccion del anticuerpo por ningin método
particular. Los anticuerpos individuales son los que contienen una poblaciéon de anticuerpos idénticos excepto por
posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos
monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un Unico sitio antigénico. A diferencia de preparaciones
de anticuerpos convencionales (policlonales) que normalmente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el
antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos porque se sintetizan por el
cultivo de hibridoma, no contaminado por otras inmunoglobulinas. Los anticuerpos monoclonales incluyen
anticuerpos hibridos y recombinantes. Se pueden obtener sustituyendo con un dominio constante de un anticuerpo
un dominio variable, o con una cadena pesada o una cadena ligera, sustituyendo una cadena de una especie con
una cadena de otra especie, o fusionando con proteinas heterogéneas, independientemente de la especie de origen
o designacién de clase o subclase de inmunoglobulina, siempre que muestren la actividad biolégica deseada (por
ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
pp.79-97, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987).

Las técnicas preferibles para producir anticuerpos monoclonales incluyen, por ejemplo, los métodos que usan
células de hibridoma (G. Kohler y C. Milstein, Nature, 256, pp.495-497 (1975)); los métodos que usan hibridomas de
linfocitos B humanos (Kozbor et al., Immunology Today, 4, pp.72-79 (1983); Kozbor, J. Immunol., 133, pp.3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.51-63, Marcel Dekker, Inc.,
Nueva York (1987)); métodos de trioma; métodos de hibridoma de VEB (Cole et al., Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.77-96 (1985)) (técnicas para produccién de anticuerpos monoclonales
humanos); Patente de Estados Unidos N® 4.946.778 (técnicas para produccion de anticuerpos monocatenarios), asi
como los siguientes documentos en relacion con anticuerpos: S. Biocca et al., EMBO J, 9, pp.101-108 (1990); R. E.
Bird et al., Science, 242, pp.423-426 (1988); M. A. Boss et al, Nucl. Acids Res., 12, pp.3791-3806 (1984); J.
Bukovsky et al., Hybridoma, 6, pp.219-228 (1987); M. DAINO et al., Anal. Biochem., 166, pp.223-229 (1987); J. S.
Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, pp.5879-5883 (1988); P. T. Jones et al., Nature, 321, pp.522-525
(1986); J. J. Langone et al. (ed.), “Methods in Enzymology”, Vol. 121 (Immunochemical Techniques, Part I:
Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies), Academic Press, Nueva York (1986); S. Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, pp.6851-6855 (1984); V. T. Qi et al., BioTechniques, 4, pp.214-221 (1986); L. Riechmann
et al., Nature, 332, pp.323-327 (1988); A. Tramontano et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, pp.6736-6740 (1986); C.
Wood et al., Nature, 314, pp.446-449 (1985); Nature, 314, pp.452-454 (1985) o documentos citados en los mismos.
Los anticuerpos se pueden utilizar no solamente en el andlisis y deteccién de los productos de expresion de genes
de interés en el presente documento sino también en diversas aplicaciones.

Es conveniente aislar ADN que codifica proteinas 3Rmyb vegetales con los métodos anteriormente mencionados
basandose en hibridacion y métodos que se basan en PCR. En casos en los que se lleva a cabo el aislamiento con
PCR, es posible aislar ADN que codifica la regién de unién a ADN de myb que muestra un marco de 3 repeticiones
por PCR usando, por ejemplo, cebadores degradados como se desvela en el Ejemplo 1. Para potenciar la
especificidad de PCR, también es conveniente disefiar un segundo par de cebadores de PCR que tengan sitios de
hibridacion en una localizacién mas interna que el primer sitio de hibridacién con cebadores de PCR de la secuencia
diana. Puede aplicarse PCR anidada con el segundo par de cebadores. Después de determinacién de secuencia de
nucleétidos de los productos de ADN resultantes, la aplicacion de amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE,
Dorit et al., Current protocols in molecular biology. Unit 15.6 (1992)) permite el aislamiento y determinacién de
secuencias de ADNc 5’ y 3’ terminales.
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Las plantas utilizables de las que se aisla o separa la proteina 3Rmyb vegetal pueden seleccionarse de
Dicotiledoneas. Estas plantas pueden usarse también como fuentes de genes.

Las plantas Dicotiledéneas y Monocotileddneas aplicables pueden seleccionarse de cualquier especie incluyendo las
ampliamente conocidas como plantas de cultivo o plantas Utiles. Las plantas incluyen cultivos de cereales, judias,
cultivos de raices y tubérculos, nueces, semillas, verduras, bayas, frutos o arboles de huerta, asi como cultivos de
jardin, arboles de jardin o hierbas, especies horticolas, arboles en floracién y especies ornamentales. Las plantas
ejemplares incluyen especies de Solanaceas, especies de Cruciferas (Brasicaceas), especies de Gramineas,
especies de Leguminosas, especies de Liliaceas, especies de Umbeliferas, especies de Cucurbitaceas y otras
especies, preferentemente tabaco (Nicotiana tabacum), Arabidopsis thaliana, soja (Glycine max), judia Adzuki (judia
roja pequena), judias verdes (Phaseolus vulgaris), guisantes (Lathyrus spp. incluyendo tirabeques (Pisum sativum)),
haba (Vicia faba), cacahuetes (Arachis hypogaea), arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), cebada, centeno
(Secale cereale), avena (Avena sativa), agréstide (Agrostis spp.), maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor,
Sorghum vulgare), canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), colza (Brassica napus), patata (Solanum
tuberosum), boniato (lpomoea batatus), taro (Colocasia spp. incluyendo C. esculenta), konjac (Amorphophallus rivieri
var. konjac), y yuca (Manihot spp. incluyendo M. esculenta)

Se desvelan métodos para construir o producir moléculas con al menos una propiedad de activacion de la
transcripcion potenciada en comparacion con la poseida inherentemente por un miembro seleccionado del grupo
que consiste en proteinas, NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybAl, AtMYB3R1 y AtMYB3R4, que comprende modificar la
funcion de dicha proteina seleccionada de NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R1 y AtMYB3R4, y seleccionar
dicha molécula deseable con al menos dicha propiedad activadora potenciada para la funcién activadora de la
transcripcion de dicha proteina. La proteina NtmybA1 (incluyendo NtmybA1 modificada y proteina relacionada con
NtmybA1) que actia como una molécula con una propiedad activadora de la transcripcion potenciada en
comparacién con la poseida de forma inherente por la proteina NtmybA1 es al menos un miembro seleccionado del
grupo que consiste en:

(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 459 a 1003 de SEC ID N2
51 de la proteina NtmybA1 mostrada en SEC ID N2: 51,

(b) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 579
a 1003 de SEC ID N¢: 51 de la proteina NtmybA1 mostrada en SEC ID N 51, o una molécula en la que se
suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 715 a 1003 de SEC ID N2 51 de la proteina NtmybA1
mostrada en SEC ID N%: 51,y

(c) mas convenientemente una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 641
a 1003 de SEC ID N®: 51 de la proteina NtmybA1 mostrada en SEC ID N®: 51.

La proteina NtmybA2 (incluyendo NtmybA2 modificada y proteina relacionada con NtmybA2) que actia como una
molécula con una propiedad activadora de la transcripcion potenciada en comparacion con la poseida de forma
inherente por la proteina NtmybA2 es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 413 a 1042 de SEC ID N2
53 de la proteina NtmybA2 mostrada en SEC ID N: 53,

(b) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 569
a 1042 de SEC ID N¢: 53 de la proteina NtmybA2 mostrada en SEC ID N° 53, o una molécula en la que se
suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 705 a 1042 de SEC ID N 53 de la proteina NtmybA2
mostrada en SEC ID N2: 53, y

(c) mas convenientemente una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 631
a 1042 de SEC ID N¢: 53 de la proteina NtmybA2 mostrada en SEC ID N2: 53.

La proteina Os3RmybA1 (incluyendo Os3RmybA1 modificada y proteina relacionada con Os3RmybA1) que actlua
como una molécula con una propiedad activadora de la transcripcion potenciada en comparacion con la poseida de
forma inherente por la proteina Os3RmybA1 es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 426 a 993 de SEC ID N¢: 32
de la proteina Os3RmybA1 mostrada en SEC ID N%: 32,

(b) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 575
a 993 de SEC ID N@: 32 de la proteina Os3RmybA1 mostrada en SEC ID N2 32, o una molécula en la que se
suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 709 a 993 de SEC ID N2: 32 de la proteina Os3RmybA1
mostrada en SEC ID N2%: 32, y

(c) méas convenientemente una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 635
a 993 de SEC ID N?: 32 de la proteina Os3RmybA1 mostrada en SEC ID N°: 32.

La proteina AtMYB3R1 (incluyendo AtMYB3R1 modificada y proteina relacionada con AtMYB3R1) que actia como

una molécula con una propiedad activadora de la transcripcion potenciada en comparacién con la poseida de forma
inherente por la proteina AtIMYB3R1 es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en:
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(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 583 a 776 de SEC ID N2: 75
de la proteina AtMYB3R1 mostrada en SEC ID N% 75, o una molécula en la que se suprime una secuencia con
restos en los amino&cidos 691 a 776 de SEC ID N®: 75 de la proteina AIMYB3R1 mostrada en SEC ID N%: 75y
(b) convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 621 a
776 de SEC ID N¢: 75 de la proteina AIMYB3R1 mostrada en SEC ID N¢: 75.

La proteina AtMYB3R4 (incluyendo AtMYB3R4 modificada y proteina relacionada con AtMYB3R4) que actla como
una molécula con una propiedad activadora de la transcripcién potenciada en comparacion con la poseida de forma
inherente por la proteina AtIMYB3R4 es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 570 a 961 de SEC ID N°: 76
de la proteina AtMYB3R4 mostrada en SEC ID N°: 76, o una molécula en la que se suprime una secuencia con
restos en los aminoacidos 667 a 961 de SEC ID N°: 76 de la proteina AtMYB3R4 mostrada en SEC ID N°: 76, y
(b) convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 608 a
961 de SEC ID N2: 76 de la proteina AtMYB3R4 mostrada en SEC ID N°: 76.

Se desvelan métodos para construir o producir moléculas que actian como agentes negativos dominantes contra
moléculas 3Rmyb vegetales enddgenas, que comprende modificar la funcién de un miembro seleccionado del grupo
que consiste en proteinas NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybAl, AtIMYB3R1 y AtMYB3R4, y seleccionar dicha molécula
deseable con al menos una actividad negativa dominante en dicha molécula 3Rmyb vegetal enddgena, en los que
dicha molécula negativa dominante incluye las que tienen al menos una propiedad activadora de la transcripcion
reducida o extinguida en comparacién con la propiedad poseida de forma inherente por dicha proteina de tipo
silvestre seleccionada del grupo que consiste en NimybA1, NtmybA2, Os3RmybAl, AtMYB3R1 y AtMYB3R4.

La proteina NtmybA1, NtmybA2, Os3RmybA1, AtMYB3R1 o AtMYB3R4 (incluyendo NtmybAl, NtmybA2,
Os3RmybAI, AtMYB3R1 o AtMYB3R4 modificada asi como proteina relacionada con NtmybA1, NtmybA2,
Os3RmybA1, AtMYB3R1 o AtMYB3R4) que actia como una molécula dominante negativa contra al menos uno de
los genes de 3Rmyb enddgenos es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 299 a 1003 de SEC ID N
51 de la proteina NtmybA1 mostrada en SEC ID N2: 51,

(b) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 186
a 1003 de SEC ID N2: 51 de la proteina NtmybA1 mostrada en SEC ID N2: 51,

(c) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 243 a 1042 de SEC ID N%
53 de la proteina NtmybA2 mostrada en SEC ID N%: 53,

(d) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 188
a 1042 de SEC ID N¢: 53 de la proteina NtmybA2 mostrada en SEC ID N2: 53,

(e) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 257 a 993 de SEC ID N¢: 32
de la proteina Os3RmybA1 mostrada en SEC ID N2: 32,

(f) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 203
a 993 de SEC ID N2: 32 de la proteina Os3RmybA1 mostrada en SEC ID N2: 32,

(g) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 241 a 776 de SEC ID N2: 75
de la proteina AIMYB3R1 mostrada en SEC ID N2: 75,

(h) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminodcidos 187
a 776 de SEC ID N¢: 75 de la proteina AtMYB3R1 mostrada en SEC ID N¢: 75,

(i) una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminodcidos 235 a 961 de SEC ID N°: 76
de la proteina AtMYB3R4 mostrada en SEC ID N°: 76, y

(j) mas convenientemente, una molécula en la que se suprime una secuencia con restos en los aminoacidos 181
a 961 de SEC ID N2: 76 de la proteina AtMYB3R4 mostrada en SEC ID N°: 76.

Las propiedades activadoras de la transcripcion ejercidas por la molécula relacionada con NtmybA2 que tiene una
supresion de secuencia de aminodcidos con restos en los aminoacidos 242 a 1042 o 188 a 1042 de la proteina
NtmybA2, se redujeron en comparacién con la poseida de forma inherente por la proteina NtmybA2 de tipo silvestre;
ademas, cuando la proteina NtmybA2 de forma de longitud completa se coexpresd con la molécula relacionada con
NtmybA2 que tenia una delecién de secuencia de aminoacidos con restos en los aminoacidos 188 a 1042 de la
proteina NtmybA2, la propiedad activadora de la transcripcion ejercida por la proteina NtmybA2 sola se suprimid, y
ademas cuando se coexpresé la NtmybB en forma de longitud completa con la molécula que tenia una delecién de
secuencia de aminoacidos con restos en los aminoacidos 188 a 1042 de la proteina NtmybA2, la propiedad
supresora de la transcripcion ejercida por la proteina NtmybB sola se suprimié.

Estos hechos demuestran que la molécula relacionada con NtmybA2 que tiene una delecion de secuencia de
aminoacidos con restos en los aminoacidos 243 a 1042 o 188 a 1042 de la proteina NtmybA2 actia de forma
dominante negativa contra la proteina 3Rmyb vegetal endégena.

Para los términos (palabras), los simbolos y/o las abreviaturas usados en la memoria descriptiva y en los dibujos, se
deben adaptar a la “Comision de IUPAC-IUB sobre Nomenclatura Bioquimica” o se basan en los significados de las
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definiciones o patrones que se usan habitualmente o convencionalmente en la técnica. Las abreviaturas
representativas tienen significados de la siguiente manera:

Con respecto a simbolos para amino&cidos:

A: Alanina (Ala)

M: Metionina (Met)

: Cisteina (Cys)

: Asparagina (Asn)

: Acido aspartico (Asp)
: Prolina (Pro)

: Acido glutamico (Glu)
: Glutamina (Gin)

: Fenilalanina (Phe)

: Arginina (Arg)

: Glicina (Gly)

: Serina (Ser)

: Histidina (His)

: Treonina (Thr)

I: Isoleucina (lle)

V: Valina (Val)

K: Lisina (Lys)

W: Triptéfano (Trp)

L: Leucina (Leu)

Y: Tirosina (Tyr)

X: Cualquier aminoacido de los aminoacidos anteriormente mencionados o cualquier aminoacido especifico
(cuando se indica de forma especifica) (Xaa)

OmMmUVOZ0O

TGO

_|

Con respecto a simbolos para nucleétidos:

A,a: Adenina

G,g: Guanina

C,c: Citosina

T,t: Timina

R,r: Guanina o Adenina

Y,y: Timina/Uracilo o Citosina

M,m: Adenina o Citosina

K,k: Guanina o Timina/Uracilo

S,s: Guanina o Citosina

W,w: Adenina o Timina/Uracilo

D,d: Adenina o Guanina o Timina/Uracilo

H,h: Adenina o Citosina o Timina/Uracilo

V,v: Adenina o Guanina o Citosina

N,n: Adenina o Guanina o Citosina o Timina/Uracilo, desconocido, cualquier otro nucleétido o cualquier
nucledtido especifico (cuando se indica especificamente).

Ejemplos

Se describen detalles de la presente invencién por los siguientes ejemplos. Los ejemplos no abarcados por el
alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Deberia observarse que los métodos generales requeridos para recombinacién génica, incluyendo desconexién y
ligamiento de ADN, transformacion o transfeccién de E. coli, secuenciacion de nucleétidos de genes, hibridacion y
otros son en principio de acuerdo con manuales de usuario y guias unidos a reactivos, dispositivos, instrumentos o
maquinas disponibles en el mercado Utiles en cada operacién, y libros de guia para experimentos (por ejemplo,
“Molecular cloning (Maniatis T. et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press)” incluyendo J. Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (22
Edicién, 1989 y 32 Edicién, 2001)). Todos los ejemplos se llevaron a cabo o pueden llevarse a cabo, a no ser que se
desvele de otro modo especificamente en el presente documento por técnicas convencionales que se conocen bien
y son convencionales para los expertos en la materia.

Ejemplo 1

Aislamiento y secuenciacién del gen de Os3RmybA1 de arroz

Se aisl6 del arroz ADNc codificante de 3Rmyb de arroz, seguido de secuenciacion.
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Para aislar ADNc, se disefiaron cebadores degradados basandose en secuencias de aminoacidos en cada dominio
de uniéon ADN de myb de las proteinas 3Rmyb del tabaco, NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB. Se realiz6 PCR con los
cebadores degradados en combinacién con ADNc preparado de callos de arroz como un molde. Para potenciar la
especificidad de PCR degradada, se realiz6 PCR anidada. Como resultado, el aislamiento de fragmentos de ADNc
que tenian 3 repeticiones en el dominio de unién a ADN de myb fue un éxito.

Los fragmentos resultantes se sometieron a 5° RACE y 3’ RACE, y se secuencié cada secuencia terminal de ADNc
de longitud completa.

El aislamiento de ADNc incluyendo el gen estructural de longitud completa fue un éxito con cebadores disefados de
la secuencia 5 terminal y la secuencia 3’ terminal. Se desvelan detalles a continuacion.

(1) Purificacion de ARNm vy sintesis de ADNc

Se sometieron semillas de arroz cultivado var. Nipponbare (japonica) a retirada de cascaras, se esterilizaron con
antiformina, después se situaron en medio N6CI (sales inorganicas N6 y vitaminas N6) (Chu et al. (1975), Sientia
Sinica 18: 659) complementado con sacarosa 30 g/l, 2,4-D 2 mg/l y Gelrite 2 g/l, pH 5,8), y se incubaron para
inducir callos embriogénicos derivados de escutelo.

Se extrajo ARN total de los callos (130 mg) con el Mini Kit de Plantas RNeasyTM (QIAGEN). El ARN total resultante
(50 ng) se someti6 a purificacion con Sistemas de Aislamiento de ARNm PolyATtractTM (Promega) para proporcionar
ARNm. EI ARNm purificado se concentrd por precipitacion con etanol y después se aplico a sintesis de ADNc con
sistema de sintesis de primera cadena Superscript para RT-PCR (Invitrogen).

(2) Clonacién por PCR con cebadores degradados basandose en dominios de Myb
Se realiz6 PCR con una alicuota (2 ul) del ADNc sintetizado (50 pl).
Los cebadores usados en PCR fueron

DEGmybF:
5'- GAIGTICARTGYYWICAYMGNTGG -3’ (SEC ID N2: 1),

y
DEGmybR:
5- YTTYTTDAVIGAISWRTKCCA -3’ (SEC ID N¢: 2).

La reaccién se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taqw (Takara, Japoén), un tampén de
reaccion unido a TaKaRa Ex Taq', 200 uM de cada uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 10 uM de cada uno de
DEGmybF y DEGmybR. La amplificaciéon se realizé6 usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied
Biosystems) preparado para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 42 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 30 segundos durante un total de 35 ciclos. Después de finalizarse la reaccion, los productos se sometieron a
purificacién con el Kit de Purificacion de PCR QlAquick = (QIAGEN).

Se realiz6 PCR anidada con una alicuota (1 pl) de la solucién de reaccién de PCR purificada como molde.

Los cebadores usados en la segunda PCR fueron cebadores degradados (disefiados en regiones dentro de
DEGmybF y DEGmybR),

DEGmybF2:
5- CARTGYYTICAYMGITGGCARAARG -3’ (SEC ID N¢: 3),

y
DEGmybR2:
5'- ACISWISWRTTCCARTTRTGYTT -3’ (SEC ID N¢: 4).

La reaccién se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taqw (Takara, Jap6n), un tampén de
reaccion unido a TaKaRa Ex Taqw, 200 pM de cada uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 10 uM de cada uno de
DEGmybF2 y DEGmybR2. La amplificacién se realizd usando el sistema de PCR 9700 GeneAmp" (PE Applied
Biosystems) preparado para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 58 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 30 segundos durante un total de 35 ciclos. Después de finalizarse la reaccién, la soluciéon de reaccién de

M

PCR se someti6 a purificacion con el Kit de Purificacion de PCR QIAquickT (QIAGEN).

Ademas, se realizd PCR anidada con una alicuota (1 pl) de la solucién de segunda reaccion de PCR purificada
como un molde.
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Los cebadores usados en la tercera PCR fueron cebadores degradados (disefiados en regiones dentro de
DEGmybF2 y DEGmybR2),

DEGmybF3:
5'- CAYMGITGGCARAARGTIYTIRAYCC -3’ (SEC ID N2: 5),

y
DEGmybR3:
5’- HIGCRTTITCISWICKICCIKGIA -3’ (SEC ID N: 6).

La reaccién se realiz6 en un vqumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taq" (Takara, Japén), un tampén de
reaccion unido a TaKaRa Ex Taq 200 pM de cada uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 10 HM de cada uno de
DEGmybF3 y DEGmybRS3. La ampln‘lcamon se realizd usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied
Biosystems) preparado para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 56 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 30 segundos durante un total de 30 ciclos. Despues de finalizarse la reaccién, los productos se sometieron a
purificacion con el Kit de Purificacion de PCR QIAquick™ (QIAGEN). La solucién de reaccion de PCR resultante se
analiz6 usando geles de agarosa. Como resultado, se verifico que el producto amplificado era un ADN de
aproximadamente 300 pb. A continuacion, este fragmento de ADN se someti6 a clonacion de TA en pCR4- -TOPO™
(Invitrogen). Se secuenciaron insertos de ADN de 3 clones a un nivel de nucleétidos con el cebador T7, 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG -3 (SEC ID N2: 7) para proporcionar SEC ID N2: 8, SEC ID N%: 9 y SEC ID N2: 10.

(3) Secuenciacion de la secuencia 5’ terminal de ADNc de 3Rmyb de arroz

Para obtener ADNc del gen de 3Rmyb de arroz de longitud completa incluyendo el fragmento de dominio de union a
ADN de 3Rmyb, que se aisl6 en el (1) anterior, se realiz6 la amplificacion de los extremos 5' para dicho ADNc. El
aislamiento de los extremos de ADN 5’ terminales se realizé por 5° RACE con el Kit GeneRacer' (Invitrogen).
Brevemente, se extrajo ARN total de callos embriogénicos derivados de escutelo de arroz (130 mg) (derivado de
acuerdo con el método anteriormente menmonado (1)) con el Mini Kit de Plantas RNeasy (QIAGEN). La sintesis de
ADNGC se realizé usando el Kit GeneRacer ' (Invitrogen) con una alicuota (3 ug) del ARN total extraido como molde.
Se realiz6 PCR con este ADNc como molde en combinacién con los cebadores (disefiados en SEC ID N%: 8, SEC ID
N2 9y SEC ID N2 10),

78687-R1:
5’- CAGCTCGGCCCATTTATTTCCATACATT -3 (SEC ID N%: 11)

y ™
Cebador GeneRacer 5’ (contenido en el Kit GeneRacer ', Invitrogen):
5- CGACTGGAGCACGAGGACACTGA -3’ (SEC ID N2: 12).

La reaccion se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taq' (Takara, Japén). La amplificacion se
realiz6 usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied Biosystems) preparado para llevar a cabo una
etapa inicial a 94 °C durante 2 minutos, después para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, a continuacion las etapas a 94 °C durante 30 segundos y a 70 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, y las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 68 °C durante 30
segundos y a 72 °C durante 3 minutos durante un total de 25 ciclos, y para llevar a cabo una etapa final a 72 °C
durante 10 minutos. Se realizé PCR con una alicuota (1 ul) de la solucién de reaccion de PCR resultante como
molde en combinacién con los cebadores,

78687-R2:
5- CTTCTTGTGTCCATGCCTCCTTGTTTAT -3’ (SEC ID N2: 13)

y ™
Cebador Anidado de GeneRacer 5’ (contenido en el Kit GeneRacer , Invitrogen):
5'- GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA -3’ (SEC ID N@: 14)

La reaccion se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taq (Takara, Japon). La amplificacién se
realizé usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied Biosystems) preparado para llevar a cabo una
etapa inicial a 94 °C durante 2 minutos, después para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, a continuacion las etapas a 94 °C durante 30 segundos y a 70 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, y las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 68 °C durante 30
segundos y a 72 °C durante 3 minutos durante un total de 25 ciclos, y para llevar a cabo una etapa final a 72 °C
durante 10 minutos. Después de flnallzarse Ia reaccion, la soluciéon de reaccién de PCR se someti6 a purificacion
con el Klt de Purificacion de PCR QIAqwck (QIAGEN). EI ADN amplificado se sometié a clonacién TA en pCR4-
TOPO™ (Invitrogen). El inserto de ADN resultante del plasmido se secuencid a un nivel de nucle6tidos con

cebador T7:
5- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ (SEC ID N2: 7)

y
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cebador T3:
5- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ (SEC ID N2: 15).

La secuencia de nucleétidos del clon N2 26 se muestra en SEC ID N2 16. SEC ID N2 17 es la secuencia de
nucledtidos del clon N2 27.

(4) Secuenciacion de la secuencia 3’ terminal de ADNc de 3Rmyb de arroz

Para obtener ADNc del gen de 3Rmyb de arroz de longitud completa incluyendo el fragmento de unién a ADN de
3Rmyb, que se ha aislado en el (1) anterior, se realiz6 la amplificacion de extremos 3’ para dicho ADNc. El extremo
3’ se secuencié por 3 RACE con el Kit GeneRacer" (Invitrogen). Brevemente, se extrajo ARN total de callos
embriogénicos derivados de escutelo de arroz (130 mg) (derivado de acuerdo con el método anteriormente
mencionado (1)) con el Mini Kit de Plantas RNeasy" (QIAGEN). La sintesis de ADNc se realizd usando el Kit
GeneRacer " Kit (Invitrogen) con una alicuota (5 pg) del ARN total extraido como molde. Se realiz6 PCR con este
ADNc como molde en combinacion con cebadores (disefiado en SEC ID N°: 8, SEC ID N%: 9 y SEC ID N2: 10),

78687-F1:
5’- AGGAGGCATGGACACAAGAAGAGGAAAT -3’ (SEC ID N2: 18)

y ™
Cebador 3’ de GeneRacer (contenido en el Kit GeneRacer , Invitrogen):
5'- GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG -3 (SEC ID N: 19).

La reaccion se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taq (Takara, Japon). La amplificacién se
realizé usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied Biosystems) preparado para llevar a cabo una
etapa inicial a 94 °C durante 2 minutos, después para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, a continuacion las etapas a 94 °C durante 30 segundos y a 70 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, y las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 68 °C durante 30
segundos y a 72 °C durante 3 minutos durante un total de 25 ciclos, y para llevar a cabo una etapa final a 72 °C
durante 10 minutos. Se realizé PCR con una alicuota (1 ul) de la solucién de reaccion de PCR resultante como
molde en combinacién con cebadores,

78687-F2:
5’- GGAAATAAATGGGCCGAGCTGACAAAAT -3 (SEC ID N®: 20)

y ™
Cebador Anidado 3’ de GeneRacer (contenido en el Kit GeneRacer , Invitrogen):
5- CGCTACGTAACGGCATGACAGTC -3 (SEC ID N2: 21).

La reaccion se realizé en un volumen total de 50 pl, usando TaKaRa Ex Taq' (Takara, Japén). La amplificacion se
realiz6 usando el sistema de PCR GeneAmp 9700 (PE Applied Biosystems) preparado para llevar a cabo una
etapa inicial a 94 °C durante 2 minutos, después para repetir las etapas a 94 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, a continuacion las etapas a 94 °C durante 30 segundos y a 30 °C
durante 3 minutos durante un total de 5 ciclos, y las etapas a 94 °C durante 30 segundos, a 68 °C durante 30
segundos y a 72 °C durante 3 minutos durante un total de 25 ciclos, y para llevar a cabo una etapa final a 72 °C
durante 10 minutos. Después de finalizarse la reaccion, la solucion de reaccion de PCR se someti6 a purificacion
con el Kit de Purificacion de PCR QlAquick " (QIAGEN). EI ADN amplificado se someti6 a clonacion TA en pCR4-
TOPO™ (Invitrogen). El inserto de ADN resultante del plasmido se secuencié a un nivel de nucleétidos con

cebador T7:
5'- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ (SEC ID N2: 7)

y
cebador T3:
5- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ (SEC ID Ne@: 15).

Como resultado, se determind cada secuencia de nucleétidos de los extremos tanto 5 como 3’ del fragmento de
inserto de ADN. La secuencia de nucleétidos del lado 5’ del clon N2 31 se muestra en SEC ID N¢ 22. SEC ID N¢; 23
es la secuencia de nucledtidos del lado 3’ del clon N2 23.

(5) Aislamiento de ADNc incluyendo el gen estructural de 3Rmyb de Arroz de Longitud Completa y Secuenciacion de
Nucleétidos

Se extrajo ARN total de callos embriogénicos derivados de escutelo de arroz (130 mg) (derivado de acuerdo con el
método anteriormente mencionado (1)) con el Mini Kit de Plantas RNeasy = (QIAGEN). La sintesis de ADNc se
realiz6 usando el sistema de sintesis de primera cadena Superscrlpt para RT-PCR (Invitrogen) con una alicuota (5
ug) del ARN total extraido como un molde.
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Se realiz6 PCR con una alicuota (1 pug) del ADNc sintetizado (50 pl). Los cebadores usados en PCR fueron

OsA1-1F:
5- TGTCTTCAGTCATGATGACAAGCGA -3' (SEC ID Ne: 24),

y
OsA1-2R:
5- CAAGCTATCTAAAACTTTTCAGAAGATGG -3’ (SEC ID N¢: 25).

La reaccién se realiz6 en un volumen total de 50 ul, usando ADN Polimerasa de Inicio en caliente PfuTurbo
(Stratagene), un tampon de reaccién unido a la ADN Polimerasa de Inicio en Caliente PfuTurbo™, 200 uM de cada
uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 1 uM de cada uno de OsA1-1F y OsA1-2R. La amplificacion se realizé usando
sistema de PCR GeneAmp ~ 9700 (PE Applied Biosystems) preparado para llevar a cabo una etapa inicial a 95 °C
durante 2 minutos, después para repetir las etapas a 95 °C durante 30 segundos, a 60 °C durante 30 segundos, y a
72 °C durante 4 minutos durante un total de 40 ciclos, y para llevar a cabo una etapa final a 72 °C durante 10
minutos. Después de finalizar%e la reaccién, la solucion de reaccion de PCR se sometié a purificacién con el Kit de
Purificacion de PCR QlAquick ~ (QIAGEN).

Cuando la solucién de reaccion de PCR se analizé en geles de agarosa, se verifico que el ADN amplificado era un
Unico fragmento de aproximadamente 3 kpb. Por lo tanto, este fragmento de ADN se sometié a clonaciéon TA en
pCR4-TOPO™ (Invitrogen). El plasmido resultante pCR4-Os3RmybA1 con este inserto de ADN se secuencié con los
siguientes cebadores:

cebador T7:

5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ (SEC ID Ne: 7),
cebador T3:

5- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ (SEC ID N@: 15),
cebador 78687-F1:

5- AGGAGGCATGGACACAAGAAGAGGAAAT -3’ (SEC ID N@: 18),
cebador OsA1-4F:

5’- GATCAACACTTGCAAGAGGA -3’ (SEC ID N2: 26),
cebador OsA1-3F:

5’- ACAGGGCCTTCTTTTCTGGAC -3’ (SEC ID Ne¢: 27),
cebador OsA1-5F:

5- AGCATACCTGAATGTGGGGA -3’ (SEC ID N¢: 28),
cebador OsA1-6F:

5- TACTCATGATGAAAGCACGG -3 (SEC ID N¢: 29),
cebador OsA1-7F:

5’- ATCTCCTTCACATGGAAGTC -3’ (SEC ID N2: 30).

La secuencia de nucledétidos resultante se muestra en SEC ID N9 31.

Ejemplo 2

La secuencia de aminoacidos codificada por el ADN de SEC ID N%: 31 se muestra en SEC ID N°: 32. La secuencia
de aminoacidos de SEC ID N2: 32 incluye tres repeticiones de dominio de unién a ADN de myb, y el gen para esta
secuencia codificante se designa “Os3RmybA1”. Cuando tanto la secuencia de aminoacidos de la proteina
Os3RmybA1 como la secuencia de aminoacidos potencial (SEC ID N2 49) supuesta a partir de los datos de
informacién gendmica registrados con el N® de REFERENCIA: BAB78687 en DDBJ (Banco de Datos de ADN de
Japon) se alinean de forma Optima, se descubre aparentemente que las regiones N terminales son altamente
analogas entre la secuencia de aminoacidos codificada por ADNc de Os3RmybA1 y la secuencia de aminoacidos de
BAB78687 mientras que las regiones C terminales son diferentes entre si. La regién cadena abajo en o de la
posicion de aminoacidos 783 de BAB78687 difiere de Os3RmybA1, y BAB78687 es una proteina compuesta de 787
aminoacidos mientras que Os3RmybA1 esta compuesta de 993 aminoacidos. Por lo tanto, se concibe que los sitios
de corte y empalme de BAB78687 se habian asumido erréneamente cuando se determiné la region estructural de
BAB78687 a partir de la secuencia genémica (Figuras 1 a 3).

Ejemplo 3
Propiedad activadora de la transcripcion de Os3RmybA1

La funcion de Os3RmybA1 aislada se confirm6 mediante una capacidad activadora de la transcripcion ejercida por el
gen de CYM que portaba la secuencia de MSA en la regién promotora.

Brevemente, se cotransfectaron cloroplastos de la linea celular de tabaco BY2 con plasmidos optimizados para

expresion conducida por el promotor de 35S de virus del mosaico de la coliflor (CaMV) de Os3RmybA1, y plasmidos
que portaban el gen indicador en los que el promotor de CYM se fusiona con el gen de luciferasa. Se realiz6 un
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ensayo de expresion transitoria controlando las actividades luciferasa para cuantificacion de la propiedad activadora
de la transcripcion de Os3RmybA1.

(1) Construccién de plasmidos

Construccién de plasmidos de expresion

Construccién de pEXP-Os3RmybA1

Se insert6 un fragmento de ADN (que contenia Os3RmybA1), cortado de pCR4-Os3RmybA1 por escisién con
EcoRl, en una direccién con sentido en el sitio derivado por escisién con EcoRl de pEXP35S para crear pEXP-
Os3RmybA1. Este pEXP-Os3RmybA1 es un plasmido optimizado para expresion conducida por promotor de 35S
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) de ORF de Os3RmybA1 de longitud completa.

También pueden construirse plasmidos que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a pEXP-Os3RmybA1
de la siguiente manera:

Un extremo protruyente de ADN, cortado de pBI221 (Clontech) por escision con EcoRI y Sacl, se hace de
extremos romos con el fragmento de Klenow, y después se inserta en el sitio derivado por escisién con Xhol
seguido de formacion de extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo cortado con Xhol de
pBluescript (SK-) para crear el plasmido pTN. Un fragmento de ADN, que se corta de pBI221 por escision con
Pstl, y formacién de extremos romos en el extremo protruyente resultante con el fragmento de Klenow seguido
de escisién con Xbal, se inserta en el sitio, derivado por escisiéon de Notl, y formacion de extremos romos con el
fragmento de Klenow en el extremo protruyente seguido de escision con Xbal de pTN, para crear el plasmido
pP358S. Es decir, el plasmido pP35S es un plasmido con sitios de restriccion plurales entre el promotor de 35S de
CaMV vy el terminador de nopalina sintetasa (NOS). Se inserta un fragmento de ADN (que contiene
Os3RmybA1), cortado de pCR4-Os3RmybA1 por escision con EcoRl, en una direccion con sentido en el sitio
derivado por escision con EcoRI de pP35S para crear pP35S-Os3RmybA1. pP35S-Os3RmybA1 es un plasmido
optimizado para expresion conducida por promotor de 35S de CaMV de la ORF de Os3RmybA1 de longitud
completa.

Construccion de plasmido pEXP-GUS

Se insertd un fragmento de ADN, producido por escision con Sacl, y formaciéon de extremos romos en el extremo
protruyente resultante con el fragmento de Klenow seguido de escisién con Hindlll de pBI-121 (Clontech), en el sitio,
derivado por escisién con EcoRI, y formacion de extremos romos en el extremo protruyente resultante con el
fragmento de Klenow seguido por escision con Hindlll de pEXP35S, para crear pEXP-GUS. pEXP-GUS es un
plasmido optimizado para expresion conducida por promotor de 35S de CaMV de GUS. Los plasmidos aplicables
que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a pEXP-GUS incluyen pBI221 (Clontech).

Construccién de plasmido R-LUC

Se insertd un fragmento de ADN producido por la escision con BamHI y Nhel del Vector nulo para plasmido pRL
(Promega) en el sitio producido por la escision con Xbal y BamHI de pBI-221 (Clontech). El plasmido resultante se
escindié con Xbal y Sacl, sus extremos se hicieron romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente
resultante, seguido de retirada de fragmentos de ADN. El producto resultante se sometié a autoligamiento para crear
el plasmido R-LUC. El plasmido R-LUC es un plasmido optimizado para expresion conducida por promotor de 35S
de CaMV de luciferasa derivada de Renilla (R-LUC).

Construccién del pldsmido del promotor CYM-LUC

Se insert6 un fragmento de ADN producido por la escisién con Hindlll y Sacl del plasmido pDO432 (Nishiuchi et al.,
Plant Mol. Biol., 29: 599 (1995)) en el sitio derivado por escision con Hindlll y Sacl seguido de retirada de fragmentos
de ADN (que contienen la region promotora de 35S de CaMV de pBI221 (Clontech) para crear pUC-LUC. Se
amplificaron regiones promotoras de CYM por PCR usando ADN gendmico (preparado de Catharanthus roseus de
acuerdo con técnicas convencionales) como molde. Los cebadores usados en PCR son

CYMS:
5’- CCGGATCCTTCAATAGAATTTCTTCCA -3’ (SEC ID Ne: 56)

y
CYM5-1:
5’- CCAAGCTTACCCATAAATTGTTGGTAAA -3’ (SEC ID N¢: 57).

La region promotora de CYM amplificada se escindié con BamHI y Hindlll, y se insert6 en el sitio derivado por

escisién con BamHI y Hindlll de pUC-LUC para crear el plasmido de promotor de CYM-LUC. Es decir, el plasmido
de promotor de CYM es un plasmido optimizado para expresion de luciferasa (LUC), conducida por el promotor de
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CYM que incluye la secuencia MSA como secuencia de control en tres posiciones.
(2) Preparacion de protoplastos de BY-2, transferencia génica con plasmidos y ensayo de actividad LUC

Se prepararon protoplastos a partir de la linea celular de tabaco cultivada BY2 (3 dias de edad; de pase de cultivo en
medio liquido LSD nuevo (100 ml, Nagata et al. (1981), Mol. Gen. Genet. 184: 161)) de acuerdo con el método de
Evans et al. (Evans et al. (1983), Int. Rev. Cytol. 33: 53).

Brevemente, se recogieron células BY2 de medio liquido LSD por centrifugacién a 2.000 rpm a temperatura
ambiente, después se mezclé con 100 ml de medio N2 (Celulasa 1 % “ONOZUKA” RS (Yakult Honsha Co., Ltd.,
Japon), Hemicelulasa al 0,5 % (SIGMA), Pectoliasa Y-23 0,1 % (Kikkoman Co., Japén), CaCl»-2H.0 7,4 g/l, acetato
sodico 1,6 g/l, Manitol 45 g/l, pH 5,7) y se sometieron a cultivo suavemente rotatorio a 27 °C en oscuridad para
digerir las paredes celulares. Tres horas después, las células se recogieron por centrifugacion a 500 rpm a
temperatura ambiente. Las células recogidas se mezclaron con 50 ml de medio N3 (CaCl, - 2H,O 7,4 g/l, acetato
sodico 1,6 g/l, Manitol 45 g/l, pH 5,7) y se lavaron. Las células se recogieron por centrifugacion a 500 rpm a
temperatura ambiente, y se suspendieron en 40 ml de medio N4 (Medio Salino Vegetal de Murashige y Skoog 4,6 g/I
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Japén), casaminoacidos 100 mg/l, mioinositol 100 mg/l, L-prolina 2,8 g/l, MES
97,6 mg/l, Tiamina-HCI 1 mg/l, KHo.PO4 357 mg/l, Sacarosa 102,6 g/l, pH 5,7). La suspension celular se centrifugé a
700 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos para separar protoplastos de la capa superior del medio. Se
realizé transfeccion de ADN plasmidico en los protoplastos por transferencia génica directa mediada por PEG
(Bilang et al. (1994), En Plant Molecular Biology Manual, pp. A1, 1-16).

Brevemente, los protoplastos resultantes se lavaron con 40 ml de W5 (NaCl 154 mM, CaCl; 124 mM, KCI 5 mM,
glucosa 5 mM, pH 5,8), se sometieron a centrifugacién a 500 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente para
separar protoplastos. Esta etapa de lavado se repitié 3 veces. Después de lavar, la suspensién de protoplastos se
ajusté con MMM (MgCl> 15 mM, MES 0,1 %, Manitol 0,5 M, pH 5,8) a la concentracién celular de 2 x 10° células/ml.
Se distribuy6 una alicuota (250 pl) de la suspensién de protoplastos en MMM a cada uno de los tubos de ensayo, y
se mezclé con 20 ul de la solucién de ADN plasmidico. Después de agitacién suave, se afadié una solucién de PEG
(se afnadieron 250 ul de PEG4000 a una solucion de manitol 0,4 M-Ca(NQOgs)2 0,1 M para formar una solucién de PEG
al 40 % p/v, que se ajustd a pH 8 y después se esterilizd por autoclave) a la suspension de protoplastos tratados con
ADN plasmidico, y después se agitd suavemente. Finalmente, se afiadieron 5 ml de medio LSD complementado con
manitol 0,4 M a la suspensién de protoplastos, y se incub6 durante 20 horas en oscuridad. Después de cultivar, las
células se recogieron por centrifugacion a 500 rpm durante 3 minutos, y se sometieron a ensayos de actividad LUC y
R-LUC. El sustrato usado en estos ensayos es el sistema de ensayo indicador de luciferasa doble (Promega). Se
realizé control con el luminémetro LB955 (BERTHOLD)

(8) Activacion del promotor CYM por Os3RmybA1

Se realizé una cotransfeccion con el plasmido de R-LUC para la expresién conducida por el promotor de 35S de
CaMV de luciferasa de Renilla para proporcionar un control interno para la eficacia de transfeccién entre muestras
con transferencia de genes. Cada actividad LUC se calibré con la actividad luciferasa de Renilla de control. Los
plasmidos usados en el presente documento son pEXP-Os3RmybA1 para la expresion conducida por el promotor de
35S de CaMV de Os3RmybA1 de longitud completa, pEXP-GUS para la expresion conducida por el promotor de
35S de CaMV de GUS, el plasmido de promotor de CYM-LUC anteriormente mencionado y el pldsmido de R-LUC.
La transfeccion se realizd por quintuplicado. Las combinaciones plasmidicas fueron las siguientes:

(i) Combinacién sin plasmidos efectores:

plasmido de promotor de CYM-LUC (10 pg/1 muestra) + plasmido pEXP-GUS (10 ug/1 muestra) + plasmido R-
LUC (muestrade 1 J,L g/l)

(ii) Combinacién con pEXP-Os3RmybAl como un plasmido efector:

plasmido promotor de CYM-LUC (10 pg/1 muestra) + plasmido pEXP-Os3RmybAl (10 ug/1 muestra) + plasmido
R-LUC (1 ng/1 muestra)

(iii) Combinacion con pEXP-NtmybA2 como un plasmido efector:

plasmido promotor de CYM-LUC (10 pug/1 muestra) + plasmido pEXP-NtmybA2 (10 ug/1 muestra) + plasmido R-
LUC (1 ug/1 muestra).

Cuando la actividad enzimatica especifica de LUC se toma como “1” en caso de transfeccion con la combinacién (i)
(los niveles de actividad luciferasa se normalizan de acuerdo con niveles de actividad luciferasa de Renilla), la
actividad especifica de LUC en la combinacién (ii) aumenta aproximadamente 2,5 veces mas. De forma similar, la
actividad especifica de LUC en la combinacién (iii) también aumenta aproximadamente 2,5 veces mas (Figura 4). Se
ha desvelado que Os3RmybA1 activa la transcripcion del promotor de CYM. Sorprendentemente, aunque
Os3RmybA1 es ADNc clonado de arroz, ejerce una capacidad de activacion de la transcripcion en células de tabaco
en la medida de NtmybA2 de tabaco. El hecho de que Os3RmybA1, aislado de arroz, actia en células de tabaco de
forma equivalente a NtmybA2 de tabaco indica claramente que los mecanismos de control para la expresion génica
especifica de fase G2/M son conservativos entre plantas Dicotiledéneas y Monocotiledéneas.
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Ejemplo 4
Asilamiento de ADN que codifica cada uno de NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB

La secuencia de nucleétidos de ADN que codifica NtmybA1 como se usa en el presente documento, se muestra en
SEC ID N¢: 50, y la secuencia de aminoacidos de NtmybA1 en SEC ID N 51. La secuencia de nucle6tidos de ADN
que codifica NtmybA2 también se muestra en SEC ID N%: 52, y la secuencia de aminoacidos de NtmybA2 en SEC ID
N¢: 53. Ademas, la secuencia de nucleétidos de ADN que codifica NtmybB como se usa en el presente documento,
se muestra en SEC ID N%: 54, y la secuencia de aminoacidos de NtmybB en SEC ID N: 55.

Se aislé cada ADN que codificaba NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB con un sistema de un hibrido de Levadura
(Clontech) (lto et al., Plant Cell, 13:1891(2001)). Se insertdé ADNc vegetal, preparado de células BY2 de 2 dias
cultivadas en el plasmido pGAD10 para construir bibliotecas de ADNc. Se creo6 la cepa de levadura deficiente en HIS
que alberga cromosomas que portan un inserto de genes indicadores en los que el promotor que contiene MSA,
promotor de NACK1, se fusiond funcionalmente con el gen responsable de la biosintesis de histidina (HIS3), y se
transfectd con las bibliotecas de ADNc anteriormente mencionadas. Las células de levadura transformadas se
sometieron a seleccién con medio sin histidina, y se recuperaron tres clones (plasmidos, OH53, OH60 y OH88) de
colonias cultivadas. Se secuenci6 cada secuencia de nucleétidos de insertos de ADNc en los tres plasmidos (OH53,
OH60 y OH88) y se obtuvieron los ADN que codificaban NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB. Un inserto en el plasmido
OH53 es un fragmento de ADN que codifica NtmybA1. Un inserto de ADN en el plasmido OH60 es un ADN que
codifica NtmybA2 de longitud completa. Un ADN que codifica NtmybB esta contenido en el plasmido OH88 como un
inserto. Ya que OH53 no incluyd la regién codificante de longitud completa, se realiz6 la determinacion de extremos
3’ por 3' RACE. Como resultado, se obtuvo el plasmido pGEMe-OH53i6 que tiene un inserto de ADNc de NtmybA1
de longitud completa.

Puede ser simplemente conveniente aislar estos ADN por PCR o técnicas de hibridaciéon. Cuando se aplica
hibridacion, puede prepararse ADNc a partir de células BY2 durante crecimiento exponencial, y después clonarse en
plasmido o fagos para construir bibliotecas que se someteran convenientemente a etapas de exploracién. Pueden
producirse sondas aplicables sobre informacién acerca del ADN de SEC ID N: 50 para NtmybAT1, el ADN de SEC ID
N¢: 52 para NtmybA2 y el ADN de SEC ID N¢: 54 para NtmybB.

Cuando se lleva a cabo el aislamiento por PCR, puede usarse como un molde ADNc preparado a partir de células
BY2 durante el crecimiento exponencial. Pueden disefiarse cebadores sobre informacién acerca del ADN de SEC ID
N2 50 para NtmybA1, el ADN de SEC ID N 52 para NtmybA2 y el ADN de SEC ID N2 54 para NtimybB. En
Ejemplos después de en los que la construccion de plasmidos se desvela en el presente documento, NtmybA2 y
NtmybB pueden cortarse de OH60, OH88 y otros, y pueden obtenerse convenientemente fragmentos de ADN que
codifican NtmybA2 y NtmybB usando cebadores de PCR con una incorporacién de sitios de restriccién adecuada.

Ejemplo 5

Construccién de plasmidos, pEXP-NtmybA2 y pEXP-NtmybB

Se construyeron plasmidos, pEXP-NtmybA2 y pEXP-NtmybB, para expresiéon conducida por el promotor de 35S de
CaMV de NtmybA2 y NtmybB, respectivamente. Brevemente, se insertaron fragmentos de ADN, cortados por
digestion con Sall de OH60 y OH88, en una direccién con sentido en el sitio derivado por digestion con Sall de
PEXP35S para construir plasmidos, pEXP-NtmybA2y pEXP-NtmybB para la expresion conducida por promotor de
35S de CaMV de NtmybA2 y NtmybB, respectivamente.

Pueden construirse plasmidos que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a estos plasmidos de la
siguiente manera:

Se inserta un fragmento de ADN, cortado por escision con Sall de OH60 u OH88, en el sitio derivado por escision
con Sall del plasmido pP35S para crear pP35S-NtmybA2, o pP35S-NtmybB. Es decir, pP35S-NtmybA2 y pP35S-
NtmybB son plasmidos para la expresién conducida por promotor de 35S de CaMV de NtmybA2 y NtmybB,
respectivamente.

Ejemplo 6

La region funcional de NtmybA2 modula su capacidad activadora de la transcripcion

NtmybA2 es una activacion de la transcripcion para el gen de NACK1 y el gen de CYM. Sin embargo, se desconocia
que era una region funcional implicada en la capacidad activadora de la transcripcién de la proteina NtmybA2. Para
realizar una blsqueda con respecto a esta region funcional, se construy6 una serie de versiones mutantes truncadas
en el extremo C terminal de NtmybA2. Se ensayé la capacidad de activacion de la transcripcién del gen de NACK1
para estos mutantes y se determind la region funcional de NtmybA2 que modula la capacidad activadora de la
transcripcion.
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(1) Construccién de plasmidos

Construccién de plasmidos respectivos para cada mutante truncado en el extremo C terminal de la proteina de
NtmybA2

Para examinar la regién de NtmybA2 que actla en activacién de la transcripcién génica, se crearon las siguientes
proteinas NtmybA2 mutantes con delecion C terminal en las que la secuencia de aminoacidos de NtmybA2 estaba
truncada en el extremo C terminal:

(i) pPEXP-NtmybA2T1 (que carece de una region del aminoacido 705 al extremo C terminal)

(if) pPEXP-NtmybA2T2 (que carece de una region del aminoacido 631 al extremo C terminal)

(iii) pPEXP-NtmybA2T3 (que carece de una region del aminodcido 569 al extremo C terminal)

(iv) pEXP-NtmybA2AEcoRI (que carece de una regién del aminoacido 413 al extremo C terminal)

(v) pEXP-NtmybA2T4 (que carece de una regién del aminoacido 243 al extremo C terminal)

(vi) pEXP-NtmybA2T5 (que carece de una region del aminoacido 188 al extremo C terminal)

Para los plasmidos (i), (ii), (iii), (v) y (vi), cada fragmento de ADN de delecién se produjo por PCR usando pEXP-
NtmybA2 como molde. Los cebadores usados en la PCR son los siguientes:

cebador 35S0:

5- TATCCTTCGCAAGACCCTTC -3 (SEC ID N2: 48)

en combinacién con,

para (i), cebador A2-T1-TAG:

5- CCGTCGACTATGCAGCCTCGTCAAACATAA -3’ (SEC ID Ne: 43), para (ii),
cebador A2-T2-TAG:

5’- CCGTCGACTACCACAGCCTAAATGGAGTA -3’ (SEC ID N®: 44), para (iii),
cebador A2-T3-TAG:

5’- CCGTCGACTATATGCTCGAATTTTCGTTCAC -3’ (SEC ID N@: 45), para (v),
cebador A2-T4-TAG:

5’- CCGTCGACTAGCATTCTGAAGCTTCCTCC -3 (SEC ID N°: 46), y,

para (vi), cebador A2-T5-TAG:

5- CCGTCGACTACTTTTTGACGGAACTATTCC -3’ (SEC ID N¢: 47).

Se digirieron fragmentos de ADN amplificados por PCR que codificaban mutantes de NtmybA2 de delecién C
terminal respectivos con Sall, y después se insertaron en una direccion con sentido en el sitio derivado por
digestion con Sall de pEXP35S para crear los plasmidos, (i), (ii), (iii), (v) y (vi), respectivamente.

El plasmido (iv) se generé escindiendo pEXP-NtmybA2 con EcoRlI, seguido de autoligamiento después de retirar
el ADN cortado resultante. Ademas, pueden construirse plasmidos que son sustancialmente funcionalmente
equivalentes a cualquiera de los plasmidos (i) a (vi) de la siguiente manera:

(vii) pP35S-NtmybA2T1 (que carece de una regiéon del aminoécido 705 al extremo C terminal)

(viii) pP35S-NtmybA2T2 (que carece de una regién del aminoacido 631 al extremo C terminal)

(ix) pP35S-NtmybA2T3 (que carece de una region del aminoacido 569 al extremo C terminal)

(x) pP35S-NtmybA2AEcoRI (que carece de una regién del aminoacido 413 al extremo C terminal)

(xi) pP35S-NtmybA2T4 (que carece de una region del aminoacido 243 al extremo C terminal)

(xii) pP35S-NtmybA2T5 (que carece de una regién del aminoacido 188 al extremo C terminal)

Para los plasmidos, (vii), (viii), (ix), (xi) y (xii), se amplifican fragmentos de ADN de delecion por PCR usando pP35S-
NtmybA2 como molde. Los cebadores usados en la PCR son:

cebador 35S0:

5- TATCCTTCGCAAGACCCTTC -3’ (SEC ID N2: 48),

en combinacién con

para (vii), cebador A2-T1-TAG:

5- CCGTCGACTATGCAGCCTCGTCAAACATAA -3’ (SEC ID N2: 43), para (viii),
cebador A2-T2-TAG:

5- CCGTCGACTACCACAGCCTAAATGGAGTA -3’ (SEC ID N°: 44),
para (ix), cebador A2-T3-TAG:

5- CCGTCGACTATATGCTCGAATTTTCGTTCAC -3’ (SEC ID N¢: 45),
para (xi), cebador A2-T4-TAG:

5- CCGTCGACTAGCATTCTGAAGCTTCCTCC -3 (SEC ID N°: 46), y
para (xii), cebador A2-T5-TAG:

5- CCGTCGACTACTTTTTGACGGAACTATTCC -3’ (SEC ID Ne: 47).

Se digirieron fragmentos de ADN amplificados por PCR que codifican mutantes de NtmybA2 con delecién C terminal

respectivos con Sall, y después se insertaron en una direccidén con sentido en el sitio derivado por digestion con Sall
de pP358S para crear los plasmidos (vii), (viii), (ix), (xi) y (xii), respectivamente.
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El plasmido (x) se genera escindiendo parcialmente pP35S-NtmybA2 con EcoRl, seguido de autoligamiento después
de hacer romo el extremo protruyente con el fragmento de Klenow.

Construccién de plasmido para promotor de NACK1-LUC

Se insert6 un fragmento de ADN derivado por escision con Hindlll y Sacl del plasmido pDO432 (Nishiuchi et al.,
Plant Mol. Biol., 29: 599(1995)) en el sitio, derivado por digestién con Hindlll-Sacl de pBI221 (Clontech) seguido de
retirada de fragmentos de ADN incluyendo la region del promotor de 35S CaMV, para crear pUC-LUC. La region del
promotor de NACK1 se amplific6 por PCR usando ADN gendmico, preparado a partir de células BY2 de tabaco
cultivadas de acuerdo con una técnica convencional) como un molde.

Los cebadores usados en la PCR son:

NAK1P-3:
5- CCGGATCCTCTAGATTTGCGCCTGAGATCTGAG -3’ (SEC ID N¢: 58),

y
NAK1P-5:
5’- CCAAGCTTCATAAGCCGATAGAATTCACC -3’ (SEC ID N2: 59).

La region promotora de NACK1 amplificada se digirié con BamHI y Hindlll, y después se insert en el sitio, derivado
por escision con BamHI y Hindlll de pUC-LUC, para crear el plasmido de promotor de NACK1-LUC. Es decir, el
plasmido de promotor de NACK1-LUC es un plasmido para la expresién de LUC, conducida por el promotor de
NACK1 incluyendo como secuencias de control los motivos de MSA en dos posiciones.

(2) Cambio en la propiedad activadora de la transcripcién de proteinas mutantes de NtmybA2 con delecién C
terminal

Se realizé transfeccion de los plasmidos en protoplastos BY-2 de acuerdo con el método del Ejemplo 3 (2). Los
plasmidos efectores usados en el presente documento fueron los plasmidos anteriormente mencionados, (1) (i) a
(vi), para expresién de los mutantes de delecion de NtmybA2, pEXP-NtmybA2 para expresion de NtmybA2 de
longitud completa, y pEXP-GUS para expresién de GUS. El indicador usado en el presente documento fue el
plasmido, promotor de NACK1-LUC. La activacién de transcripcion del gen indicador se evalué midiendo los niveles
de actividad LUC. Se ensayaron las actividades de LUC y R-LUC de la misma manera que en el Ejemplo 3. Cada
actividad especifica de LUC se expresa en relacion con el valor normalizado de la actividad LUC segun el nivel de
actividad R-LUC.

Cuando la actividad especifica de LUC se tomé como “1” en el caso del plasmido efector pEXP-GUS, se observo
que la actividad especifica de LUC de pEXP-NtmybA2 era aproximadamente 4 veces mayor. Cuando se usaron los
plasmidos (i) a (iii), se observé que la actividad especifica de LUC aumentaba en relacién con el caso de pEXP-
NtmybA2; en particular, fue aproximadamente 45 veces mayor en el caso del plasmido (ii). En el caso de la
transfeccién con el plasmido (iv), la actividad especifica de LUC se redujo en la medida del nivel de pEXP-NtmybA2,
en comparacion con el caso (iii). Para (v) y (vi), la actividad LUC se redujo mas que el pEXP-NtmybA2.

A partir de los resultados anteriores, resulta evidente que la regién de NtmybA2 C terminal que abarca del
aminoacido 631 al extremo C es la regidon que regula negativamente la propiedad activadora de la transcripcion
poseida por la proteina NtmybA2. Resulta obvio que la secuencia de aminoacidos que abarca de los restos 413 a
630 actuara como una regién potenciadora de la activacion de la transcripcién. Se ha demostrado que la delecion de
aminodcidos de restos que abarcan del aminoacido 569 al extremo C terminal, particularmente del aminoacido 631
al extremo C terminal, permite un aumento notable de la capacidad de NtmybA2 para activar la transcripcién
mientras que la delecion de aminoacidos de restos que varian del aminoacido 188 al extremo C o del aminoacido
243 al extremo C, permite una reduccién de la capacidad de NtmybA2 para activar la transcripcién (Figura 5).

Ejemplo 7

Acciones negativas dominantes de NtmybA2T5 en NtmybA2 o NtmybB

En el Ejemplo 6, los niveles de capacidad para activar la transcripcion se redujeron en casos de NtmybA2T4 para
uso de un polipéptido con restos que abarcan de los aminoacidos 1 a 242 de la proteina NtimybA2 y NtmybA2T5
para uso de un polipéptido con restos que abarcan de los aminoacidos 1 a 187 de la proteina NtmybA2 mas que en
el caso de NtmybA2 de longitud completa.

Estos hechos indican que NtmybA2T4 y NtmybA2T5 en los que cada capacidad para activar la transcripcién se
reduce o se pierde se unen con la secuencia de MSA de promotores diana, inhibiendo de este modo la union de
NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB enddgenos con la secuencia de MSA de modo que NtmybA2T4 y NtmybA2T5 actian
de forma negativa dominante. Para demostrar la funcién negativa dominante de NtmybA2T5, se cuantific la
activaciéon de la transcripcién conducida por el promotor de CYM en casos de coexpresion de NimybA2 en
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combinacién con NtmybA2T5, y coexpresiéon de NtmybB en combinacién con NtmybA2T5.

Se transformaron protoplastos BY-2 preparados de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 3 (2) con un
conjunto de plasmidos, promotor de NACK1:LUC (10 ug/muestra), R-LUC (1 pg/muestra), pEXP-NtmybA2 (10
pg/muestra) y pEXP-NtmybA2T5 (10 pg/muestra), u otro conjunto de plasmidos, promotor de NACK1:LUC (10
pug/muestra), R-LUC (1 pg/muestra), pEXP-NtmybA2 (10 pg/muestra) y pEXP-GUS (10 pg/muestra). Las células BY2
transformadas resultantes se ensayaron con respecto a actividad LUC y actividad R-LUC de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo 3 (4). La transfeccién con plasmidos se realizé por quintuplicado. El nivel de actividad
especifica de LUC (que se expresa en relacién con el nivel de actividad LUC normalizada de acuerdo con el nivel de
actividad R-LUC) se redujo en la combinacion de pEXP-NtmybA2 + pEXP-NtmybA2T5 mas que en la combinacién
de pEXP-NtmybA2 + pEXP-GUS.

Estos resultados apoyan que NtmybA2T5 actia en NtmybA2 de forma negativa dominante.

Ademas, se anadieron a protoplastos BY-2 el plasmido de promotor de NACK1:LUC (10 pg/muestra), R-LUC (1
ug/muestra), seguido de una transferencia génica con pEXP-NtmybB (10 pg/muestra) + pEXP-NtmybA2T5 (10
ug/muestra), o pEXP-NtmybB (10 pg/muestra) + pEXP-GUS (10 pug/muestra). Las células BY2 transformadas
resultantes se ensayaron con respecto a actividad LUC y actividad R-LUC de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 3 (4). El nivel de actividad especifica de LUC (que se expresa en relacioén con el nivel de actividad LUC
normalizada de acuerdo con el nivel de actividad R-LUC) aumenté en la combinacion de pEXP-NtmybB + pEXP-
NtmybA2T5 mas que en la combinacion de pEXP-NtmybB + pEXP-GUS. Estos resultados apoyan que NtmybA2T5
actua en NtmybB de forma negativa dominante (Figura 6).

Ejemplo 8

Modificacién del crecimiento y desarrollo vegetal en Arabidopsis thaliana transformada con NtmybA2-, NtmybA2T2-,
y NtmybB

Se generaron plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas que expresaban de forma estable la forma activadora de
la transcripcion de NtmybA2, NtmybA2T2 que es una construccion mutante con capacidad de NtmybA2
notablemente potenciada para activar la transcripcion, y represor de la transcripcion de NtmybB, por una accion del
promotor de 35S de CaMV, y en comparacion con su crecimiento y desarrollo, respectivamente.

(1) Construccion de plasmidos para transformacion

Se insert6 un fragmento de ADN, derivado por escision con Kpnl de pEXP-NtmybA2T2, formando después extremos
romos con el fragmento de Klenow seguido de escision con Xhol, en el sitio, derivado por digestion con Sall y Smal
de pBI-RHL como se desvela en el documento PCT/JP02/12268 (2002), para crear pBIHM-NtmybA2T2. En el sitio,
derivado por escision con Sall de pBIHM-NtmybA2T2, seguido de la retirada de un fragmento de ADN cortado que
incluye NtmybA2T2, se insertaron fragmentos de ADN, derivados por escision con Sall de pEXP-NtmybB y pEXP-
NtmybA2, para crear pBIHM-NtmybB y pBIHM-NtmybA2, respectivamente. Se inserté6 un fragmento de ADN que
contenia sGFP, derivado por escision con Notl del plasmido pTH2 (Chiu et al., Curr Biol 1 Mar 1996; 6(3): 325-30), y
corte de extremos romos con el fragmento de Klenow seguido de escisién con Sall, en el sitio, derivado por digestién
con Sall-Smal de pBIHM-NtmybA2T2 seguido de retirada de un fragmento de ADN incluyendo NtmybA2T2 para
crear pBIHM-GFP.

Es decir, los anteriormente mencionados (i) pBIHM-NtmybA2T2, (ii) pBIHmM-NtmybB, (iii) pBIHM-NtmybA2 y (iv)
pBIHM-GFP son vectores binarios para expresién conducida por el promotor de 35S de CaMV de los respectivos
NtmybA2T2, NtmybB, NtmybA2 y sGFP, respectivamente, que pueden trasformar plantas de acuerdo con técnicas
de transformacion mediada por Agrobacterium. Estos plasmidos pueden transferirse genéticamente a plantas que
pueden someterse a seleccién con higromicina para obtener plantas transformantes. Pueden construirse plasmidos
que son sustancialmente equivalentes a cualquiera de los plasmidos (i) a (iv) de la siguiente manera:

Un fragmento de ADN, derivado por escision con Sacl-Apal de pP35S-NtmybA2T2 seguido de formacién de
extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente resultante, se inserta en el sitio, derivado
por escision con Sall de pBI-RHL como se desvela en el documento PCT/JP02/12268 (2002), seguido de
formacion de extremos romos del extremo protruyente resultante con el fragmento de Klenow, para crear
pBIHM35S-NtmybA2T2. Se insertan fragmentos de ADN, derivados por escisién con Sall de pP35S-NtmybB y
pP35S-NtmybA2, en el sitio, derivado por escision con Sall de pBIHM35S-NtmybA2T2 seguido de retirada del
fragmento de ADN cortado resultante que incluye NtmybA2T2, para crear pBIHM35S-NtmybB y pBIHM35S-
NtmybA2, respectivamente. Se inserta un fragmento de ADN que contiene sGFP, derivado por escisién con Notl-
Sall del plasmido pTH2 (Chiu et al., Curr Biol 1 Mar 1996; 6(3): 325-30) y formacion de extremos romos del
extremo protruyente resultante con el fragmento de Klenow, en el sitio derivado por escisién con Sall de
pBIHM35S-NtmybA2T2, formacién de extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente
seguido de retirada del fragmento de ADN resultante que incluye NtmybA2T2, para crear pBIHM35S-GFP.
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Es decir, los anteriormente mencionados (v) pBIHM35S-NtmybA2T2, (vi) pBIHM35S-NtmybB, (vii) pBIHM35S-
NtmybA2 y (viii) pBIHM35S-GFP son vectores plasmidicos para expresion conducida por promotor de 35S de CaMV
de NtmybA2T2, NtmybB, NtmybA2 y sGFP, respectivamente. Hay vectores binarios que permiten la transformacién
de plantas mediada por Agrobacterium. Estos plasmidos pueden transferirse genéticamente a plantas que pueden
someterse a seleccidon con higromicina para obtener transformantes vegetales.

(2) Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se transformé la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA101 con un vector binario seleccionado de los plasmidos
(1) (i) a (iv) como se ha creado en el (1) anteriormente mencionado. A continuacién, se transformé, Arabidopsis
thaliana ecotipo Col-O por el método de inmersion floral para transformacion mediada por Agrobacterium (Clough et
al. (1998), Plant J. 16: 735) usando Agrobacterium que alberga el plasmido anteriormente mencionado. Se
esterilizaron semillas recogidas de capullos florales infectados por Agrobacterium con acido hipoclérico y agua
estéril, y se sembraron en medio MS complementado con higromicina 25 pg/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se
seleccionaron plantas transgénicas capaces de crecer en medio con higromicina afiadida.

(3) Modificacion del crecimiento y desarrollo vegetal en Arabidopsis thaliana transformada por NtmybA2, NtmybA2T2
y NtmybB.

Se trasplantaron transformante vegetales seleccionados en medio MS (sales inorganicas MS, sacarosa al 30 % y
goma Gellan al 0,4 %) solidificado en una placa de Petri (recipiente rectangular N° 2, Eiken Chemical Co., Ltd.,
Japon), se permiti6 que se mantuvieran verticalmente, y se cultivaron a 21 °C durante 16 horas con luz continua, y
después en oscuridad durante 8 horas. A los 25 dias después del trasplante, se midié la longitud de las raices
primarias. Las plantulas mas predominantes fueron lineas transformantes con la longitud de raiz primaria de 31 mm
a 35 mm en el grupo de control (transformaciéon con pBIHmM-GFP), mientras que las plantulas distribuidas de forma
mas predominante fueron las lineas transformantes con la longitud de raiz primaria de 21 mm a 25 mm en los casos
de transformacion con pBIHmM-NtmybA2, pBIHm-NtmybA2T2, y pBIHmM-NtmybB. Por lo tanto, las plantas con
crecimiento y desarrollo reprimidos se produjeron con éxito.

A partir de los resultados anteriores, resulta evidente que las plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas que
expresan de forma estable NtmybA2, NtmybB, o NtmybA2T2 tienen propiedades de crecimiento y desarrollo
modificadas.

Ejemplo 9

Modificacion del crecimiento y desarrollo vegetal en Arabidopsis thaliana transformada por NtmybA2T2 y
NtmybA2T5

Se generaron plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas que expresan de forma estable la forma negativa
dominante de NtmybA2T5, mediante una accién del promotor de 35S de CaMV, y en comparaciéon con su
crecimiento y desarrollo. Se generaron plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas que expresan construcciones
mutantes de NtimybA2T2 con capacidad de NtmybA2 notablemente potenciada para activar la transcripcién, por una
accion del promotor de ciclina B (CYM), y en comparacién con su crecimiento y desarrollo.

(1) Construccion de plasmidos para transformacién

Construccién de plasmidos pDBIHM-NtmybA2T5

Se insert6 un fragmento de ADN para la Fase de Lectura A, proporcionado comercialmente por Invitrogen, en el sitio
por escisién con Smal de pUC19 (Takara, Japdn) para crear pUC-RFA. Se inserté una Fase de Lectura A, cortada
por digestion con BamHI-Spel de pUC-RFA, en el sitio, derivado por digestion con BamHI-Spel del plasmido pBI-
RHL como se desvela en el documento PCT/JP02/12268 (2002), para crear pDESTBI-1.

Se insert6 un fragmento de ADN, cortado por escision con Kpnl-Xhol del plasmido pEXP-NtmybA2T5, en el sitio
derivado por escision con Kpnl-Xhol del plasmido pENTR2B (Invitrogen) para crear pENTR-NtmybA2T5. Se someti6
una mezcla de pDESTBI-1 y pENTR-NtmybA2T5 a recombinacion especifica de sitio usando mezcla Gateway LR
Clonase ~ (Invitrogen) para construir pDBIHM-NtmybA2T5. La reaccién con la mezcla Gateway LR Clonase se
realiz6 de acuerdo con protocolos incluidos en el reactivo. El vector, pDBIHM-NtmybA2T5, es un vector plasmidico
para expresion conducida por el promotor de 35S de CaMV de NtmybA2T5. También es un vector binario que
permite la transformacién de plantas mediada por Agrobacterium. Este plasmido puede transferirse genéticamente a
plantas que pueden someterse a seleccion con higromicina para obtener transformantes vegetales.

También pueden construirse plasmidos que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a pDBIHm-
NtmybA2T5 de la siguiente manera:
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El plasmido, pP35S-NtmybA2T5, se digiere con Sacll y Apal seguido de formaciéon de extremos romos del
extremo protruyente con el fragmento de Klenow. El fragmento de ADN cortado resultante se inserta en el sitio,
derivado por escision con Kpnl-Xhol de pENTR2B (Invitrogen), seguido de formacién de extremos romos con el
fragmento de Klenow en el extremo protruyente resultante, para crear pPENTR35S-NtmybA2T5. Se somete una
mezcla de pDESTBI-1 y pENTR35S-NtmybA2T5 a recombinacion especifica de sitio usando mezcla Gateway
LR CIonase (Invitrogen) para construir pDBIHM35S-NtmybA2T5. La reaccion con la mezcla Gateway LR
Clonase™ se realiza de acuerdo con protocolos incluidos en el reactivo. El vector, pDBIHM35S-NtmybA2T5, es
un vector plasmidico para expresién conducida por el promotor de 35S de CaMV de NtmybA2T5. También es un
vector binario que permite la transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Este plasmido puede
transferirse genéticamente a plantas que pueden someterse a seleccién con higromicina para obtener
transformantes vegetales.

Construccion del plasmido pPCYM-NtmybA2T2

Se preparé una region promotora de CYM por PCR usando como molde un ADN genémico preparado de
Catharanthus roseus de acuerdo con técnicas convencionales.

Los cebadores usados en la PCR fueron

CYMS3Pst:
5- AACTGCAGTCTTCAATAGAATTTCTTCCAG -3’ (SEC ID N2: 60)

y
CYM5-1:
5’- CCAAGCTTACCCATAAATTGTTGGTAAA -3’ (SEC ID N2: 57).

La region promotor de CYM amplificada se digirié con Pstl y Hindlll, y después se insert6 en el sitio, derivado por
escision con Pstl-Hindlll de pPZP211 (Hajdukiewicz et al., Plant Mol. Biol. 25: 989 (1994)), para crear el plasmido
pPZP211-CYM. Se insert6 un fragmento cortado por escision con Sall de pEXP-NtmybA2T2 en el sitio derivado por
escision con Sall de pPZP211-CYM para crear pPCYM-NtmybA2T2. El vector, pPCYM-NtmybA2T2, es un vector
plasmidico para expresién conducida por el promotor de CYM de NtmybA2T2. También es un vector binario que
permite la transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Este plasmido puede transferirse genéticamente a
plantas que pueden someterse a seleccién con kanamicina para obtener transformantes vegetales.

El plasmido pPCYM-NtmybA2T2 también puede construirse de la siguiente manera: puede construirse insertando un
fragmento de ADN, cortado por escision con Sall de pP35SNtmybA2T2, en el sitio derivado por escision con Sall de
pPZP211-CYM.

(2) Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se transformaron plantas de Agrobacterium thaliana ecotipo Col-0 con pDBIHM-NtmybA2T5, pPCYM-NtmybA2T2
(construido en el (1) anterior) y pBIHM-GFP (grupo de control) de acuerdo con el método desvelado en el Ejemplo 5,
y se sometié a seleccion, respectivamente. La seleccion de plantas transgénicas transformadas por pDBIHm-
NtmybA2T5 y pBI-Hm-GFP se realizé6 en medio MS que contenia higromicina (25 pg/ml) y carbenicilina (100 pg/ml)
para proporcionar transformantes vegetales capaces de crecer en el medio, respectivamente. La seleccién de
plantas transgénicas transformadas por pPCYM-NtmybA2T2 se realiz6 en medio MS que contenia kanamicina (50
pug/ml) y carbenicilina (100 pug/ml) para proporcionar transformantes vegetales viables. Las lineas transformantes
resultantes se trasplantaron en suelo de mezcla de vermiculita:turba en polvo (1:1), se aclimataron y se cultivaron a
21 °C durante 16 horas con luz continua, y después en oscuridad durante 8 horas. Estas lineas se autofertilizaron
para proporcionar semillas de primera generacién filial que se usaron para analisis.

(3) Modificacion de la tasa de crecimiento vegetal en Arabidopsis thaliana por una accién de mutantes de NtmybA2.
Las semillas de primera generacion filial de plantas autofertilizadas resultantes de la transformacién se esterilizaron
con acido hipoclérico y agua estéril, se sembraron en medio MS (sales inorganicas MS, sacarosa al 30 % y goma
Gellan 0,4 %) solidificado en una placa de Petri (recipiente rectangular N® 2, Eiken Chemical Co., Ltd., Japén), y se
vernalizaron a 4 °C en oscuridad durante 4 dias. Después de la vernalizacién, se permitié que las plantas reposaran
verticalmente, y se cultivaron a 21 °C durante 16 horas con luz continua, y después en oscuridad durante 8 horas.
Tres dias después de la vernalizacion, se midié la longitud de cada raiz principal.

Se observaron lineas transformantes plurales con fenotipos de crecimiento reprimido entre lineas transformadas por
pDBIHM-NtmybA2T5 y pPCYM-NtmybA2T2, en comparacion con la linea transformada con pBIHm-GFP de control.

Ejemplo 10

Supresion del crecimiento y el desarrollo vegetal por expresién reprimida de NtmybA1 y NtmybA2
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Se uso el silenciamiento Génico Inducido por virus (VIGS) como una herramienta para suprimir la expresiéon de
genes enddgenos para evaluar el fenotipo de plantas con expresién reprimida de NtmybA1 y NtmybA2. Se
presentaron plasmidos, Lgd y LGFPJ, usados en VIGS por cortesia del distribuidor, Yuichiro Watanabe,
Departamento de Ciencias de la Vida (Ciencias Multidisciplinares), Escuela de Posgrado de Artes y Ciencias,
Universidad de Tokio, Japdn. LgJ es un plasmido que tiene un inserto de ADN que codifica virus derivado por
modificacién de virus de ARN vegetal, virus del mosaico del tomate (ToMV). La modificacion de ToMV incluye una
introduccion de mutaciones de sustitucién de aminoacidos en la regién codificante de enzimas de replicacién para
aliviar los sintomas inducidos por virus debido a reduccion de los niveles de virus replicado; una incorporacion de
una nueva secuencna promotora para permitir la expresion de ADN ajeno; y un inserto de sitios de recombinacién del
sistema Gateway cadena abajo del promotor para expresion de ADN ajeno para permitir una insercion de ADN
ajeno por reaccion con LR (disponible de Invitrogen). El plasmido LgJ puede someterse a transcripcion de ARN in
vitro para generar ARN viral recombinante que es infeccioso contra plantas. En plantas infectadas con este virus
recombinante, se expresa ARN bicatenario derivado de ADN ajeno como un intermedio de replicacion en las plantas.
Cuando el ADN ajeno usado en el virus recombinante es un ADN derivado de la planta para infeccion viral, se
suprimira la expresion del gen vegetal enddgeno correspondiente. LGFPJ deriva por insercién de ADN codificante de
GFP en LgJ y permite la deteccion de infeccion viral controlando la expresion de GFP.

(1) Construccién de plasmidos

Construcciéon de LA1A2J

Se amplificé un fragmento de ADN que incluia parte de ADNc de NtmybA1 por PCR usando como molde pGEMe-
OH53i6 en combinacion con cebadores,

cebador VA1-F:
5- ATAGTTCTGTTAAAAAGAAACTG -3’ (SEC ID N@: 37)

y
cebador VA1-R:
5- TAACATTGAACAAGAAACATCTTG -3’ (SEC ID N¢: 38).

Se amplificd un fragmento de ADN que incluia parte de ADNc de NtmybA2 por PCR usando como molde OH60 en
combinacién con cebadores,

cebador VA2-F:
5- ACAAAGTCTTCTCTAACTACG -3’ (SEC ID N2: 39)

y
cebador VA2-R:
5- AGCTTCGAGTCGTCTAGCG -3’ (SEC ID N2: 40).

La reaccién de PCR se realiz6 usando Pyrobest (Takara, Japén). Los fragmentos de ADN resultantes se insertaron
en el sitio EcoRV de pBIuescrlpt (Stratagene) para crear pBS-VA1 y pBS-VA2, respectivamente. Se inserté un
fragmento de ADN, cortado por escisién con Smal-Sall de PBS-VA2, en el sitio, derivado por escisién con Hindlll de
pBS-VA1, formacion de extremos romos con el fragmento de Klenow seguido de escision con Sall, para crear pBS-
VA1A2. Se realiz6 PCR con pBS-VA1A2 como un molde en combinacion con

cebador B1T3:
5- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ (SEC ID N2: 41)

y
cebador B2T7:
5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3 (SEC ID N¢: 42)

para proporcionar un fragmento de ADN que porta un segmento de ADN unido en tandem que codifica parte de
NtmybA1 y un se%mento de ADN unido en tandem que codifica parte de NtmybA2, en el que, la secuencia attB1
(sistema Gateway , Invitrogen) se afadié a un extremo y la secuencia attB2 (sistema Gateway Inwtrogen) al otro
extremo. Se sometloMuna mezcla de este fragmento de ADN y plasmido pDONR201 (Inwtrogen) a reaccion de BP
usando BP Clonase ~ (Invitrogen) para proporcionar pDONOR-VA1A2. Se hizo reacciona una mezcla de pDONR-
VA1A2 Y, LgJd con LR Clonase” (Invitrogen) para proporcionar LA1A2J. Las reacciones con BP Clonase" y LR
Clonase  se realizaron de acuerdo con protocolos incluidos en el reactivo.

Se escindié una alicuota (5 ng) de LA1A2J con Miul para producir un plasmido linealizado. Después de tratar con
fenol/cloroformo, el plasmido se precipitdé con etanol, y se resolvié en agua esterilizada (10 pl).

Se uso6 el LA1A2J linealizado resultante como un molde para transcripcion in vitro.

Brevemente, se incub6 una mezcla de tampén T7 10 x (5 wl, Roche, unién de ARN Polimerasa T7), DTT 0,1 M (2,5
ul), inhibidor de Rnasa (1 ul, Roche, 40 unidades/ul), mezcla de A/C/U/G (5 pl, 20 mM cada uno para ATP, CTP y
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UTP y 2 mM para GTP), m’G[5']ppp[5]G 5 mM (2,5 ul, CAP, Roche), agua esterilizada (14 ul) y LA1A2J linealizado
(10 W) a 37 °C durante 5 minutos. Se anadieron a la mezcla 10 pl de ARN Polimerasa T7 (20 unidades/ul, Roche) y
la mezcla resultante se incub6 a 37 °C durante 25 minutos, seguido de la adicién de GTP 20 mM (5 pl). La mezcla se
incubd después a 37 °C durante 35 minutos. Después de finalizarse la reaccién, se someti6é una alicuota (2 pl) de la
solucion de reaccion a electroforesis en geles de agarosa para confirmar la transcripcién de ARN.

Se us6 ARN de LA1A2J para inocular Nicotiana benthamiana. Brevemente, se incubaron plantas a 25 °C, y se
espolvorearon 2 hojas superiores del estadio de 4 a 5 hojas de Nicotiana benthamiana con polvo de carborundo, y
se inocularon con ARN de LA1A2J (5 ul/hoja). En un periodo de 5 minutos después de la inoculacién, las hojas
inoculadas se aclararon con agua destilada.

Se inocularon cinco plantas individuales, y se cultivaron a 23 °C después de la inoculacién.

Se realiz6 transcripcion de ARN in vitro usando LGFPJ como el grupo de control, como LA1A2J, y se us6 ARN de
LGFPJ para inocular plantas.

(2) Supresion del crecimiento y desarrollo vegetal en plantas con expresion reprimida de NtmybA1 y NtmybA2

Se comprueban los niveles de ARNm de NtmybA1 y ARNm de NtmybA2 expresados por RT-PCR. Brevemente, se
comprueban los niveles de ARNm de NtmybA1 y ARNm de NtmybA2 expresados por RT-PCR en plantas infectadas
por LA1A2J y LGFPJ. Se extrae ARN total de la punta de cada brote de plantas inoculadas con ARN de LA1A2J con
la altura de la hierba reprimida, y plantas inoculadas con ARN de LGFPJ con el Mini Kit de Plantas RNeasy
(QIAGEN). La sintesis de ADNc se realiza usando el sistema de sintesis de primera cadena Superscript = para RT-
PCR (Invitrogen) con el ARN total extraido como un molde. EI ADNc sintetizado se usa como un molde y la
deteccion de NtmybA1 y NtmybA2 se realiz6 con

cebador A2-583F:
5- GTACAATGCTTGCACCGGTGG -3’ (SEC ID Ne: 33)

y
cebador A2-1089R:
5- TGTAGACTGGGAACAGCCAGC -3’ (SEC ID Ne: 34).

El nivel de ADNc se normaliza de acuerdo con la cantidad expresada por ARNm de EF1o en combinacién con

cebador EFF:
5- AGACCACCAAGTACTACTGC -3’ (SEC ID N¢: 35)

y
cebador EF R:
5- GTCAAGAGCCTCAAGGAGAG -3’ (SEC ID N@: 36).

La PCR se realiza usando una alicuota (1 ul) del ADNc sintetizado (50 pl), permitiendo de este modo la
normalizacion de cantidades de ADNc aplicadas y el andlisis del nivel de expresion para NtmybA1 y NtmybA2.

El crecimiento y desarrollo vegetal estd extremadamente suprimido en plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas
con ARN de LA1A2J con niveles reprimidos de ARNm de NtmybA1 y ARNm de NtmybA2 expresado de forma
enddgena, en comparacion con el grupo de control, grupo inoculado con ARN de LGFPJ.

A partir de las observaciones anteriores, resultara evidente que la reduccién de los niveles de expresion de NtmybA1
y NtmybA2 end6geno permite la supresion del crecimiento y desarrollo vegetal.

(3) Supresion de citocinesis y progreso de fase M en plantas con expresién reprimida de NtmybA1 y NtimybA2

Se examinaron células epidérmicas de hoja y células de guarda estomaticas con respecto a hojas de plantas
individuales con expresién reprimida de NtmybA1 y NtmybA2 endégeno como se ha desvelado en el (2) anterior.

Las células epidérmicas se desprenden de la superficie inferior de las hojas con un par de pinzas, y se someten a
tincién nuclear con una mezcla de acido lactico-acido propionico (1:1) que contiene Orceina 1 %. Estas células se
examinan con un Microscopio de Contraste de Interferencia Diferencial. Como resultado, se observan células
multinucleadas que tienen nucleos plurales. También se encuentran nicleos grandes y pequefios entre los nucleos
existentes en las células multinucleadas. La célula multinucleada indica que los procesos de division nuclear estan
en progreso y se inhibe la citocinesis. El hecho de que haya nudcleos que difieran en tamafo indica que los
cromosomas nucleares se multiplican debido a la aparicién de division nuclear aberrante y salto de la fase M. Es
decir, las etapas para entrada en, progreso en y terminacién de la fase M estan afectadas en las células con
expresion reprimida de NtmybA1 y NtmybA2. A partir de lo anterior, se desvela que NtmybA1 y NtmybA2 son genes
esenciales para el progreso normal en la fase M.
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(4) Cambios en el ciclo celular de plantas con expresion reprimida de NtmybA1 y NtmybA2

Se ensayan los niveles de ADN nuclear para hojas de plantas de tabaco individuales con expresién reprimida de
NtmybA1 y NtmybA2 endbgeno como se ha desvelado en el (2) anterior. Se corta la tercera hoja supering por encima
de la hoja inoculada, mezclada con 1 ml de un tampdn de extraccion de nicleos contenido en Cystain = UV Precise
P (kit de tincion de ADN de Alta Resolucion, Partec) en una placa de Petri, y se tritura con la hoja de una cuchilla
durante 1 minuto. Después de mantener a temperatura ambiente durante 10 minutos, la muestra resultante se filira a
través de unidades de filtro desechables Partec Cell Trics™ (malla de 50 um, Partec) para proporcionar un filtrado al
que se afiaden 2 ml de un tamp6n de tinciéon contenido en Cystain = UV Precise P (kit de tincion de ADN de alta
resolucion, Partec). Se realizan mediciones con el Analizador de Ploidia PA (Partec).

En muestras nucleares preparadas de hojas de plantas de tabaco individuales con expresion reprimida de NtmybA1
y NtmybA2, aumentan los picos 4C (que indican las fases S, G2), en comparacion con el grupo de control, y se
observan también mas picos 8C (que no se observaron en el grupo de control) lo que indica ndcleos multiplicados.

El hecho de que los picos 4C aumenten indica progreso retardado en las fases S, G2, o entrada retardada en la fase
M.

El hecho de que haya picos 8C para multiplicados indica inhibicion de la entrada en la fase M o salto de la fase M. A

partir de lo anterior, se desvela que NtmybA1 y NtmybA2 son genes esenciales para el progreso normal en la fase M
y el silenciamiento de la expresidn de estos genes permite la modulacién del ciclo celular.

Ejemplo 11

Modificacién de la tasa de crecimiento celular en lineas celulares BY2 de tabaco transformadas con expresion
reprimida de Ntmyb

(1) Construccion de pldsmido para cada ARNi contra NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB

Se insert6 un fragmento de ADN, cortado por escision con Kpnl de pEXP35S, con formacion de extremos romos con
ADN Polimerasa T4 en el extremo protruyente seguido de escision con EcoRYV, en el sitio, derivado por escision con
EcoRI-Hindlll de pPZP211 seguido de formacién de extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo
protruyente, para crear pPZP211-355.

Se realiz6 PCR usando pBI121 (Clontech) como un molde en combinacién con los cebadores
SEC ID N2: 61,

5'- GGAATTCGTGTGATATCTACCCGCTTCG -3’ (SEC ID N%: 61), y

SEC ID N2: 62,

5- CGGGATCCGTTTTTCACCGAAGTTCATGC -3 (SEC ID N¢: 62)

para amplificar un fragmento de ADN que porta ORF de GUS.

Este fragmento de ADN se e;g,cindié con EcoRl y BamHI, y después se insert6 en el sitio, derivado por escisiéon con
EcoRI-BamHI de pBluescript |l (SK+, Stratagene), para crear pGUS1.0.

Se realiz6 PCR con OH60 como un molde en combinacién con

cebador A2ia3:
5- TTGAATTCCAAGTCTTGGGCTTGACAGAAGAG -3’ (SEC ID N2 63)

y
cebador A2ia5:
5-TTCTCGAGAAGCTTCGTCAAGAATCATTCTCTGATCTG-3’ (SEC ID N@: 64)

para amplificar un fragmento de ADN que codifica parte de NtmybA2, que se escindié después con EcoRlI y Xhol. El
fragmento de ADN resultante se inserté en el sitio derivado por escisién con EcoRI-Xhol de pGUS1.0 para crear
pGUS-A2.ARNi-a.

Se realiz6 PCR con OH60 como un molde en combinacién con

cebador A2ib3:
5- TTGGATCCAAGTCTTGGGCTTGACAGAAGAG -3 (SEC ID N@: 65)

y
cebador A2ib5:
5- CCTCTAGACTAGTGTCGACCGTCAAGAATCATTCTCTGATCTG -3’ (SEC ID N©: 66)

para amplificar un fragmento de ADN que codifica parte de NtmybA2, que después se escindié con BamHI y Xbal. El
fragmento de ADN resultante se insert6 en el sitio derivado por escision con BamHI-Xbal de pGUS-A2.ARNi-a para
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crear pGUS-A2.ARNi-a.
Se realiz6 PCR con OH88 como un molde en combinacién con

cebador Bia3:
5- TTGAATTCTTGTTGCCTGATAAGGTCGTCTC -3’ (SEC ID N2: 67)

y
cebador Biab:
5- TTCTCGAGAAGCTTGAATTTGCCTAGTAGGTTAGTGC -3’ (SEC ID N@: 68)

para amplificar un fragmento de ADN que codifica parte de NtmybB, que se escindié con EcoRl y Xhol. El fragmento
de ADN resultante se insert6 en el sitio derivado por escision con EcoRI-Xhol de pGUS1.0, para crear pGUS-
B.ARNi-a.

Se realiz6 PCR con OH88 como un molde en combinacién con

cebador Bib3:
5- TTGGATCCTTGTTGCCTGATAAGGTCGTCTC -3’ (SEC ID N2: 69)

y
cebador Bib5:
5- CCTCTAGACTAGTGTCGACGAATTTGCCTAGTAGGTTAGTGC -3’ (SEC ID N¢: 70)

para amplificar un fragmento de ADN que codifica parte de NtmybB, que se escindié6 con BamHI y Xbal. El
fragmento de ADN resultante se inserté en el sitio, derivado por escision con BamHI-Xbal de pGUS-B.ARNi-a, para
crear pGUS-B.ARNi-a.

Se insertd un fragmento de ADN, cortado por escision con Hindlll de pGUS-A2.ARNi, en el sitio, derivado por
escision con Hindlll de pPZP211-35S, para crear pPZP211-35S:A2ARNi.

Se insert6 un fragmento de ADN, cortado por escision con Hindlll-Sall de pGUS-B.ARNi, en el sitio, derivado por
escision con Hindlll-Sall de pPZP211-358S, para crear pPZP211-35S:B:ARN..

Los vectores, pPZ P211-35S:A2ARNi y pPZP211-35S:B:ARNi, son vectores plasmidicos para expresion conducida
por el promotor de 35S de CaMV de una secuencia parcial de NtmybA2, y una secuencia parcial de NtmybB en
forma de repeticiones invertidas, en los que las secuencias parciales de NimybA2 y secuencias parciales de NtmybB
formaran configuraciones de ARN bicatenario en plantas, respectivamente. Son vectores binarios que permiten la
transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Los plasmidos pueden transferirse genéticamente a plantas
que pueden someterse a seleccién con canamicina para obtener transformantes vegetales.

En plantas de tabaco y células de cultivo de tabaco transformadas con estos plasmidos, pueden obtenerse acciones
de ARNi en NtmybA2 y NtmybB por una accién de ARN bicatenario expresado.

Pueden construirse plasmidos que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a pPZP211-35S:A2ARNi y
pPZP211-35S:B:ARNi de la siguiente manera:

Se inserta un fragmento de ADN, cortado por escisién con Sacll y Kpnl de pP35S seguido de formacién de
extremos romos con ADN Polimerasa T4 en el extremo protruyente, en el sitio, derivado por escision con EcoRlI-
Hindlll de pPZP211 seguido de formacién de extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo
protruyente, para crear pPZP211-P35S. Se inserta un fragmento de ADN, cortado por escisién con Hindlll de
pGUS-A2.ARNi, en el sitio, derivado por escisién con Hindlll de pPZP211-P35S, para crear pPZP211-
P35S:A2ARNi. Se inserta un fragmento de ADN, cortado por escisién con Hindlll-Sall de pGUS-B.ARNi, en el
sitio, derivado por escision con Hindlll-Sall de pPZP211-P35S para crear pPZP211-P35S:B:ARNi. Los vectores,
pPZP211-P35S:A2ARNi, y pPZP211-P35S:B:ARNi, son vectores plasmidicos para expresion conducida por el
promotor de 35S de CaMV de una secuencia parcial de NtmybA2, y una secuencia parcial de NtmybB en forma
de repeticiones invertidas, en los que las secuencias parciales de NtmybA2 y secuencias parciales de NtmybB
formaran configuraciones de ARN bicatenario en plantas, respectivamente. Son vectores binarios que permiten
transformacién de plantas mediada por Agrobacterium. Los plasmidos pueden transferirse genéticamente a
plantas que pueden someterse a seleccién con kanamicina para obtener transformantes vegetales.

(2) Transformacion de la linea celular BY2 de tabaco

Para determinar los efectos de la expresién de NtmybA2 y NtmybB reprimida en el crecimiento celular, se
transformaron células BY2 de tabaco con la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que alberga un miembro
seleccionado de pPZP211-35S:A2ARNi, pPZP211-35S:B:ARNi y pPZP211 (como vector de control). Brevemente, se
cultivé conjuntamente una mezcla de células BY-2 de tabaco de pase de 3 dias de edad, cultivadas en medio liquido
LSD nuevo, y cultivos de medio YEB de 2 dias de edad de la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que
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alberga un miembro seleccionado de pPZP211-35S:A2ARNi, pPZP211-35S:B:ARNi y pPZP211 (como vector de
control), a 25 °C en condiciones de oscuridad. Dos dias después, las células BY-2 se aclararon con medio liquido
LSD, se sembraron en medio Gelrite™ 0,2 %-LSD que contenia kanamicina 200 pug/ml y carbenicilina 300 ug/ml, y se
incubaron a 25 °C en oscuridad. Veintidos dias después, se ensayaron los callos resistentes a kanamicina
resultantes con respecto a niveles de NtmybA2 y NtmybB expresados por RT-PCR. Se extrajo ARN total de estos
callos con reactivo Trizol - de Invitrogen (Invitrogen). La sintesis de ADNc se realiz6 usando el sistema de sintesis de
primera cadena Superscript para RT-PCR (Invitrogen) con el ARN total extraido como molde. La amplificacién y
deteccion de ADNc de NtmybA2 se realizd6 usando el ADNc resultante como un molde en combinacién con el
cebador OH60DB1:

5- CCGGATCCTTCCAGTTCAGCACCATGCTCTG -3’ (SEC ID N¢: 73)
y cebador OH60DS6:
5'- CCGTCGACCTAAGAGATCTGATAGTTCGATG -3’ (SEC ID N2: 74).

La amplificacién y deteccion de ADNc de NtmybB se realiz6 con el cebador OH88Bam5:

5'- CCGGATCCTTCCTCAGTAAAGAAAAGATTGAACTTG -3’ (SEC ID N2: 71)
y cebador OH88DS2:
5'- CCGTCGACTTAACAGTTAGGATCATTAACAG -3 (SEC ID N¢: 72).

Se realiz6 PCR con una alicuota (1 ul) del ADNc sintetizado (50 pl). La reaccion se realizd en un volumen total de 50
ul, usando TaKaRa Ex Taqw (Takara, Japon), un tampdn de reacciéon unido a TaKaRa Ex Taqw, 200 uM de cada
uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 1 uM de cada uno de los cebadores. La etapa consistente en incubacién a 93
2C durante 30 segundos, incubacién a 56 °C durante 1 minuto e incubacion a 73 °C durante 2 minutos se repitié
durante 27 ciclos para la deteccién de NtmybB y 26 ciclos para la deteccién de NtmybA2, respectivamente. Estos
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Como resultado, los niveles de NtmybA2
expresado se redujeron en callos transformados por pPZP211-35S:A2ARNi, en comparacién con los de los callos
transformados por el vector de control pPZP211, y los niveles de NtmybB expresado disminuyeron en callos
transformados por pPZP211-35S:B.ARNi, en comparacion con los del vector de control.

(3) Cambio en la tasa del crecimiento celular de células BY2 transgénicas con niveles reprimidos de NtmybA2
expresado

Cuando se compararon los tamafios de los callos transformados por pPZP211-35S:A2ARNi con niveles reprimidos
de NtmybA2 expresado con los del grupo de vector de control, se desvel6 que el tamafio del callo se reducia (Figura
7).

Se ensayaron los niveles de ADN nuclear para examinar el ciclo celular de células constituyentes para estos callos.
El ensayo se realizé de la siguiente manera:

A cada uno de los callos congelados y almacenados se afiadié 1 ml de un tampdn de extraccion de nucleos,
contenido en Cystain" UV Precise P (kit de tincién de ADN de Alta Resolucion, Partec), se disolvieron y después
se mezclaron, Después de mantenerla a temperatura ambiente durante 10 minutos, la muestra resultante se filtré
a través de unidades de filtro desechables Partec Cell Trics™ (malla de 50 um, Partec) para proporcionar un
filtrado al que se afadieron 2 ml de un tampén de tincién contenido en Cystain” UV Precise P (kit de tincion de
ADN de alta resolucién, Partec). Se realizaron mediciones con el Analizador de Ploidia PA (Partec).

En comparacion con el grupo de vector de control, aumentaron los picos 4C (que indican las fases S, G2), y se
observaron también mas picos 8C (que no se observaron en el grupo de vector de control) lo que indica
cromosomas duplicados en callos transformados por pPZP211-35S:A2ARNi con niveles reprimidos de ARNm de
NtmybA2 expresado (Figura 8). El hecho de que los picos 4C aumenten indica la prolongacion de los periodos de
fase S, G2, debido a que es dificil entrar en la fase M en células con expresién reprimida de NtmybA2. El hecho de
que haya picos 8C indica que tiene lugar inhibicién de entrada en la fase M y se salta la fase M, conduciendo de este
modo a duplicacion de los cromosomas. Como resultado de estos, se desvela que el ciclo celular se retarda y se
suprime el crecimiento celular, conduciendo de este modo a la formacién de callos mas pequefios.

(4) Cambio en la tasa del crecimiento celular de células BY2 transgénicas con niveles reprimidos de NtmybB
expresado

Cuando se compararon los tamafos de los callos transformados por pPZP211-35S:BARNi anteriormente
mencionados con niveles reprimidos de ARNm de NtmybB expresado con los del grupo de vector de control, se
desvelé que el tamafo del callo aumentaba (Figura 9).

Se ensayaron los niveles de ADN nuclear para examinar el ciclo celular de células constituyentes para estos callos.
Se realiz6 el ensayo de la misma manera que en el (4) anteriormente mencionado. En comparacién con el grupo de
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vector de control, los picos 4C (que indican cromosomas de fase S, G2), se redujeron en callos transformados por
pPZP211-35S:BARNi con niveles reprimidos de NtmybB expresado (Figura 10). El hecho de que los picos 4C se
reduzcan indica el acortamiento de las fases S, M, es decir, aceleracién de la entrada en la fase M. La inhibicién de
la expresién de NtmybB conduce a expresion avanzada de genes o aumento de los niveles de genes expresados,
que son esenciales para la entrada en la fase M. Como resultado del adelantamiento de la entrada en la fase M, se
desvela que el ciclo celular se acorta, y se potencia el crecimiento celular, permitiendo de este modo la formacién de
callos mas grandes.

Ejemplo 12

Modificacién de las tasas de crecimiento celular en células BY2 de tabaco transgénicas con expresion estable de
NtmybA2 y NtmybA2T2

(1) Construccién de plasmidos de plasmidos de expresion estable para NtmybA2 y NtmybA2T2

Se insert6 un fragmento de ADN, cortado por escision con Sall de OH60, en el sitio, derivado por escisién con Sall
de pPZP211-35S, para crear pPZP211-35S:A2.

Se insertd un fragmento de ADN, cortado por escision con Sall de pEXP-NtmybA2T2, en el sitio, derivado por
escision con Sall de pPZP211-358S, para crear pPZP211-35S:A2T2.

Brevemente, los vectores, pPZP211-35S:A2 y pPZP211-35S:A2T2, son vectores plasmidicos para expresion
conducida por el promotor de 35S de CaMV de NtmybA2 y NtmybA2T2, respectivamente. Son vectores binarios que
permiten la transformacién de plantas mediada por Agrobacterium. Los plasmidos pueden transferirse
genéticamente en plantas que pueden someterse a seleccion con kanamicina para obtener transformantes
vegetales.

Los plasmidos que son sustancialmente funcionalmente equivalentes a pPZP211-35S:A2T2 pueden construirse de
la siguiente manera:

se insertan fragmentos de ADN, cortados por escision con Sall de pP35S-NtmybA2T2 y OH60 en el sitio,
derivado por escision con Sall de pPZP211-35S, para crear pPZP211-P35S:A2T2 y pPZP211-P35S:A2,
respectivamente.

(2) Transformacion de la linea celular de tabaco BY2

Para determinar los efectos de la expresiéon estable de NtmybA2 y NtmybA2T2 en el crecimiento celular, se
transformaron células BY2 de tabaco por mediacién con la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que
alberga un miembro seleccionado de pPZP211-35S:A2, pPZP211-35S:A2T2 y pZP211 (como vector de control). La
transformacion de células BY-2 de tabaco se realizé de acuerdo con el método desvelado en el Ejemplo 11 (2).
Veintidés dias después los callos resistentes a kanamicina resultantes se ensayaron con respecto a niveles de
ARNm de NtrpNybAZ expresado y ARNm de NtmybA2T2 por RT-PCR. Se extrajo ARN total de estos callos con
reactivo Trizol ~ de Invitrogen (Invitrogen). La sintesis de ADNc se realizd usando el sistema de sintesis de Primera
Cadena Superscript” para RT-PCR (Invitrogen) con el ARN total extraido como un molde. La amplificacion y
deteccion de NtmybA2 y NtmybA2T2 se realiz6 usando el ADNc resultante como un molde en combinacién con

cebador OH60DB1:
5’- CCGGATCCTTCCAGTTCAGCACCATGCTCTG -3 (SEC ID N2: 73),

y
cebador OH60DS6:
5’- CCGTCGACCTAAGAGATCTGATAGTTCGATG -3’ (SEC ID N2: 74).

Se realiz6 PCR con una alicuota (1 ul) del ADNc sintetizado (50 pl). La reaccién se realizé en un volumen total de 50
ul, usando TakKaRa Ex TaqTM (Takara, Japdn), un tampén de reaccién unido a TaKaRa Ex Taqw, 200 uM de cada
uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 1 uM de cada uno de los cebadores. La etapa que consistia en incubacion a 93
°C durante 30 segundos, incubacién a 56 °C durante 1 minuto e incubacion a 73 °C durante 1 minuto se repitid
durante 24 ciclos. Estos productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Como resultado, los
niveles de NtmybA2 expresado aumentaron en callos transformados por pPZP211-35S:A2, en comparacion con el
grupo de vector de control, y se observé la expresion de NtmybBA2T2 en callos transformados por pPZP211-
35S:A2T2.

(3) Cambio en las tasas de crecimiento celular de células BY2 transgénicas que expresan de forma estable NtmybA2
y mutantes de NtmybA2

Los tamafios de los callos transformados por pPZP211-35S:A2- o0 pPZP211-35S:A2T2 anteriormente mencionados
con expresion verificada de ARNm de NtmybA2 o ARNm de NtmybA2T2 se compararon con los del grupo de vector
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de control, se desvelé que el tamafio de los callos se redujo (Figura 11).

Se ensayaron los niveles de ADN nuclear para examinar el ciclo celular de células constituyentes para estos callos.
El ensayo se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 11 anteriormente mencionado (3).

En comparacion con el grupo de vector de control, los picos 4C (que indican cromosomas en fase S, G2)
disminuyeron en callos que expresaban NtmybA2 de forma estable. Esta tendencia también se observé en los callos
que expresaban de forma estable NtmybA2T2 que era un mutante con capacidad de NtmybA2 potenciada para
activar la transcripcién (Figura 13).

Estas células transformantes se examinaron con un microscopio. Como resultado, no se observaron células
polinucleadas, y el nimero de nicleos detectados indic6 por lo tanto el nimero de células. Los nimeros de células
resultantes se compararon entre el grupo de vector de control, callos transformados por NtmybA2 y callos
transformados por NtmybA2T2. Como resultado, se ha desvelado que el nimero de células se reduce para NtmybA2
en correlacion con el tamafo de los callos y ademas es notable una reducciéon del nimero de células para
NtmybA2T2 (Figura 12).

Esto indica que el crecimiento celular se suprime y se reduce el nimero de células, conduciendo de este modo a la

formacion de callos mas pequefios, aunque la entrada en la fase M se adelanta en los callos con expresién estable
de NtmybA2 y mutantes de NtmybA2.

Ejemplo 13

Cambio del crecimiento y desarrollo de plantas de tabaco transgénicas con niveles modulados de NtmybB
expresado

(1) Construccién de plasmidos

Se insert6 un fragmento de ADN, derivado por escision con Sall de OH88 en el sitio derivado por escision con Sall
de pPZP211 para crear pPZP211-35S:B.

(2) Produccién de plantas de tabaco transgénicas

Se usé el plasmido, pPZP211-35S:B.ARNi (como se desvela en el Ejemplo 11 (3)), para producir plantas de tabaco
transgénicas con expresion de ARNi de NtmybB enddgeno reprimida por la maquinaria de ARNi. El plasmido,
pPZP211-35S:B, se us6 para producir plantas de tabaco transgénicas que expresaban NtmybB de una manera
estable. Se us6 la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que albergaba un miembro seleccionado de
pPZP211-35S:B.ARNi, pPZP211-35S:B y pPZP211 (como vector de control) de acuerdo con un método de
transformacion de disco de hoja convencional para generar transformantes de Nicotiana tabacum ver. SR1.

(3) Cambio de crecimiento en plantas de tabaco transgénicas

Las plantas resistentes a kanamicina resultantes individuales se cultivaron para proporcionar semillas
autofertilizadas. Las semillas resultantes se esterilizaron con etanol y acido hipoclérico, después se sembraron en
medio Gelrite™ al 0,2 %-MS que contenia kanamicina 50 ug/ml, y se cultivé a 28 °C con luz continua para generar
plantas. Después del cultivo durante 12 dias, las plantas individuales resistentes a kanamicina resultantes se
trasplantaron en suelo, y se cultivaron a 28 °C en condiciones de luz continua durante 25 dias.

Las plantas individuales resistentes a kanamicina resultantes se ensayaron por RT-PCR para verificar cambios en el
nivel de ARN de NtmybB expresado. Se extrajo ARN total con reactivo Trizol ~ de Invitrogen (Invitrogen) de plantas
(peso en bruto de 0,5 a 0,8 g) a los 22 dl'asTMdespués de la siembra. La sintesis de ADNc se realizé usando sistema
de sintesis de Primera cadena Superscript para RT-PCR (Invitrogen) con el ARN total extraido como molde. La
amplificacion y deteccion de ADNc de NtmybB se realiz6 usando el ADNc resultante como un molde en combinacién
con el cebador OH88Bam5:

5-CCGGATCCTTCCTCAGTAAAGAAAAGATTGAACTTG-3' (SECID N%: 71) y

cebador OH88DS2:

5-CCGTCGACTTAACAGTTAGGATCATTAACAG-3’ (SEC ID N¢: 72).

El nivel de ADNc se normalizé de acuerdo con el nivel de ARNm de EF1a expresado, en combinacién con

cebador EFF:
5’- AGACCACCAAGTACTACTGC -3 (SEC ID N¢: 35)

y
cebador EFR:
5’- GTCAAGAGCCTCAAGGAGAG -3’ (SEC ID N@: 36).
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Se realiz6 PCR con una alicuota (1 pl) del ADNc sintetizado (50 pl). La reaccién se realiz6 en un volumen total de 50
ul, usando TaKaRa Ex Taqw (Takara, Japon), un tampdn de reacciéon unido a TaKaRa Ex Taqw, 200 uM de cada
uno de dATP, dTTP, dCTP y dGTP y 1 uM de cada uno de los cebadores. La etapa que consistia en incubacion a 93
2C durante 30 segundos, incubaciéon a 56 °C durante 1 minuto e incubacion a 73 °C durante 1 minuto se repitié
durante 27 ciclos. La misma etapa se repitié durante 18 ciclos para deteccion de EF1a. Estos productos de PCR se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Como resultado, se observé un alto nivel de ADNc de NtmybB
amplificado en la linea celular transformada por pPZP211-35S:B N° 6, en relacién con el grupo de vector de control,
aunque EF1o se detectd de forma equivalente entre todas las muestras y se verificd la elevacién del nivel de
expresion. Ademas, el nivel de ADNc de NtmybB amplificado apenas se observé en la linea celular transformada
con pPZP211-35S:B.ARNi N? 2, en relacion con el grupo de vector de control, y se verifico la reduccién del nivel de
expresion.

Se suprime el crecimiento y desarrollo en la linea de tabaco transgénica que expresa NtmybB de forma estable (N°
6) en relacion con el grupo de vector de control, mientras que el crecimiento y desarrollo se potencia en la linea de
tabaco transgénica (N° 2) con expresion reprimida por ARNi de NtmybB endégeno, en relacion con el grupo de
vector de control (Figura 14). Se cree que, ya que NtmybB reprime la expresién de genes indispensables para el
progreso en la fase M, la entrada en y/o progreso en, la fase M se retarda en plantas transgénicas que
sobreexpresan NtmybB, conduciendo de este modo a inhibicion de la divisién celular y extension del tiempo
requerido para el ciclo celular, con el resultado de que las lineas presentan un fenotipo de crecimiento y desarrollo
suprimidos. Por el contrario, se cree que la expresién de NtmybB enddgeno se reprime, adelantando de este modo
la expresion de genes necesarios para el progreso en la fase M, o aumentando el nivel de expresién, con el
resultado de que la entrada en, y/o progreso en, la fase M se acelera y el tiempo requerido para el ciclo celular se
acorta, por lo que las lineas presentan un fenotipo de crecimiento y desarrollo potenciado.

Ejemplo 14
Similitud de secuencias de amino&cidos entre las proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas, NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1, se alinean de forma optima y
se realiza un andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos multiple. Los resultados de comparacion se
muestran en las Figuras 15 a 18. La alta similitud de secuencias de aminoacidos se encuentran no solamente en la
regién de union a ADN de myb compuesta de 3 repeticiones sino también en la region (posiciones de aminoacidos
631 a 1042) que regula negativamente, y la regiéon (posiciones de aminoacidos 413 a 630) que potencia, la
capacidad activadora de la transcripcién poseida por la proteina NtmybA2, como se desvela en el Ejemplo 6. Los
miembros que actian como activadores de la transcripcién NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1, son altamente
similares a un nivel de aminodacidos entre las regiones que regulan la capacidad activadora de la transcripcién, y por
lo tanto se muestra que tienen la maquinaria de control similar. En las Figuras 15 a 18, las flechas indican areas para
construcciones mutantes de NtmybA2 de delecion respectivas como se desvela en el Ejemplo 6 y las regiones de
aminoacidos correspondientes relacionadas con NtmybA1 y Os3RmybAl. Se reconoce que las partes de delecion de
NtmybA2 para crear los mutantes de NtmybA2 con alta capacidad activadora de la transcripcion, NtmybA2T1,
NtmybA2T2 y NtmybA2T3, son altamente similares a NtmybA1 y Os3RmybA1, y se encuentran aminoacidos
conservados entre estas tres proteinas. Es decir, para NtmybA2T1, la secuencia de TPSILKKRHR (SEC ID N°: 89),
se encuentra cerca de la region de delecion; para NtmybA2T2, la secuencia de NXXTPXRLWX (SEC ID N2 90); y
para NtmybA2T3, la secuencia de PPRFPSXDXPF (SEC ID N2 91), en la que X es cualquier aminoacido. Para
NtmybA1 y Os3RmybA1, la delecion de la parte C terminal que abarca de cualquiera de estas secuencias
conservadas al extremo C terminal permitira la creacion de mutantes funcionalmente equivalentes a NtmybA2T1,
NtmybA2T2 y NtmybA2T3.

Ejemplo 15

Similitud de secuencias de aminoacidos entre 3Rmyb, NtmybA1, NtmybA2, NtmybB y Os3RmybA1 de Arabidopsis
thaliana

Aunque se conocen 100 o mas proteinas que contienen el motivo de unién a ADN de tipo myb en el genoma de
Arabidopsis thaliana completo, se ha indicado que solamente 5 miembros son proteinas 3Rmyb que tienen una
configuracién estructural compuesta de 3 repeticiones de secuencia de myb imperfectas (Stracke et al., Curr. Opin.
Plant Biol. 4: 447 (2001)). Sin embargo, no ha habido proteinas con funciones reveladas entre estas proteinas
3Rmyb aun. (1) Similitud de secuencia de aminoacidos entre 3Rmyb vegetal en forma activadora de la transcripcion.

Los miembros de 3Rmyb de Arabidopsis thaliana presentados, las secuencias de aminoacidos de AtMYB3R1 (N° de
Referencia de GenBank™". AAD46772, SEC ID N2 75) y AtMYB3R4 (N° de Referencia de GenBank "~ AAK54739,
SEC ID N2 76) y las secuencias de aminoacidos de NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1 se alinearon de forma
optima y se realizé un analisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos mlultiple. Se muestran los resultados
de comparacién de similitud en las Figuras 19 a 25. Se reconoce que las secuencias de aminoacidos de AtMYB3R1
y AtMYB3R4 son altamente similares a las de NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1 no solamente en los dominios de
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union a ADN de tipo myb sino también en las regiones importantes para NtmybA2 para regular la activacion de la
transcripcion. En particular, la secuencia consenso caracteristica compuesta de 22 aminodacidos constituyentes de la
féormula:

SILX1KRXRXLUOPJXXsX1RXXsKK (SEC ID N2: 94),

en la que X es cualquier aminoacido, J es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en I, Vy L; O es
un aminodcido seleccionado de S y T; Xy es un aminoacido seleccionado de K y R; U es un aminoacido
seleccionado de Vy L; y X5 es un aminoacido seleccionadode Dy E,

se observa entre segmentos con alta similitud. Esta secuencia consenso indica que AtMYB3R1 y AtMYB3R4 pueden
actuar como activadores de la transcripcién para el gen de ciclina B y el gen de NACK1 de una manera similar a
NtmybA1, NtmybA2 y Os3RmybA1.

(2) Similitud de secuencias de aminoacidos entre 3Rmyb vegetales en forma represora de la transcripcion

Ya que la similitud de secuencias de aminoacidos no se encuentra entre un mlembro seleccionado de los miembros
de 3Rmyb de Arabidopsis thaliana AtMYBBR3 (N° de Referencia de GenBank" AAF25950, SEC ID N 77) y
AtMYB3R5 (N® de Referencia de GenBank " AAK54740, SEC ID N2 78) y un miembro seleccionado de los 3Rmyb
vegetales en forma activadora de la transcripcion anteriormente mencionados, excepto por los dominios de unién a
ADN de myb, se espera que AtMYB3R3 y AtMYB3R5 no actien como activadores de la transcripcién. Por lo tanto,
las secuencias de aminoacidos de AtMYB3R3 y AtMYB3RS5, y la secuencia de aminoacidos de NtmybB se alinearon
de forma optima. Como resultado, se encontraron similitudes de secuencias de amino&cidos entre las secuencias de
aminodcidos de AtMYB3R3, AtMYB3RS5 y NtmybB. Los resultados de comparacién se muestran en las Figuras 26 a
28. Se reconoce que no solamente las secuencias de aminoacidos de AtMYB3R3 y AtMYB3R5 son altamente
similares a la secuencia de aminoacidos de NtmybB en el dominio de uniéon a ADN de tipo myb sino que también
estan presentes un gran nimero de aminoacidos similares en otros dominios, y ademas la secuencia consenso
caracteristica compuesta de 7 aminodacidos constituyentes (incluyendo cuatro restos de nucleo Ser) de la formula:

SCSSXSXe (SEC ID N2: 95),
en la que X es cualquier aminoacido y Xs es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en K, R, D, E 'y
H,

se localiza en una posicion mas cercana al extremo N terminal que el dominio de unién a ADN de myb. Esta
secuencia consenso no se observa en las secuencias de aminoacidos de AtMYB3R1, AtMYB3R4, NtmybAf,
NtmybA2 y Os3RmybA1. Este hecho indica que esta secuencia consenso es, como NtmybB, un represor de la
transcripcion para el gen de ciclina B y el gen de NACK1.

(3) Miembros de la familia de 3Rmyb vegetal, clasificados en subfamilias de forma activadora y forma represora

Resulta evidente a partir del (1) y (2) anteriores que los miembros de 3Rmyb ocupan posiciones estructural y
funcionalmente especiales incluso en la superfamilia de myb vegetal, y actian como factores para controlar la
transcripcion del gen de ciclina B y el gen de NACK1. También se ha descubierto que pueden clasificarse,
basandose en su similitud, en subfamilias de forma activadora de la transcripcion y forma represora de la
transcripcion, incluso dentro de la familia de 3Rmyb.

El alineamiento de secuencias de aminoacidos Optimo se realizd por el programa ClustalW
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/clustalw-j.html) con todos los pardmetros en sus ajustes por defecto. En los dibujos
que ilustran los resultados de salida del programa ClustalW, los simbolos que indican la similitud e identidad de
aminoacidos, “*” significa que los restos de aminoacidos en esa columna son idénticos en todas las secuencias en el
alineamiento (sitio de aminoacido completamente conservado); “:” significa que se han observado sustituciones
conservadas (sitio de aminoacido altamente conservado); y “.” sngnn‘lca que se observan sustituciones conservadas
(sitio de aminoacido moderadamente conservado).

Ejemplo 16

Conservacién en segmentos de aminoacidos constituyentes de motivos de unién a ADN de myb entre miembros de
3Rmyb vegetal divergentes

Hasta ahora, se ha indicado que los fragmentos de ADNc para 3Rmyb con una configuracién estructural compuesta
de tres repeticiones de motivos myb se aislan de diversos miembros vegetales (Kranz et al., Plant J. 21: 231 (2000)).
Las secuencias de aminoacidos de motivos de unién a ADN de myb de estos miembros de 3Rmyb vegetal
divergentes se compararon con la secuencia de aminoacidos de longitud completa de c-myb humano. Los miembros
de 3Rmyb de estas plantas divergentes se compararon en su segmento de aminoacidos de motivo de unién a ADN
de myb. El 3Rmyb usado en la comparacion de secuenmas de aminoacidos incluye MYB3R-1 derivado de
Physcomitrella patens (n® de referencia de GenBank AAF78888, SEC ID N2: 79, indicado como “PhpMYB3R-1" en
las Figuras 29 a 31), MYB3R-1 derivado de Adiantum raddianum (n® de referencia de GenBank " AAF67053, SEC ID
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: 80, indicado como “AdrMYB3R-1” en las Figuras 29 a 31), MYB3R-1 derivado de Hordeum vulgare (n° de
referenma de GenBank " AAF78890, SEC ID N°: 81, indicado como “HvMYB3R-1" en las Figuras 29 a 31), MYB3R-1
derivado de Secale cereale (n° de referencia de GenBank " AAF67050, SEC ID N°: 82, indicado como “ScMYB3R-1”
en las Figuras 29 a 31), dominio relacionado con Myb potencial derivado de Papaver rhoeas (n° de referencia de
GenBank = AAF43043, SEC ID N¢: 83, indicado como “ParMYB3R-1" en las Figuras 29 a 31), AtMYB3R1 (indicado
como “AtMYB3R-1” en las Figuras 29 a 31), AtMYB3R3 (indicado como “AtMYB3R-3” en las Figuras 29 a 31),
AtMYB3R4 (indicado como “AtMYB3R-4” en las Figuras 29 a 31), AtMYB3R5 (indicado como “AtMYB3R-5" en las
Figuras 29 a 31), NtimybA1, NtmybA2, NtimybB, Os3RmybA1, c-myb humano (n® de referencia de SWISS-PROT
P10242, SEC ID N%: 88). Ya que los ADNc derivados de Adiantum raddianum, Hordeum vulgare y Secale cereale
son fragmentos, no se muestran repeticiones constituyentes iniciales para los motivos de unién a ADN de myb en
formas de longitud perfecta. La secuencia de aminoacidos del motivo de union a ADN de myb que abarca de las
posiciones 43 a 192 de la proteina c-myb humana (n® de referencia de SWISS-PROT P10242, SEC ID N°: 88) y las
secuencias de aminoacidos de los miembros de 3Rmyb, aislados de las plantas anteriormente mencionadas, se
alinearon de forma 6ptima. Las secuencias de longitud completa ya indicadas se compararon entre otros miembros
de 3Rmyb vegetal distintos de los de Adiantum raddianum, Hordeum vulgare y Secale cereale que no abarcaban el
motivo de unién a ADN de myb de longitud completa. Cada puntuacién alineada que indica la similitud de
aminoacidos en relacién con c-myb se muestra de la siguiente manera:

La puntuacion alineada es 62 para NtmybA1; 65 para NtmybA2; 60 para NtmybB; 64 para AtMYB3R1; 64 para
AtMYB3R3; 63 para AtMYB3R4; 66 para AtMYB3R5; 66 para PhpMYB3R-1; 66 para ParMYB3R-1; y 60 para
Os3RmybA1. Resulta evidente a partir de lo anterior que los dominios de unién a ADN de myb de miembros de
3Rmyb vegetales estan altamente conservados en comparacion con c-myb. También se desvela que los
dominios de unién a ADN de myb de miembros de 3Rmyb vegetal tienen la puntuacién alineada de 60 0 mas, en
relaciéon con c-myb.

Mediante andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos 6ptimo de motivos de unién a ADN de tipo c-
myb de NtmybA1, NtmybA2, NtmybB, AtMYB3R1, AtMYB3R3, AtMYB3R4, AtMYB3R5, -PhpMYB3R-1,
ParMYB3R-1, Os3RmybAl, HYMYB3R-1, AdrMYB3R-1 y ScMYB3R-1, el presente inventor et al. han conseguido
encontrar secuencias comunes conservadas en dichos motivos entre estos 13 miembros de 3Rmyb vegetal
(Figuras 29 a 31).

La secuencia de aminoacidos comuln (secuencia de aminoacidos consenso) conservada en el motivo de unién a
ADN de myb entre diversos miembros de 3Rmyb vegetal contiene tres repeticiones de motivos de myb c-myb,
acompafnados de 42 aminodacidos arbitrarios intermedios (aminoacidos entre las flechas en los dibujos) localizados
entre dichas repeticiones, en los que dicho motivo de myb c-myb es una secuencia, compuesta de 9 restos de
aminoécidos, de la férmula:

(i) W[S, TIXXE[D,E]XX[L,I,V]

(correspondiente a SEC ID N9: 92)

en la que X es cualquier aminoacido, y [ ] indica un aminoacido seleccionado de los aminoacidos expuestos entre
corchetes,

(cada uno de los segmentos consenso (marcado con barras transversales en el dibujo) que constituyen la regiéon de
unién a ADN de myb de 3 repeticiones de c-myb, indicado por el simbolo, MYB N® 1 (identificacion de repeticién de
dominio de uniéon a ADN de Myb 1), en resultados de recuperacion obtenidos usando el programa MOTIF
(http://motif.genome.ad.jp/)).

Mas especificamente, cuando los sitios constituidos por aminoacidos consenso o aminoacidos analogos quimicos
entre las 13 secuencias de aminoacidos se expresan en la “Secuencia Consenso”, la secuencia potencial es una
secuencia (indicada como “Secuencia Consenso” en los dibujos) con 150 aminoacidos, de la siguiente férmula:

(if) WTXEEDXXLXXXVXXUXGX7XWKXIAXXXXXROX5JQCLHRWQKVLXPXLJKG
XWOXEEDXXJIXXXIXX7XGXXKW SXJOXXXXGRIGKQCRERWUNHLXPXIXX7XXW TXXEXsXXLXXXH
XXXGNX7WAEJIXX7XLXGX70ODNOIKNXWXSOXKKX7

(correspondiente a SEC ID N9: 93)

en la que X es cualquier aminoacido; J es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en I, Vy L; O es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en G, S, T, C y A; X7 es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en K, Ry H; U es un aminoacido seleccionado del grupo que consisteen H, W, Yy F;y Xs es
un aminoacido seleccionado D y E.

El alineamiento Optimo de las secuencias de aminodcidos se realizé con el programa ClustalW (http://www.dd-
bj.nig.ac. jp/E-mail/clustalw-j.html) en el que todos los parametros fueron los establecidos por defecto.

Ejemplo 17

Aislamiento de 3Rmyb vegetal
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Para aislar ADN que codifica proteinas que comprenden una secuencia de aminoacidos de (i), especificamente (ii),
como se desvela en el Ejemplo 16, puede realizarse el proceso del Ejemplo 1.

Brevemente, la amplificacion puede realizarse con ADNc preparado a partir de tejidos o células vegetales diana con
crecimiento celular vigoroso como molde por PCR usando cebadores degradados en combinacion con PCR
Anidada. Los cebadores degradados usados en la primera PCR son un conjunto de cebadores de SEC ID N%: 1y
SEC ID N2 2. La primera solucion de reaccién resultante se usa como molde para la segunda PCR. La segunda
PCR, PCR Anidada, se realiza con un conjunto de cebadores de SEC ID N?: 3 y SEC ID N2: 4. La segunda solucién
de reaccién se usa como un molde para la tercera PCR. La tercera PCR, PCR Anidada, se realiza con un conjunto
de cebadores de SEC ID N%: 5 y SEC ID N®: 6 para permitir la amplificacién de ADN que codifica parte del dominio
de uniéon a ADN de myb. Es posible secuenciar las secuencias de nucleotidos del extremo 5’ y 3' de ADNc de
longitud completa mediante adaptaciones de 5 RACE y 3' RACE basandose en las secuencias de nucleétidos de los
fragmentos de ADN resultantes. Puede realizarse PCR con cebadores disefiados en las secuencias terminales
caracterizadas por RACE para amplificar ADNc de longitud completa. El tejido y célula con crecimiento celular
vigoroso incluye callos, células de cultivo, plantones o plantulas, derivados de plantas diana; brotes apicales, raices
apicales; y otros.

Ejemplo 18

Determinacion de las funciones de 3Rmyb vegetal

Para determinar la funcién de 3Rmyb vegetal como se aisla de acuerdo con el proceso del Ejemplo 17, se
construyen plasmidos 3Rmyb vegetal para expresion conducida por promotor de 35S de CaMV de ADNc diana, y se
cotransfectan después protoplastos, preparados a partir de células BY2 de tabaco, con una combinacion de
plasmidos seleccionada de las siguientes (i) y (ii):

(i) plasmido de 3Rmyb vegetal (10 ug/muestra), plasmido de LUC-promotor de NACK1 (10 pg/muestra) y
plasmido de R-LUC (1 ug/muestra)

(i) plasmido de pBI221 (10 pg/muestra), plasmido de LUC-promotor de NACK1 (10 pg/muestra) y plasmido de R-
LUC (1 ug/muestra).

Los protoplastos resultantes se ensayan con respecto a actividad LUC y actividad R-LUC. El nivel de actividad LUC
se normaliza (actividad especifica de LUC) de acuerdo con el nivel de la actividad R-LUC. Cuando la actividad
especifica de LUC se eleva en la combinacién (i) en relacién con la de la combinacion (ii), se puede determinar que
los miembros de 3Rmyb vegetal usados son formas activadoras de la transcripcién. Cuando la actividad especifica
de LUC se reduce en la combinacion (i) en relacién con la de la combinacion (i), se puede determinar que los
miembros de 3Rmyb vegetal usados son formas represoras de la transcripcién. Puede realizarse preparacion de
protoplastos, transferencia génica de plasmidos y ensayos de actividad LUC y R-LUC de acuerdo con los métodos
desvelados en el Ejemplo 3.

Ejemplo 19

Creacion de plantas estériles masculinas por expresion especifica de 6rganos reproductores masculinos de NtmybB

Las plantas pueden transformarse con plasmidos para expresién conducida por promotor expresable especifico de
6rgano reproductor masculino del gen de NtmybB que reprime la transcripcién de genes expresables especificos de
fase G2/M. La modificacién del crecimiento celular en el érgano reproductor masculino conduce a la inhibicién o
supresion de la formacién de polen normal, permitiendo de este modo la produccion de plantas transgénicas con
fertilidad de semillas reducida.

(1) Construccién de plasmidos

Se describe posteriormente una realizacién de construccion de plasmidos para transformacion, que permiten la
expresion especifica de 6rgano reproductor masculino de NtmybB. Los plasmidos desvelados en el documento
PCT/JP02/12268 (2002), pENTRAVP1 y pENTRO0.6, son plasmidos que portan un inserto del promotor del gen
AtNACK2 de Arabidopsis thaliana y el promotor del gen AVP1 de Arabidopsis thaliana, respectivamente. Se realiza
PCR usando cada uno de estos plasmidos como un molde en combinacién con el cebador HindllI-AVP1-298S:

5’-CCCAAGCTTAAATTCGGACAARTAGAGCGTAGTCAAC-3 (SEC ID N°: 84),

y

cebador AVP1+5A:

5- GCCATCTTCTCTCCTCCGTATAAGAG -3’ (SEC ID Ne@: 85)

para pENTRAVP1, o

cebador Hindlll-NACK2-575S: 5°- CCCAAGCTTCTCGTTAAGAACCCTTGATC-3’ (SEC ID N2: 86), y
cebador NACK2+3A+2:

5- GCCATCTTCTACACACAAAATCGAAACC-3’ (SEC ID N2: 87)
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para pENTRO.6.

Los fragmentos de ADN amplificados se escinden con Hindlll, y después se insertan junto con un fragmento de ADN
para NtmybB, cortado por Sall y EcoRV de pEXP-NtmybB, en el sitio Sall-Hindlll de pUC18 (Takara, Japén) para
crear pUC-AVP1-NtmybB y pUC-0.6-NtmybB, respectivamente. Se insertan fragmentos de ADN, cortados por
escision con Sacl de pUC-AVP1-NtmybB y pUC-0.6-NtmybB, creando después extremos romos con ADN
polimerasa T4 en el extremo protruyente seguido de escision con Hindlll, en el sitio, derivado por escisiéon con Sacl
de pBI121 (Clontech), formando después extremos romos con ADN polimerasa T4 en el extremo protruyente
seguido de escisién con Hindlll, para crear pBI-PAVP1-NtmybB y pBI-N0.6-NtmybB, respectivamente.

El plasmido pBI-PAVP1-NtmybB es un vector binario para expresion conducida por promotor de AVP1 de NtmybB.
Este plasmido permite la transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. El plasmido pBI-N0.6-NtmybB es un
vector plasmidico para expresién conducida por promotor de AtNACK2 de NtmybB. Este plasmido permite la
transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Las plantas transformadas con estos plasmidos pueden
seleccionarse con kanamicina.

(2) Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se transforma Agrobacterium tumefaciens con un vector binario seleccionado de dos plasmidos como se han creado
en el (1) anteriormente mencionado. A continuacion, se transforma Arabidopsis thaliana de ecotipo Col-0 por el
método de inmersién Floral (como se desvela en el Ejemplo 8) para transformacion mediada por Agrobacterium
usando Agrobacterium que alberga el plasmido anteriormente mencionado. Las semillas obtenidas de capullos
florales infectados por Agrobacterium se esterilizan con &cido hipoclérico y agua estéril, y se siembran en medio MS
complementado con kanamicina 50 pg/ml, y carbenicilina 100 ug/ml. Se seleccionan plantas transgénicas capaces
de crecer en medio con kanamicina afadida.

(3) Reduccién de la fertilidad de plantas transgénicas
Cuando las plantas resultantes, obtenidas usando el vector binario del (1) anteriormente mencionado en la etapa (2)

anterior, se examinan con respecto a sus semillas formadas en las vainas, se observa que el nimero de semillas se
reduce en relacién con plantas de tipo silvestre y se crean plantas transgénicas con fertilidad reducida.

Ejemplo 20
Creacion de plantas estériles masculinas por expresion especifica de 6rgano reproductor masculino de NtmybB

Las plantas pueden transformarse con plasmidos para expresién conducida por promotor expresable especifico de
o6rgano reproductor masculino del gen de NtmybB que reprime la transcripcion de genes expresables especificos de
fase G2/M. La modificacion del crecimiento celular en el érgano reproductor masculino conduce a la inhibicién o
supresion de la formacion de polen normal, permitiendo de este modo la produccion de plantas transgénicas con
fertilidad de semillas reducida.

(1) Construccién de plasmidos

El gen aplicable para expresion especifica de érganos reproductores masculinos detectable incluye el gen de AVP1
de Arabidopsis thaliana y el gen de AINACK2 de Arabidopsis thaliana. Las regiones promotoras de estos genes se
usan para construir plasmidos. EI ADN disponible que codifica cada regién promotora de estos genes incluye
insertos de regiones promotoras en los plasmidos pENTRAVP1 (AVP1) y pENTRO0.6 (AtNACK2), como se desvela
en el documento PCT/JP02/12268 (2002). EI ADN que codifica NtmybB puede prepararse a partir de OH88. Estos
fragmentos de ADN se insertan en el sitio, derivado por retirada del promotor de 35S de CaMV y el gen GUS de
pBl121 (Clontech), para crear plasmidos en los que el promotor de AVP1, NtmybB y el terminador de Nos estan
fusionados de forma operativa, o plasmidos en los que el promotor de AtNACK2, NtmybB y el terminado de Nos
estan fusionados operativamente. Estos plasmidos son vectores binarios para expresion conducida por el promotor
de AVP1 o promotor de AtNACK1 de NtmybB, que permiten la transformacién de plantas mediada por
Agrobacterium.

Las plantas transgénicas resultantes son seleccionables con kanamicina.
(2) Transformacion de Arabidopsis thaliana

Los plasmidos resultantes de la etapa (1) anteriormente mencionada se usan para transformar Agrobacterium
tumefaciens. A continuacion, se transforma Arabidopsis thaliana de ecotipo Col-0 por el método de inmersién Floral
(de la misma manera que en el Ejemplo 8) para transformacion mediada por Agrobacterium usando Agrobacterium
que alberga el plasmido anteriormente mencionado. Las semillas obtenidas de capullos florales infectados por
Agrobacterium se esterilizan con &cido hipoclérico y agua estéril, y se siembran en medio MS complementado con
kanamicina 50 pg/ml, y carbenicilina 100 ug/ml. Se seleccionan plantas transgénicas capaces de crecer en medio al
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que se ha afnadido kanamicina.
(3) Reduccion de la fertilidad de plantas transgénicas
Cuando las plantas resultantes, obtenidas usando el vector binario del (1) anteriormente mencionado en la etapa (2)

anterior, se examinan con respecto a sus semillas formadas en las vainas, se observa que el nimero de semillas se
reduce en relacién con plantas de tipo silvestre y se crean plantas transgénicas con fertilidad reducida.

Ejemplo 21

Modificacion del crecimiento y desarrollo en plantas de tabaco transgénicas con expresion reprimida de NtmybA1 y
NtmybA2

Se usa ARNi para reprimir la expresion de NtmybA1 y NtmybA2 enddgenos en plantas de tabaco transgénicas con
crecimiento y desarrollo suprimido.

(1) Construccién de plasmidos

Se construye ADN uniendo parte del ADN para NtmybA1 o NtmybA2, o ADN para tanto NtmybA1 como NtmybA2 en
una configuracién de repeticién invertida. Cuando los elementos se unen en una repeticion invertida, se inserta ADN
que codifica GUS como un espaciador entre las repeticiones. Los ADN de repeticion invertida resultantes se usan
como ADN de ARNi. Se inserta ADN fusionado operativamente que porta el promotor de 35S de CaMV, ADN de
ARNi, y el terminador de Nos en el plasmido pBI-RHL. Estos plasmidos son los de expresion conducida por el
promotor de 35S de CaMV de ARN en forma bicatenaria que codifica NtmybA1, NtmybA2 o tanto NtmybA1 como
NtmybA2, que permiten la transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Las plantas transgénicas
resultantes son seleccionables con higromicina. En las plantas transgénicas resultantes, la expresion de NtmybA1 o
NtmybA2 enddgenos, o tanto NtimybA1 como NtmybA2 enddgenos se reduce, desencadenado por ARN bicatenario
expresado. Es decir, la maquinaria de ARNi se puede obtener en plantas.

(2) Transformacion de plantas de tabaco

Los plasmidos construidos resultantes de la etapa (1) anteriormente mencionada se usan para transformar
Agrobacterium tumefaciens. A continuacion, se transforma Nicotiana tabacum ver. SR1 por el método de disco de
hoja usando Agrobacterium que alberga cada plasmido. Los callos resistentes a higromicina resultantes se
diferencian para regenerar plantas transgénicas individuales que permiten la produccion de semillas autofertilizadas.
(3) Modificacion del crecimiento y desarrollo en plantas transgénicas

Las semillas autofertilizadas de las plantas transgénicas resultantes, obtenidas usando el vector binario del (1)
anteriormente mencionado en la etapa (2) anterior, se siembran y se cultivan. Cuando se examinan sus estados de

crecimiento y desarrollo, se observa que el crecimiento y desarrollo de las plantas de tabaco transgénicas
resultantes se suprime, en relacion con el de plantas de tipo silvestre.

Ejemplo 22
Modulacion del crecimiento y desarrollo de plantas de tabaco transformadas por Ntmyb

En plantas de tabaco transgénicas que expresan un miembro seleccionado de NtmybA2, NtmybA2T5, NtmybA2T2 y
NtmybB endégenos, su crecimiento y desarrollo se inhibe o suprime.

En plantas de tabaco transgénicas en las que la expresién de un miembro en forma activadora de la transcripcion
seleccionado de NtmybA1 enddgeno, NtmybA2 enddgeno y tanto NtmybA1 como NtmybA2 endbgenos, se silencia o
se suprime con ARNi, su crecimiento y desarrollo se inhibe 0 se suprime.

(1) Construccién de plasmidos

El plasmido, pRHL (desvelado en el documento PCT/JP02/12268 (2002)), se escindié con Apal, sus extremos se
hicieron romos con ADN polimerasa T4 en el extremo protruyente, y después se sometié a autoligamiento para crear
pRHL2. El plasmido, pRHL2, se escindié con Xhol, sus extremos se hicieron romos con el fragmento de Klenow en
el extremo protruyente, y después se sometieron a autoligamiento para crear pRHL3. El plasmido, pRHL3, se
escindio con Spel, sus extremos se hicieron romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente y después
se sometio a autoligamiento para crear pRHL4.

Un fragmento de ADN que portaba el casete ccdB, cortado por escisién con EcoRIl de pENTR2B (Invitrogen), se hizo

de extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente y se inserté en el sitio Xmnl-BsaAl de
pDONR201 (Invitrogen) para crear pDONR201ACmI. El pldsmido que porta un inserto del fragmento de ADN en una
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direccion inversa a pDONR201ACmI se designa “pDONR201 ACm3”.

Un fragmento de ADN, cortado por escisién con Apal-Smal de pPDONR201ACm, se insertd en el sitio Apal-Smal de
pBIuescrlpt "Il (Stratagene) para crear pBS-attP.

Un fragmento de ADN, cortado por escisién con EcoRl de pDHu1-1 (presentado por cortesia de Yoshihisa UENO,
Escuela de Posgrado de Ciencia, Universidad de Nagoya, Jap6n), se hizo de extremos romos con el fragmento de
Klenow en el extremo protruyente, y después se insertd en el sitio Smal de pRHL4 para crear pPRHGUSRIL.

Un fragmento de ADN, cortado por escisién con Apal y Nrul de pPDONR201ACm3, se insertd en el sitio, derivado por
escision con Apal y Smal de pRHGUSRIL, para crear pPRHGUSRIP1.

Se insertd un fragmento de ADN, cortado por escisién con Apal de pBS-attP, formando extremos romos con ADN
polimerasa T4 en el extremo protruyente seguido de escision con Spel, en el sitio, derivado por escisiéon con Xhol de
pRHGUSRIP1, formando extremos romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente seguido de
escision con Spel, para crear pPRHGUSRIP2.

Se insert6 un fragmento de ADN, cortado por escision con Bglll de pPRHGUSRIP2, en el sitio, derivado por escision
con Bglll de pBI121 seguido de retirada del fragmento de ADN cortado, para crear pBI-GUSRIiP1.

Se realiz6 PCR con pBS-VA1A2 como molde como se desvela en el Ejemplo 10 (1), en combinacién con el cebador
B1T3:
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATTAACCCTCACTAAAGGG-3 (SEC ID N2: 41)

y

cebador B2T7:

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3' (SEC ID N2: 42)

para proporcionar un fragmento de ADN que portaba un segmento de ADN unido en tdndem que codificaba parte de
NtmybA1 y un se mento de ADN unido en tandem que codificaba parte de NtimybA2, en el que, la secuencia attB1
(sistema Gateway Invitrogen) se afadi6é a un extremo y la secuencia attB2 (sistema Gateway Invitrogen) al otro
extremo. Se somete una mezcla de este fragmento de ADN y plasmido pBI-GUSRIiP1 (Inwtrogen) a reaccién de BP
usando BP Clonase (Invitrogen) para generar pBIHmM-AIA2ARNi en el que el ADN que porta el segmento de ADN
unido en tandem que codifica parte de NtmybA1 y el fragmento de ADN unido en tandem que codifica parte de
NtmybA2 se insertan en una configuracion de repeticion invertida en pBI-GUSRIiP1

Se realiza PCR con pBS-VA1 como molde como se desvela en el Ejemplo 10 (1), en combinacién con
cebador B1T3:
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATTAACCCTCACTAAAGGG-3 (SEC ID N2: 41)

y

cebador B2T7:

5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3' (SEC ID N2: 42)

para proporcionar un fragmento de ADN que porta un segmento de ADN que codifica parte de NtmybA1, en el que | Ia
secuencia attB1 (sistema Gateway , Invitrogen) se afade a un extremo y la secuencia attB2 (sistema Gateway ,
Inwtrogen) al otro extremo. Se somete una mezcla de este fragmento de ADN y plasmido pBI-GUSRIP1 (Invitrogen)
a reaccion de BP usando BP Clonase™ (Invitrogen) para generar pBIHmM-AIA2ARNi en el que el ADN que porta el
segmento de ADN que codifica parte de NtmybA1 se insertan en una configuracion de repeticion invertida en pBI-
GUSRIP1.

Se realiza PCR con pBS-VA2 como molde como se desvela en el Ejemplo 10 (1), en combinacién con
cebador B1T3:
5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATTAACCCTCACTAAAGGG-3 (SEC ID N¢: 41)

y

cebador B2T7:

5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3' (SEC ID Ne: 42)

para proporcionar un fragmento de ADN que porta un segmento de ADN que codifica parte de NtimybA2, en el que | Ia
secuencia attB1 (sistema Gateway , Invitrogen) se afade a un extremo y la secuencia attB2 (sistema Gateway ,
Invitrogen) al otro extremo. Una mezcla de este fragmento de ADN y el plasmido pBI-GUSRiP1 (Invitrogen) se
somete a reaccion de BP usando BP Clonase " (Invitrogen) para generar pBIHmM-A2ARNi en el que el ADN que porta
el segmento de ADN que codifica parte de NtmybA2 se insertan en una configuracién de repeticién invertida en pBI-
GUSRIP1

Es decir, los plasmidos, (i) pBIHM-A1A2ARNi, (ii) pBIHM-A1ARNi y (iii) pBIHM-A2ARNi, son vectores binarios para
expresion conducida por el promotor de 35S de CaMV de ARN de forma bicatenaria (i) que codifica tanto NtmybA1
como NtmybA2, (i) ARN que codifica NtmybA1 y (iii) ARN que codifica NtmybA2, respectivamente, que permite la
transformaciéon de plantas mediadas por Agrobacterium. Las plantas transgénicas resultantes son seleccionables
con higromicina. En las plantas transgénicas resultantes por transformacién con un miembro seleccionado de los
vectores binarios (i) a (iii), los niveles in vivo de tanto NtmybA1 como NtmybA2 enddgenos expresados para el vector
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(i), NtmybA1 enddgeno expresado para el vector (ii), y NtmybA2 enddgeno expresado para el vector (iii), disminuyen,
desencadenado por ARN bicatenario expresado. Es decir, la maquinaria de ARNi se puede obtener en plantas.

(2) Transformacion de plantas de tabaco
Se transforman plantas de tabaco con los siguientes plasmidos:

(i) plasmido pBIHmM-A1A2ARNi (el (1) anterior)
(i) plasmido pBIHM-A1ARNi (el (1) anterior)

(iii) plasmido pBIHM-A2ARNi (el (1) anterior)

(iv) plasmido pBIHmM-NtmybA2 (Ejemplo 8 (1))

(v) plasmido pBIHM-NtmybA2T2 (Ejemplo 8 (1))

(vi) plasmido pBIHM-NtmybB (Ejemplo 8 (1))

(vii) plasmido pDBIHmM-NtmybA2T5 (Ejemplo 9 (1))

(viii) plasmido pBIHM-GFP (Ejemplo 8 (1))

(ix) plasmido pPZP211 (Ejemplo 9 (1))

(x) plasmido pPCYM-NtmybA2T2 (Ejemplo 9 (1))

(xi) plasmido pPZP211-35S:A2ARNi (Ejemplo 11 (1))

(xii) plasmido pPZP-35S:A2 (Ejemplo 12 (1))

(xiii) plasmido pPZP-35S:A2T2 (Ejemplo 12 (1))

Los plasmidos (i) a (xiii) se usan para transformar Agrobacterium tumefaciens. A continuacién, se transforma
Nicotiana tabacum ver. SR1 por el método de disco de hoja usando Agrobacterium que alberga cada plasmido. Se
producen plantas transgénicas resistentes a higromicina cuando se usan los plasmidos (i) a (viii), mientras que se
producen plantas transgénicas resistentes a kanamicina cuando se usan los plasmidos (ix) a (xiii). Los callos
resultantes se diferencian para regenerar plantas transgénicas individuales que permiten la producciéon de semillas
autofertilizadas.

(3) Modificacion del crecimiento y desarrollo en plantas transgénicas

Las semillas autofertilizadas de las plantas transgénicas resultantes, obtenidas en la etapa (2) anterior, se siembran
y se cultivan. Cuando se examinan sus estados de crecimiento y desarrollo, se observa que el crecimiento y
desarrollo de las plantas de tabaco transgénicas resultantes obtenidas usando un miembro seleccionado de los
vectores (i) a (vii) del (2) anteriormente mencionado esta inhibido o suprimido, en relaciéon con el de las plantas
transgénicas obtenidas usando el vector (viii) del (2) anterior, o plantas de tipo silvestre. También se observa que el
crecimiento y desarrollo de las plantas de tabaco transgénicas resultantes obtenidas usando un miembro
seleccionado de los vectores (x) a (xiii) del (2) anteriormente mencionado se inhibe o se suprime, en relacién con el
de las plantas transgénicas obtenidas usando el vector (ix) del (2) anterior, o plantas de tipo silvestre.

Ejemplo 23

Creacién de mutantes de NtmybA1, Os3RmybA1, AtMYB3R1 y AtMYB3R4 con capacidad activadora de la
transcripcion alterada

Los miembros de 3Rmyb vegetal en forma activadora de la transcripcion, NtmybA1, Os3RmybA1, AtMYB3R1 y
AtMYB3R4, pueden truncarse en el extremo C terminal para generar moléculas con capacidad activadora de la
transcripcion potenciada o moléculas con capacidad activadora de la transcripcién reducida. Los sitios o regiones
para suprimir pueden determinarse en el Ejemplo 14, y en las Figuras 15 a 18, o Ejemplo 15 y Figuras 19 a 25.

Es decir, para NtmybA1, la delecién de aminoacidos de restos que abarcan de las posiciones 579 a 1003, 641 a
1003 o0 715 a 1003, de la secuencia de aminoacidos de NtmybA1 permitira la creacion de mutantes de NtmybA1 que
tienen capacidad activadora de la transcripcion potenciada. Para Os3RmybA1, la delecién de aminoacidos de restos
que abarcan de las posiciones 575 a 993, 635 a 993 o 709 a 993, de la secuencia de aminoacidos de Os3RmybA1
permitira la creacion de mutantes de Os3RmybA1 que tienen capacidad activadora de la transcripcién potenciada.
Para AtMYB3R1, la delecién de aminoacidos de restos que varian de las posiciones 583 a 776, 621 a 776, 0 691 a
776, de la secuencia de aminoacidos de AtMYB3R1 permitira la creacién de mutantes de AtMYB3R1 que tienen
capacidad activadora de la transcripcion potenciada. Para AtMYB3R4, la delecion de aminoacidos de restos que
varian de las posiciones 570 a 961, 608 a 961 0 667 a 961, de la secuencia de aminoacidos de AtMYB3R4 permitira
la creacion de mutantes de AtMYB3R4 que tienen capacidad activadora de la transcripcion potenciada.

Ademas, para NtmybAT1, la delecién de aminoacidos de restos que abarcan de las posiciones 186 a 1003 o0 299 a
1003, de la secuencia de aminodcidos de NtmybA1 permitira la creacién de mutantes de NtmybA1 que tienen
capacidad activadora de la transcripcién reducida. Para Os3RmybAf1, la delecion de aminoacidos de restos que
abarcan de las posiciones 203 a 993 o 257 a 993, de la secuencia de aminodcidos de Os3RmybA1 permitira la
creacion de mutantes de Os3RmybA1 que tengan capacidad activadora de la transcripcién reducida. Para
AtMYB3R1, la delecién de aminoacidos de restos que abarcan de las posiciones 187 a 776 o 241 a 776, de la
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secuencia de aminoacidos de AtMYB3R1 permitira la creacién de mutantes de AtMYB3R1 que tengan capacidad
activadora de la transcripcion reducida. Para AtMYB3R4, la delecién de aminodacidos de restos que varian de las
posiciones 181 a 961 0 235 a 961, de la secuencia de aminoacidos de AtMYB3R4 permitira la creacién de mutantes
de AtMYB3R4 que tengan capacidad activadora de la transcripcién reducida.

La capacidad activadora de la transcripcion ejercida por los mutantes anteriormente mencionados puede
determinarse segun los métodos desvelados en los Ejemplos 3 y 18 controlando los niveles de transcripcion
conducida por el promotor de NACK1 en condiciones de expresion transitoria en protoplastos BY2. Cada capacidad
activadora de la transcripcion de estos mutantes de delecion se eleva o disminuye, en relaciéon con la de las
especies de tipo silvestre.

Ejemplo 24
Inhibicién del crecimiento de plantas de tabaco transgénicas que sobreexpresan NtmybA2
(1) Transformacion de plantas de tabaco

Se transformé Agrobacterium tumefaciens cepa EHA101 con un miembro seleccionado de los plasmidos
anteriormente mencionados, pBIHmM-NtmybA2 y pBIHM-GFP. A continuacion, se transformaron plantas de Nicotiana
tabacum ver. SR1 por el método de disco de hojas usando Agrobacterium que albergaba cada plasmido.

(2) Niveles de expresién de genes transferidos en plantas de tabaco transgénicas

Las plantas resistentes a higromicina resultantes individuales se cultivaron para producir semillas autofertilizadas.
Las semillas autofertilizadas resultantes de las lineas transformadas por NtmybA2, AW N°? 3 y AW N¢ 23, y linea
transformada por GFP, G N® 3, se sembraron en una maceta de plastico (13 cm) llena de un compuesto de suelo
(Kureha-Engei-Baido, Kureha Chemical Industry Co., Ltd.), y se cultivé a 27 °C. Las condiciones de luz incluyeron
cultivo durante 18 horas con luz continua, y cultivo durante 6 horas en oscuridad. La expresién de genes transferidos
se comprobd por RT-PCR en estas lineas. Se tomaron muestras de hojas terminales no expandidas de 5 plantas
individuales por linea, y se realizé6 amplificacion de NtmybA2 de acuerdo con el método del Ejemplo 10 (2)
anteriormente mencionado. Los productos de PCR resultantes se analizaron por técnicas electroforéticas en
agarosa. Como resultado, los niveles de NtimybA2 expresados aumentaron en las lineas, AW N2 3 y AW N¢ 23, en
relacion con la linea, G N2 3 y se verificd la sobreexpresion de genes transferidos en las lineas AW N° 3 y AW N2 23.

(3) Inhibicion del crecimiento de plantas de tabaco transformadas por NtmybA2

Se continta el cultivo de plantas respectivas individuales con NtmybA2, sobreexpresado, verificado en la etapa
anteriormente mencionada (2), y se examin6 sucesivamente la altura de la hierba y el nimero de hojas del follaje de
las mismas. Como resultado, las plantas individuales con niveles elevados de NtmybA2 expresado, AW N¢ 3 y AW
N¢ 23, tuvieron una altura de hierba reducida (Figura 32), y un menor tamafo de las hojas, en relacion con G N2 3.
Se observé que, en AW N2 3 y AW N2 23, los nimeros de hojas verdaderas mostraban una tendencia a reducirse
ligeramente (Figura 33). Sus internodos también se acortaron significativamente. Estos hechos indican que las
plantas de tabaco transgénicas con expresion conducida por el promotor de 35S de CaMV de NtmybA2 tienen su
crecimiento inhibido.

(4) Namero de células reducido y células de tamafio reducido en plantas de tabaco transformadas por NtmybA2

La linea de plantas transgénicas AW N¢ 23, cultivada en la etapa (3) anterior, se comparé con el tabaco de tipo
silvestre con respecto a su tamafio de hoja de follaje y células de la epidermis. Para observar las hojas del follaje, se
usaron hojas completamente expandidas que se localizaron en la misma posicién de hoja entre el tabaco de tipo
silvestre y AW N¢ 23. Cuando se compard el tamafo de estas hojas, el tamafo de la hoja de AW N® 23 se hizo
aproximadamente 80 % mas pequefio que el del tabaco de tipo silvestre. Para examinar células de la epidermis en
esta hoja, se prepararon muestras de discos de hoja y se fijaron decolorados con una mezcla de etanol:acido acético
(9:1). Las muestras de discos de hojas resultantes se fotografiaron con un microscopio de contraste de interferencia
diferencial, y se midio el area de 50 células de la epidermis por cada muestra. Como resultado, el area de la célula
se hizo aproximadamente 45 % mas pequefio en AW N2 23 que en la planta de tipo silvestre, se desveld que el
tamano de las células se reducia en AW N° 23. A partir de los resultados anteriores, el tamafo de células
constituyentes para hojas se hizo 45 % mas pequeiio en AW N° 23, el tamario de las hojas se redujo adicionalmente
a una tasa de miniaturizacién mayor, es decir, se hizo 80 % mas pequefio, y se cree por lo tanto que la causa de
hojas enanas es una reduccion en el nimero de células ademas de una reduccién en el tamano de las células.
También se cree que el nimero de células se reduce debido a un retardo en el ciclo celular.
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Ejemplo 25

Inhibicién del crecimiento de plantas de tabaco transgénicas para expresion conducida por el promotor de AtHB8 de
Arabidopsis thaliana de NtmybA2

Se crearon plantas de tabaco transgénicas para expresion conducida por el promotor del gen AtHB8 de Arabidopsis
thaliana de NtmybA2, y se compararon sus estados de crecimiento y desarrollo.

(1) Construccién de plasmidos para transformacién

Construcciéon del plasmido pDBIHmM-PAtHB8-NtmybA2

Se realiz6 una PCR usando ADN del genoma de Arabidopsis thaliana como molde en combinacién con
cebador PAtHB8-1F:
5-AACTGCAGCGGATAAACCAATTTTCAAATGATA-3’ (SEC ID N°: 96)

y

cebador PAtHB8-1700R:

5'-CGGGATCCCTTTGATCCTCTCCGATCTCTCTAT-3’ (SEC ID N2: 97)

para proporcionar un fragmento de ADN que portaba la region promotora del gen de AtHB8 de Arabidopsis thaliana
(SEC ID N2: 98, promotor AtHB8 N de Referencia de GenBank AL161582; nucle6tidos usados 89580 a 91279). Se
realizé una PCR usando OH60 como molde en combinacién con

cebador A2-ATG-Bam:

5-CGGGATCCATGGAAAGTGATAGAATAAGCAC-3 (SEC ID N¢: 99)

y

cebador A2T2-TAA-Not:
5-TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTAACAGCCTAAATGGAGTAAGACAG-3’ (SEC ID N2: 100)
para proporcionar un fragmento de ADN que portaba un segmento para parte de NtmybA2.

El producto de PCR, ADN del promotor de AtHB8, se escindi6 con Pstl y BamHI. El fragmento de ADN que portaba
un segmento para parte del NtmybA2 se escindié6 con BamHI y Notl. Estos dos fragmentos de ADN se insertaron en
el sitio, derivado por escision con Pstl-Notl de pBluescript (Stratagene), para crear el plasmido pBS-PAtHB8-
NtmybA2T2.

El plasmido pTH2 (Chiu et al., Curr Biol 1 mar 1996; 6 (3): 325-30) se escindié con EcoRlI, sus extremos se hicieron
romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente, y después se escindié6 con Notl para cortar un
fragmento de ADN que portaba el terminador de NOS. El fragmento de ADN resultante se insert6 en el sitio,
derivado por escision con Notl-EcoRV del plasmido pENTR2B (Invitrogen), para crear el plasmido pENTR-NOST1.

Se insertd un fragmento de ADN, cortado por escisiéon con Sall-Notl de pBS-PAtHB8-NtmybA2T2, en el sitio,
derivado por escision con Sall-Notl de pPENTR-NOST1, para crear el plasmido pENTR-PAtHBB-NtmybA2T2.

Se escindié OH60 con Sall, sus extremos se hicieron romos con el fragmento de Klenow en el extremo protruyente,
y después se escindié con Spel para cortar un fragmento de ADN que portaba la region C terminal de NtmybA2.
Este fragmento de ADN se insert6 en el sitio, derivado por escision con Spel-Smal de pENTR-PAtHB8-NtmybA2T2,
para crear el plasmido pENTR-PAtHB8-NtmybA2.

Se someti6 una mezcla del plasmido pDESTBI-1 (como se ha construido en el Ejemplo 9) y pENTR-PAtHBS-
NtmybA2 a recombinacion especifica de sitio con mezcla de Gateway LR Clonase = (Invitrogen) para generar
pDBIHmM-HB8-NtmybA2. La reaccién con mezcla de Gateway LR Clonase se realiz6 de acuerdo con los
protocolos incluidos en el reactivo. El vector, pDBIHmM-HB8-NtmybA2, es un vector plasmidico para expresién
conducida por el promotor de AtHB8 de NtmybA2 de longitud completa. También es un vector binario que permite la
transformacién de plantas mediada por Agrobacterium. Las plantas transgénicas son seleccionables con higromicina
de plantas transformadas con estos plasmidos.

(2) Transformacion de plantas de tabaco

El plasmido anteriormente mencionado, pDBIHmM-HB8-NtmybA2, se us6 para transformar la cepa de Agrobacterium
tumefaciens EHA101. A continuacion, se transformaron plantas de Nicotiana tabacum ver. SR1 y Nicotiana
bentamiana por el método de disco de hojas usando Agrobacterium que albergaba cada uno de estos plasmidos.

(3) Inhibicién del crecimiento de plantas de tabaco transgénicas que expresan NtmybA2, conducida por el promotor
de AtHB8

Se producen las semillas autofertilizadas de lineas transformantes respectivas obtenidas del (2) anterior. Estas

semillas se siembran en una maceta de plastico (13 cm) llena de un compuesto de suelo (Kureha-Engei-Baido,
Kureha Chemical Industry Co., Ltd.), y se cultivan a 27 °C. Las condiciones de luz incluyen cultivo durante 18 horas
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con luz continua, y cultivo durante 6 horas en oscuridad. Se inhibe el crecimiento de estas plantas transgénicas, en
comparacioén con plantas de tabaco de tipo silvestre y plantas transformadas por vector de control.

Ejemplo 26

Modificacién de la poliploidia de plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas con expresion reprimida de Atmyb3R1
y Atmyb3R4

(1) Construccion de plasmidos para expresion de ARNi de Atmyb3R1 y Atmyb3R4

Para crear plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana para induccion de ARNi para Atmyb3R1 y Atmyb3R4, se
construyen plasmidos adecuados. Se amplifican secuencias de ADN que contienen 250 o mas pares de bases por
PCR de ADNc de Atmyb3R1 como se muestra en la SEC ID N°: 75 y ADNc de Atmyb3R4 como se muestra en la
SEC ID N 76. Estos dos fragmentos de ADN se unen en tdndem para generar una construccion de ADN. Se
construyen plasmidos ligando la construccién de ADN resultante en una configuraciéon de repeticion invertida que
tiene GUS insertado entre las repeticiones de la misma manera que para la construcciéon de plasmidos como en el
Ejemplo 11. Este plasmido es un vector binario que permite no solamente la expresiéon controlada por el promotor de
35S de CaMV de ADN insertado sino también transformacion mediada por Agrobacterium de plantas de Arabidopsis
thaliana, en el que los transformantes resultantes son seleccionables con kanamicina. La maquinaria de ARNi se
obtiene con ARN expresado por el gen transferido en plantas de Arabidopsis thaliana transformadas con este
plasmido, conduciendo de este modo a una reduccién en los niveles de Atmyb3R1 y Atmyb3R4 expresados.

(2) Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana

Se transforma Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 por el método de inmersion Floral (de forma similar al Ejemplo 8)
usando Agrobacterium que alberga el plasmido construido en la etapa (1) anteriormente mencionada. Se esterilizan
semillas autofertilizadas obtenidas de plantas infectadas por Agrobacterium con etanol y acido hipoclérico, y se
aclaran bien con agua destilada estéril. Estas semillas se cultivan en medio agar MS complementado con
kanamicina a una concentracién de 50 pg/ml. Las plantas transgénicas son seleccionables como individuos
resistentes a kanamicina.

(3) Cambio en la endopoliploidia de plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas

Los transformantes vegetales resultantes seleccionados en la etapa (2) anteriormente mencionada se plantan en
una maceta y se cultivan. Las semillas autofertilizadas obtenidas de estas plantas transgénicas se esterilizan con
etanol y acido hipoclérico, y se aclaran bien con agua destilada estéril. Estas semillas se cultivan en medio de agar
MS complementado con kanamicina a una concentracion de 50 ug/ml. Los niveles de contenido de ADN nuclear se
miden usando hojas en roseta de plantas individuales resistentes a kanamicina cultivadas de la misma manera que
en el Ejemplo 11. Ya que Arabidopsis thaliana es una planta diploide, se observan picos 2C y 4C, y mas picos 8C y
16 C que indican un nivel de contenido de ADN nuclear aumentado debido a la endorreduplicaciéon cuando se mide
el nivel de contenido de ADN en Arabidopsis thaliana de tipo silvestre. Pueden identificarse plantas individuales con
endopoliploidia aumentada ensayando el nivel de contenido de ADN nuclear en plantas de Arabidopsis thaliana
transgénicas con niveles reducidos de Atmyb3R1 y Atmyb3R4 expresados, afectados por la maquinaria de ARNi.
Puede determinarse que las plantas individuales en las que no se observan picos 2C (detectables en el tipo
silvestre) son tetraploides. Puede determinarse que las plantas individuales en las que desaparecen picos 2Cy 4C y
son detectables picos 8C y 16 C son octaploides.

Aplicabilidad industrial

Se proporcionan técnicas para regular el ciclo celular que es importante para el cultivo de plantas, y para modificar la
proliferacién de células vegetales, y técnicas para modificar el desarrollo/diferenciaciéon de plantas individuales. Se
proporcionan genes vegetales Utiles para la regulacion del crecimiento de células vegetales y la regulacién del
desarrollo y diferenciacion de plantas individuales y sus tecnologias de aplicacién. Pueden desarrollarse nuevas
lineas vegetales y técnicas de cultivo de plantas utilizando las tecnologias. En particular, se proporcionan
tecnologias para modificar o regular las funciones de genes de 3Rmyb vegetales, nuevos genes mutantes de 3Rmyb
que tienen funciones modificadas, sus productos génicos y moléculas relacionadas. También se proporcionan
variantes de proteinas 3Rmyb vegetales que mejoran drasticamente en funciones activadoras de la transcripcién y
moléculas que actlan de forma negativa dominante contra transcritos de genes de 3Rmyb vegetales, y pueden
desarrollarse tecnologias que las utilizan. Ademas, dirigiéndose a dichos genes, se proporcionan tecnologias para
modificar la proliferacion de células vegetales y tecnologias para modificar el desarrollo/diferenciacion de plantas
individuales. Por lo tanto, pueden obtenerse células vegetales y plantas que conservan crecimiento de células y
desarrollo/diferenciaciéon modificados, y pueden desarrollarse plantas que tengan propiedades deseables, tales
como agrandamiento de 6rganos especificos, esterilidad masculina o resistencia a la tension mejorada.
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<Texto libre de listado de secuencias>

SEC ID N2 1, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina en las posiciones 3, 6

y 15y para cualquier base en la posicion 21

SEC ID N2
SEC ID N2
: 4, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina
SEC ID N2
SEC ID N2

SEC ID N¢®

SEC ID N¢

SEC ID N¢

SEC ID N¢
SECIDN
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID

0
Q
Q
0
0
0
0
0
0
Q
0
0
Q
0
0
0
0
0
0
Q
Q
0
0
0
0
0
0
Q
0

ZZZ2Z2ZZZZZZZZ2ZZ2ZZ2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22

2, Oligonucleoétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina
3, Oligonucleoétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

5, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina
6, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

: 7, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR, Cebador T7
SEC ID N2:
: 12, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 13, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 14, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 15, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, cebador T3
: 16, n significa cualquier base

: 18, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 19, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 20, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 21, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 24, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 25, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 26, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 27, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 28, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 29, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 30, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 31, ORF de Os3RmybA1

: 33, Cebador de RT-PCR para NtmybA1/A2

: 34, Cebador de RT-PCR para NtmybA1/A2

: 35, Cebador de RT-PCR para EF1a

: 36, Cebador de RT-PCR para EF1a

SEC ID N2
SEC ID N2
SEC ID N2
SEC ID N2

11, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

37, Cebador de PCR para ADN de VIGS A1
38, Cebador de PCR para ADN de VIGS A1
39, Cebador de PCR para ADN de VIGS A2
40, Cebador de PCR para ADN de VIGS A2

: 41, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 42, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 43, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 44, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 45, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 46, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 47, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 48, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 50, N? de Referencia de DDBJ AB056122, NtmybA1 (N° de Referencia de DDBJ BAB70510)
: 52, N° de Referencia de DDBJ AB056123, NtmybA2 (N° de Referencia de DDBJ BAB70511)
: 54, N® de Referencia de DDBJ AB056124, NtmybB (N° de Referencia de DDBJ BAB70512)
: 56, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 57, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 58, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 59, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 60, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 61, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 62, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 63, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 64, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 65, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 66, Oligonucledtido para actuar como un cebador para PCR

: 67, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 68, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 69, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 70, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

: 71, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 72, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 73, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

: 74, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR
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SEC ID N¢: 84, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID Ne2: 85, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N2: 86, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N¢: 87, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N¢: 89, Secuencia de aminoacidos disefiada

SEC ID N2: 90, Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa cualquier resto de aminoacido

SEC ID N2: 91, Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa cualquier resto de aminoacido

SEC ID N2: 92, Secuencia de aminoacidos disefada, X significa cualquier resto de aminoacido en las posiciones

3,4,7y8,SoTenlaposicién 2, Do E enla posicion 6y Lo | o V en la posicién 9

SEC ID N®: 93, Secuencia de amino&cidos disefnada, X significa H, W, Yo Fen 16 y 93, K, Ho Ren 19, 67, 102,
123,129,134y 150, S, T,G,Co Aen 32,54, 77,135,138y 146, Do Een 33y 110, L, | 0 V en 34, 49, 61, 65,
76 y 127 y cualquier resto en otros

SEC ID N¢: 94, Secuencia de aminodcidos disefiada, X significa Ko Ren4y17,LoVen11,SoTen12,L,10
Ven14,D o Een 16 y 20 y cualquier resto de aminoacido en otros

SEC ID N®: 95, Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa Ko R o D o E o H en la posicién 7 y cualquier
resto de aminodcido en la posicién 5

SEC ID N2: 96, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N¢: 97, Oligonucle6tido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N2: 99, Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

SEC ID N2: 100, Oligonucleoétido para actuar como un cebador para PCR

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.
<120> Células vegetales y cuerpos vegetales con crecimiento, desarrollo y diferenciacién de células modificados
<130> I1S-09PCT

<150> JP 2003-66064
<151> 12-03-2003

<160> 100
<170> PatentIn versién 3.1

<210>1

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina en las posiciones 3,6y 15y
cualquier base en la posicion 21

<220>

<221> misc feature
<222> (3)..(3)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (6).. (6)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (15)..(15)
<223> |

<220>

<221> misc feature

<222> (21)..(21)

<223> n significa cualquier base

<400> 1
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gangtncart gyywncaymg ntgg 24

<210>2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

<220>

<221> misc feature
<222> (10)..(10)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (13)..(13)
<223> |

<400> 2
yttyttdavn ganswr tkcec a

<210> 3

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

<220>

<221> misc feature
<222> (9)..(9)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (15)..(15)
<223> |

<400> 3

21

cartgyytnc aymgntggca raarg 25

<210>4

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

<220>

<221> misc feature
<222> (3)..(3)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (6)..(6)
<223> |

<400> 4
acnswnswrt tccarttrtg ytt

<210>5

23
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<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

<220>

<221> misc feature
<222> (6)..(6)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (18)..(18)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (21)..(21)
<223> |

<400> 5

caymgntggc araargtnyt nraycc 26

<210>6
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, n significa inosina

<220>

<221> misc feature
<222> (2)..(2)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (8)..(8)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (11)..(11)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (14)..(14)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (17)..(17)
<223> |

<220>

<221> misc feature
<222> (20)..(20)
<223> |

<220>
<221> misc feature
<222> (23)..(23)
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<223> |

<400> 6
hngcrttntc nswnckncen kgna 24

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, cebador T7

<400>7
taatacgact cactataggg 20

<210>8

<211> 228

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 8

cataggtgge aaaaggtict aaaccctgaa ttagtcaaag ggecatggtc caaagaagaa
gatgaaatca ttgttcagat ggtaaacaaa ctiggaccaa agaaatggtc aaccattget

caagctitge ctggacgtat aggaaagcaa tgtcgagaac ggtpgtacaa ccatcttaac
cctggeataa acaaggagge atggacacaa gaagaggaaa ttacccic

<210>9

<211> 305

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400>9

caccggigge agaaagtget ggatcctgaa tiggtcaaag ggecatggic caaagaagaa
gatgacatca ttgitcagat ggtaaacaas cttgggccaa agaaatggtc aaccattget
caagcttige ctggacgtat aggaaagcaa tgicgggaac ggtggeacaa ccatcttaac
cctggcataa acaaggagge atggacacaa gaagaggaaa ttaccctcat acatgctcat
cgaatgtatg gaaataaatg ggctgagtte acagaatttt tccacggeeg ciecgacaac

gecga

<210> 10

<211> 305

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 10
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cataggtgge agaaggtget ggaccctgaa ttggtcaaag ggecatggtc caaagaagaa
gatgacatca ttgticagat ggtaaacaaa cttggaccaa agaaatggtc aaccattget
caagetitec ctggacgtat aggaaagcaa tgtcggggac ggiggeacaa ceatettaac
cctggcgtaa acaaggagge atggacacaa gaagaggaaa ttaccctcat acatgeteat
cgaatgtatg gaaataaatg ggctgagetg acazaatttt tccacggccé taccgacaac

gecta

<210> 11

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 11
cagctcggcc catttattic catacatt 28

<210> 12

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 12
cgactggagc acgaggacac tga 23

<210> 13

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 13
cttcttgtgt ccatgcectcec ttgtttat 28

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 14
ggacactgac atggactgaa ggagta 26

<210> 15

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR, cebador T3
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<400> 15
aattaaccct cactaaaggg 20

<210> 16
<211>726

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> misc feature

<222> (542)..(542)

<223> n significa cualquier base

;ggc?t:téga atttgaaatc gcagacgagg cgagacgaag acgaagagga agagcaagag 60
ctagggtiag gaggaggcga tttgctecge cegeagateg gateccccac ciegictege 120
cceegatete getgtatice ttgaageaac tcectgaagg ccttactcag getigacegt 180
ataatgattt ttatatccct tagaggtttc tattgcaaag tgaggattga atgtcticag 240
tcatgatgac aagcgacaac ggaaaggcic cagagaaggg tggagaaget ictggacctt 300
catcagetee ccaagaaggt gaaatcagea atgaaccaca aaggegeegg cegetcagtg 360
ggaggaccac tggiccaaca cggegttcca cgaaaggaaa tiggacceet gaagaggatt 420
ccatattgtc cagagctgtt cagacatata aagggaggaa tiggaaaaaa atageggaat 480
gtittccgga tagaaccgat glacaatget tgeacaggtg geaaaaggtt ctaaacectg 540
anttggtcaa agggccatgg tccaaagaag aagatgacat cattgitcag atggiaaaca 600
aacttggacc aaagaaalgg tcaaccatig ctcaagettt geefggacgt ataggaaage 660
aatgtcgega acggtggeac aaccatctta accctggcat asacaaggag geatggacac 720
aagaag 726

<210> 17

<211> 574

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 17
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cctgaaggee teactgagge ttgacagtat aatgattttt atatcectig gaggtttcta
ctgcaaagig aggattgatt gicitcactc atgatgacaa gegataacgg aaaggetcca
gataaggatg gagagcottc tggacctceg tcggctectc aagaaggaga aatcageaat
gaaccaaaaa ggegacgace tcicaatggg aggaccaccg gtecgacacg gegttecace
aaaggaaalt ggacccctga agaggatgcec atatigteca gagetgtica gacatacaac
gggaagaact ggaaaaaaat ageggaatge itttccggata gaaccgatgt acaatgettg
cacaggtgge aaaaggttct aaaccctgaa ttagtcasag geccatggtc caaagaagaa
gatgaaatca ttgttcagat ggtaaacaaa ctlggaccaa agaaatggtc aaccattget
caagctttge ctggacglat aggaaagcaa tgtogagaac ggtggtacaa ccatcttaac
cctggeataa acaaggaggce atggacacaa gaag

<210> 18

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 18
aggaggcatg gacacaagaa gaggaaat 28

<210> 19

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 19
gctgtcaacg atacgctacg taacg 25

<210> 20

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 20
ggaaataaat gggccgagct gacaaaat 28

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 21
cgctacgtaa cggcatgaca gtc 23

58

60
120
180
240
300
360
420
480
540
574



10

15

20

25

30

ES 2531479713

<210> 22

<211> 757

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 22

ggaaataaat gggccgaget gacaaaattt ttaccaggaa ggacggacaa ttcaattaaa
aatcactgga acagttcagt aaagaagaaa gtcaattcat acatgtcatc aggtttactt
acccaagttt cgtgicteee tctaaatgaa tattctgeaa attgtaatic ctcaccageg
atgacccgac aaaacagtga agatagtggt tgttitgetg tccgagaggt tgaaaattca
tcagggtgta gtcaatcate acttgccaag gtttetiget ceccaagigea tgatactact

gtgecatigg getgigattt geaagitaaac gegaattttg acaagaatga agcacatgat
tetcaatctt ceatgggtce ccaageatge tatactictg cggaggctgt tgeatctget
ttgcctgetg tgcattgeca tgtticttce tctaaéttgg atccagatca acacttgeaa
gaggactttg ctcaaggact gaattiggac atgactatag atgaaatgec aactgttect
agttttegcag acaaccagac tgtttgiagt atagaaaatc atgaaagatc tctggageca
tatgatgtag caatggaget gectctctct atgttatcaa gtgattcigg agetgageaa
aaactacatt tcatgtclga ggetgacttc aacagtecta actgtetgaa atctgaacte
tggcaggata tttecttaca gggecttctt tctpggac

<210> 23

<211> 209

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 23

ggcagagggt agagtectgg atttegagtg taccacacct gaaagatcal cagacasaaa
tgctgecage aatctgegas gatatctgag cteacctatt ccttegtece atetictgaa
aagttttaga tagctigata taccatgtga ggaatacacc tcagacttge tgtaacaaic
attatgegaa cgatettglit cattacegt

<210> 24

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 24
tgtcttcagt catgatgaca agcga 25

<210> 25

59

60
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180
240
300

360
420
480
040
600
660
720
797

60
120
180
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<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 25
caagctatct aaaactttic agaagatgg 29

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 26
gatcaacact tgcaagagga 20

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 27
acagggcectt cttttctgga ¢ 21

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 28
agcatacctg aatgtgggga20

<210> 29

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 29
tactcatgat gaaagcacgg 20

<210> 30

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 30
atctccttca catggaagtc 20

<210> 31

60
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<211> 2996
<212> ADN
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<213> Oryza sativa

<220> <221> CDS
<222> (11).. (2992)
<223> ORF de Os3RmybAl

<400> 31

tgtettegtc atg atg aca age gat aac g%a aag get cca gat azg gat
¥

gga gag
Gly Glu
15

aat gas
Asn Glu
30

aca ceg
Thr Arg

ttg tce
Leu Ser

CE gaa
la Glu

caa aag
Gln Lys
95

?a at
u Asp
110

tgg {ca
Trp Ser

cga gaa
Arg Glu

tgg aca
Trp Thr

gea aat

Tet Met Thr Ser 5sp Asn Gly Lys Ala ?50 Asp Lys Asp
cct tet gga cct ceg teg get cct caa gaa éga a2 atc agc
Pro Ser Gly Pro 550 Ser Ala Pro Gin géu ly Glu lle Ser

cca aaa agg cga cga cct ctec aat gegg agg acc ace ggt ccg
Pro Lys Arg ggg Arg Pro Leu Asn éﬁy Arg Thr Thr é%y Ego

cgt tcc acc aaa gga aat tgg acc cct gaa gag gat gee ata
Arg Ser ggr Lys Gly Asn Trp ggr Pro Glu Glu Asp 663 Ile

aga gct git cag aca tac aac ggg aag aac {gg aaa aaa ata
Arg %%a Val Gln Thr Tyr #gn Gly Lys Asn Trp %gs Lys ile

tge tit ccg gat aga acc gat gta caa tge ttg cac agg tgg
ggs Phe Pro Asp Arg ggr Asp Val Gln Cys ggu His Arg Trp

5tt cta aac cct gaa tta gic aaa g%g cca tgg fcc aaa gaa
al Leu Asn Pro ?68 Leu Val Lys Gly ?53 Trp Ser Lys Glu

aa atc att gtt cag atg gta aac aaa ctt gga £ca aag aaa
lu Ife [le l%é Gln Met Val Asn %58 Leu Gly Pro Lys %gg

acc att ﬁct caa get ttg cet gga cgt ata gga aag caa tgt
Thr tle lég Gln Ala Leu Pro lég Arg 1le Gly Lys ?ig Cys

cgg tgg tac aac cat ctt aac cct gge ata aac aag gag
Arg {Eg Tyr Asn His Leu %gg Pro E?y Ile Asn %gg Glu

caa gaa Eag aa att acc cte ata cat get cat cga acg fat
?ég Glu Glu Glu Ie {Eg Leu Ile His Ala ?%3 Arg Thr Tyr

gca
Ala

aaa tgeg gcc gag cig aca aaa ttt tta cca gga agg acg gac

61

49

97

145

193

241

283

337

385

433

481

529

571
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Gly Asn Lys Trp Ala Glu Leu Thr Lys Phe Leu Pro Gly Arg Thr Asp
175 180 185

aat tca att aaa aat cac tgg aac agt tca gta aag aag aaa gic aat
Asn Ser Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Lys Val Asn
190 195 200 205

tca tac atg tca tca get tfa ctt acc caa gtt tcg tgt cic cet cta

Ser Tyr Met Ser Ser Gly Leu Len Thr Gln Val Ser Cys Leu Pro Leu
_ 210 215 220

aat gaa tat tct gea aaf tgt aat tce tca cca geg atg ace caa caa
Asn Glu Tyr ggg la Asn Cys Asn ggg Ser Pro Ala Met ggg Gln GIn

aac agti gaa gat agt ggt tgt tit gct gic cea Eag tt gaa aat tca
Asn Ser gig Asp Ser Gly Cys ggg Ala Val Arg Glu 2%1 lu Asn Ser

tca égg tgt agt caa tca tca ctt gcc aag gtt tct tge tce caa gtg
Ser 2%% Cys Ser Gln Ser gga Leu Ala Lys Val ggg Cys Ser Gln Val

cat gat act act gtg cca ttg ggc tgt gat ttg caa gta aac gcg aat
His Asp Thr Thr Val Pro Leu Gly Cys Asp Leu Gln Val Asn Ala Asn
270 279 280 285

ttt ﬁac aag aat gaa gea cat gat tet caa tet tee afg Egt CCC caa
Phe Asp Lys Asn gég Ala His Asp Se: gég Ser Ser Met Gly 563 Gln

t gea tct gct ttg cct get gtg

1 Ala Ser Ala Leu Pro Ala Val

0 : 315

cat tgec cat gtt tet tee tet aac ttg ﬁat cca Eat caa cac tig caa
v Asp Pro

His Cys His Val Ser Ser Ser Asn Le sp Gln His Leu Gln
320 325 330

gag gac ftt get caa gga clg aat tig gac atg act ata gat gas atg
Glu ggg Phe Ala Gln Gly %33 Asn Leu Asp Met gﬂg Ile Asp Glu Met

cca act gtt cct agt ttt gea gac aac cag act gtt tgt agt ata gaa
Pro Thr Val Pro Ser Phe Ala Asp Asn Gln Thr Val Cys Ser Ile Glu
350 355 360 365

aat cat gaa aga tct cig éag cca tat pat 5ta ca atg gag gtg cct
Asn His Glu Arg ggg Leu Glu Pro Tyr ggg al Ata Met Glu ggo Pro

ctc tct atg tta tca agt gat tct gga get gag caa aaa cta cat ttc
Leu Ser Met %gg Ser Ser Asp Ser gég Ala Glu Gln Lys %gg His Phe

Eca tge tat act tct Ecg gag get gt
la Cys Tyr ggg Ser Ala Glu Ala 3?

atg tect éag get gac tte aac agt cci aac tgt ctg aaa tet gaa cic
Met Ser 463 Ala Asp Phe Asn igg Pro Asn Cys Leu 5{3 Ser Glu Leu

62

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1261

1249
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cag ggc ctt cit tct gga cct gat geca git

Trp gln Asp Ile Ser Leu gén Gly Leu Leu Ser Glg Pro Asp Ala Val

gaa gct gat tea att tca aga tca aat cac caa tcg gat gta tat icc
gég Ala Asp Ser 1le Egr Arg Ser Asn His Gln Ser Asp Val Tyr EZE

tet gaa gea gat acc cat

Ser Glu Ala

tca aat tct tca agt gtg

Ser Asn Ser Ser Ser Val Met Gly Leu
465 470

ta cct cea tct

atg tca
al Pro Pro Ser
480

Met Ser

gea cet ttc gat aat aga
Ala ggg Phe Asp Asn Arg

gea tg gtt ace caa
Ala 5&1 Val Thr gig

ttt ict aac cct ggt tgt
Phe Ala Asn Pro gég Cys

atg gaa age ata cct
Met Glu Ser %ig Pro 1u

Eaa cct gaa ﬁcc agt cta
lu Pro Glu la Ser Leu

act geca cca gat
Thr Ala Pro
575

aa cag
lu Gln

cgt tit cca age ctg
Agg Phe Pro Ser Leu ﬁgg

tct gat ctc caa gag
Ser gfy Asp Leu Gln éau

cat tca acc atg aat 5tc
His Ser Thr Met Asn Val

act caf gat gaa agc acg

sp Thr His Phe Leu
450

tit tta gca cca cce tac -atg cca cag aca

12 Pro Pro Tyr Met Pro Gln Thr
455 460

atg ggg cit ac cag agt cca cag
Esp Gin Ser Pro Gln

ctt att tgt tca aat get atg act gat gat
Leu iég Cys Ser Asn Ala ggg Thr Asp Asp

cca E%g cgg aag gaa atg cca ctt fct cag

Pro y Arg Lys Glu Mgé Pro Leu Ser Gln
tct tee agt tet tot ct gaa atg
Ser Ser Ser Ser Ser 5 ila Glu Met

agc aat gac aga cat %tt cet tet fea acg
Ser Asn Asp Arg His Val Pro Ser gga Thr

a tgt geg gac caa cag gtt act aat gcg gaa
Cys Gly ggg Gin Gln Val Thr Asg Ala Glu

gap aaa gaa cca teg ctt aca cag agt gtg
Glu Lgs lu Pro Ser Leu ghg Gln Ser Val

gac aag gga gcc cte ttc tac gaa cet cet
%38 Lys Gly Ala Leu ggg Tyr Glu Pro Pro

at ¢tt
sp Leu

ta acc

gtt cca ttt Etc agt tge 2 B¢
a r
605

Val Pro Phe Val Ser Cys

ttt agt cce cit ggc att cgg cag tta atg
Phe Ser Pro Leu E%y Ile Arg Gln ggg Met

tgc acg cca atg aga tig tgg gee ifcc cot

Cys Thr Pro Met Arg Leu Trp Gly Ser Pro.
630 63%

gge gtt tig cte aag agt gct gee aaa age

63

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1825

1873

1921

1969
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Thr His Asp Glu Ser Thr Gly Val Leu Leu Lys Ser Ala Ala Lys Ser
640 645 650

ttc ata tge acg cca tca ata ctg aag aaa cgt cac aga iat cte ttg
Phe é%g Cys Thr Pro Ser éég Leu Lys Lys Arg H1s Arg Asp Leu Leu

tet cct att cca gat aaa aga atc gag aag aaa tat ggg act gaa aag
Sgg Pro Ile Pro ESp Lys Arg Ile glu Lys Lys Tyr g

t cgt gee gta tca gac aca tce tee ace gec att caa aca agt tgt
ﬁgp Arg Gly Val Ser ﬂsp Thr Ser Ser Thr G% Ile Gin Thr 885 Cys

‘atc aat ﬁcc act aaa gat gat gca ctt ata act aca gtt ttg cgt att
[le Asn Ala ;8; Lys Asp Asp Ala %fg Ile Thr Thr Val %fg Arg lle

éag cga ict iCt tct tet aaa tet ctg gaa aag aaa ctt gtt tic tet
lu Arg Ser la Ser Ser Lys Seg Leu Glu Lys Lys %33 al Phe Ser

Eaa aac aag gaa aat tig E%c tac aca act gaa cag aca aaa at
fu Asn Lys Glu Asn Lgu y Tyr Thr Thr Glu Gln Thr Lys

gga cag agt get gfa aat gac gaa cac atg gac gag cag aca aca ggg
15 GIn Ser Ala Gly Asn Asp Glu His Met Asg Glu Gin Thr Thr Gly

gaa cgc agt tet gea aca aat gta get act aat gat iac ctg tca ggc
lu Arg Ser Ser 7%3 Thr Asn Val Ala ;gg Asn sp Leu ggg Gly

aat tta caa cct geca gg t ctt att gaa cac agc gegc gat gat ccc
Asn Leu Gln Pro Ala e Leu Ile Glu His Ser Gly Asp Asp Pro
785 790 795

t tce cca gat tat ggc aaa aat acc atg aat cag aag ctg aac aca
e Ser gao Asp Tyr Gly Lys gsn Thr Met Asn Gin L{g Leu Asn Thr

aaa tct tta teca gte tgt aag gag gga glg tgt gel aaa tca
Asn 5&% Lys Ser Leu Ser Vaé Cys Lys Glu Ef ﬁal Cys Ala Lys Ser

aag ccc act a cic ate éag aaa tct tca cca tgt afa aat gig
ggg Pro Thr Glu Leu Ile lu Lys Ser ggg Pro Cys Ile Asn 82%

gat tat gaa tat gig aac ata ttg at acc cca ggt atc aza aga
Asp Tyr Elu Tyr Val Asn [le Leu E Esp Thr Pro E Ile Lgs Arg

cta gaa {ct cet tea gea igg aag tee cct tgg tic at atg
Eﬁa Leu Elu Ser Pro Ser Ala Trp ggg Ser Pro T%g Phe al Esp Met

64

ly Thr Glu Lys
685

2017

2085

2113

2161

2209

2257

2305

2353

2401

2449

2497

2545

2593

2641
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cat ttt cag ggt f{ca tac ttc acc age cea iat agt tac gac
His Phe gén 1y Ser Tyr Phe ghr Ser Pro sp Ser Tyr Asp la

cta gga ttg atg aag cag ata aat gtg cag act get ECt get tig gtg
Leu ly Leu Met Lys Gin 568 Asn Val Gln Thr la Ala Leu Val

aa gcc cgt gag gta ctg gea age ¢ caa tgt gac aac ata age
9%3 Ala Arg ga gal Leu Ela Ser E?y Gln Cys Asp Asn Ile Sgg

tct gat aag gaa aac acg ggg aat cea CC aag aag gaa cca ggg
Ser isp Lys Glu Asn Thr Ely Asn Pro ﬁ ﬁla Lys Lys élu gﬁg Gly

aca acc aaa itg caa aca aaa atc atg gca gag ggt aga gic ctg gat
Thr Thr Lys Lzu Gln Thr Lys Ile Meg Ala Glu Gly Arg g%% Leu Asp

tic Eag tet acc aca cct gaa aga tca ica Eac aaa aat get g%c age
Phe Glu Cys Thr Thr Pro Glu ggg Ser Ser Asp Lys Asn Ala Gly Ser

aat ctg Ega aga tat ctg age fca cct att cct teg tcc cat ctt ctg
Asn Leu 1y Arg Tyr Leu Sgr Ser Pro Ile Pro Seg Ser His Leu Leu

aaa agt ttt aga tag cttg
ggg Ser Phe Arg

<210> 32
<211>993

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 32

Met Met Thr Ser Asp Asn Gly Lys Ala Pro Asp Lys Asp Gly Glu Pro
1 5 10 15
Ser Gly Pro Pro Ser Ala Pro Gln Glu Gly Glu Ile Ser Asn Glu Pro
20 25 30
Lys Arg Arg Arg Pro Leu Asn Gly Arg Thr Thr Gly Pro Thr Arg Arg
35 40 45
Ser Thr Lys Gly Asn Trp Thr Pro Giu Giu Asp Ala Ile Leu Ser Arg
50 59 60

Ala Val Gln Thr Tyr Asn Gly Lys Asn Trp Lys Lys Ile Ala Glu Cys

65

2689

2737

2785

2833

2881

2929

2971

2996
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65 0 . 75 80

Phe Pro Asp Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val
85 90 95
Leu Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu Glu Asp Glu
100 105 110
Ile Ile Val GIn Met Val Asn Lys Leu Gly Pro Lys L%s Trp Ser Thr
115 120 125
1le Ala GIn Ala Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg Glu Arg
130 135 140
Trp Tyr Asn His Leu Asn Pro Gly Ile Asn Lys Glu Ala Trp Thr Gln
145 150 155 160
Glu Glu Glu Ile Thr Leu Ile His Ala His Arg Thr Tyr Gly Asn Lys
‘ 165 170 175
Trp Ala Glu Leu Thr Lys Phe Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ser Ile
180 185 190 -
Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Lys Val Asn Ser Tyr Met
195 200 205
Ser Ser Gly Leu Leu Thr Gln Val Ser Cys Leu Pro Leu Asn Glu Tyr
210 _ 215 220
Ser Ala Asn Cys Asn Ser Ser Pro Ala Met Thr Gln GIn Asn Ser Glu
225 230 235 240
Asp Ser Gly Cys Phe Ala Val Arg Glu Val Glu Asn Ser Ser Gly Cys
245 250 - 285
Ser Gln Ser Ser Leu Ala Lys Val Ser Cys Ser Gln Val His Asp Thr
260 265 270
Thr Val Pro Leu Gly Cys Asp Leu GIn Val Asn Ala Asn Phe Asp Lys
275 280 285

Asn Glu Ala His Asp Ser Gin Ser Ser Met Gly Pro Gln Ala Cys Tyr
290 295 300

66
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Thr Ser Ala Glu Ala Val Ala Ser Ala Leu Pro Ala Val His Cys His
305 310 315. 320
Val Ser Ser Ser Asn Leu Asp Pro Asp Gin His Leu Gln Glu Asp Phe
325 330 335
Ala Gln Gly Leu Asn Leu Asp Met Thr Ile Asp Glu Met Pro Thr Val
340 345 350
Pro Ser Phe Ala Asp Asn Gln Thr Val Cys Ser Ile Glu Asn His Glu
355 360 365
Arg Ser Leu Glu Pro Tyr Asp Val Ala Met Glu Val Pro Leu Ser Met
370 375 380
Leu Ser Ser Asp Ser Gly Ala Glu GIn Lys Leu His Phe Met Ser Glu
385 390 395 400
Ala Asp Phe Asn Ser Pro Asn Cys Leu Lys Ser Glu Leu Trp Gln Asp
405 : 410 415
Ile Ser Leu Gin Gly Leu Leu Ser Gly Pro Asp Ala Val Glu Ala Asp
420 425 430
Ser Ile Ser Arg Ser Asn His Gin Ser Asp Val Tyr Ser Ser Glu Ala
435 440 445 |
Asp Thr His Phe Leu Ala Pro Pro Tyr Met Pro Gln Thr Ser Asn Ser
450 455 460
Ser Ser Val Met Gly Leu Ala Asp Asp GIn Ser Pro Gln Met Ser Val
465 470 475 480
Pro Pro Ser Leu [le Cys Ser Asn Ala Met Thr Asp Asp Ala Pro Phe
485 490 495
Asp Asn Arg Pro Gly Arg Lys Glu Met Pro Leu Ser Gln Ala Glu Val
500 505 510
Val Thr Gln Ser Ser Ser Ser Ser Gly Asp Ala Glu Met Phe Ala Asn
515 520 525

Pro Gly Cys Ser Asn Asp Arg His Val Pro Ser Ser Thr Met Glu Ser

67
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530 535 540

Ile Pro Glu Cys Gly Asg Gln Gln Val Thr Asn Ala Glu Giu Pro Glu

545 95 595 560

Ala Ser Leu Glu Lys Glu Pro Ser Leu Thr Gin Ser Val Thr Ala Pro
565 570 575

Asp Glu Gln Asg Lys Gly Ala Leu Phe Tyr Glu Pro Pro Arg Phe Pro

58 . 585 59
Ser Leu Asp Val Pro Phe Val Ser Cys Asp Leu Val Thr Ser Gly Asp
595 600 605
Leu Gln Glu Phe Ser Pro Leu Gly Ile Arg Gln Leu Met His Ser Thr
610 6i5 620

Met Asn Val Cys Thr Pro Met Arg Leu Trp Glg Ser Pro Thr His Asg

625 ‘ 630 63 64

Glu Ser Thr Gly Val Leu Leu Lys Ser Ala Ala Lys Ser Phe ile Cys
645 650 655

Thr Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg Asp Leu Leu Ser Pro Ile

660 665 670
Pro Asp Lys Arg Ile Glu Lys Lys Tyr Gly Thr Glu Lys Asp Arg Gly
675 6%0 655
Val Ser Asp Thr Ser Ser Thr Gly [le Gln Thr Ser Cys Ile Asn Ala
690 695 | 700

Thr Lys Asp Asp Ala Leu Ile Thr Thr Val Leu Arg Ile Glu Arg Ser

705 710 715 720

Ala Ser Ser Lys Ser Leu Glu Lys Lys Leu Val Phe Ser Asp Glu Asn
725 730 735

Lys Glu Asn Leu Gly Tyr Thr Thr Glu Gin Thr Lys Asp Gly Gln Ser
740 745 750

Ala Gly Asn Asp Glu His Met Asp Glu Gln Thr Thr Gly Glu‘Arg Ser
755 760 765

68



<210> 33
<211> 21
<212> ADN

ES 2531479713

Ser Ala Thr Asn Val Ala Thr Asn Asp Asp Leu Ser Gly Asn Leu Gln
770 775 780
Pro Ala Gly 1le Leu Ile Glu His Ser Gly Asp Asp Pro Ile Ser Pro
785 790 795 800
Asp Tyr Gly Lys Asn Thr Met Asn Gln Lys Leu Asn Thr Asn Val Lys
bl §10 815
Ser Leu Ser Val Cys Lys Glu Gly Val Cys Ala Lys Ser Lgs Pro Thr
820 825 830
Glu Leu [le Val Glu Lys Ser Ser Pro Cys Ile Asn Val Asp Tyr Glu
835 840 845
Tyr Val Asn lle Leu Ala ASg Thr Pro Gly 1le Lys Arg Gly Leu Glu
850 85 860
Ser Pro Ser Ala Trp Lys Ser Pro Trp Phe Val Asp Met His Phe Gln
865 870 875 880
Gly Ser Tyr Phe Thr Ser Pro Ala Asp Ser Tyr Asp Ala Leu Gly Leu
885 830 895
Met Lys Gln Ile Asn Val Gin Thr Ala Ala Ala Leu Val Glu Ala Arg
900 905 810
Glu Val Leu Ala Ser Gly Gly Gin Cys Asp Asn [le Ser Ser Asp Lys
915 920 925
Glu Asn Thr Gly Asn Pro Asp Ala Lys Lys Glu Pro Gly Thr Thr Lys
930 935 940
Leu GIn Thr Lys Ile Met Ala Glu Gly Arg Val Leu Asp Phe Glu Cys
945 a0 - 955 960
Thr Thr Pro Glu Arg Ser Ser Asp Lys Asn Ala Gly Ser Asn Leu Gly
. 065 g70 975

Arg Tyr Leu Ser Ser Pro [le Pro Ser Ser His Leu Leu Lys Ser Phe
980 985 - 990

Arg
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RT-PCR para NtmybA1/A2

<400> 33
gtacaatgct tgcaccggtg g 21

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de RT-PCR para NtmybA1/A2

<400> 34
tgtagactgg gaacagccag ¢ 21

<210> 35

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de RT-PCR para EF1a

<400> 35
agaccaccaa gtactactgc20

<210> 36

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de RT-PCR para EF1a

<400> 36
gtcaagagcc tcaaggagag 20

<210> 37

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para ADN de VIGS A1

<400> 37
atagttctgt taaaaagaaa ctg 23

<210> 38

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para ADN de VIGS de A1

<400> 38
taacattgaa caagaaacat cttg 24

<210> 39

<211> 21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para ADN de VIGS de A2

<400> 39
acaaagtctt ctctaactac g 21

<210> 40

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para ADN de VIGS de A2

<400> 40
agcttcgagt cgtctageg 19

<210> 41

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 41
ggggacaagt ttigtacaaaa aagcaggctc aattaaccct cactaaaggg 50

<210> 42

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 42
ggggaccact tigtacaaga aagctgggtc gtaatacgac tcactatagg gc

<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 43
ccgtcgacta tgcagcctcg tcaaacataa 30

<210> 44

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 44
ccgtcgacta ccacagccta aatggagta 29

<210> 45

<211> 31
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 45
ccgtcgacta tatgctcgaa ttttcgttca ¢ 31

<210> 46

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 46
ccgtcgacta gcattctgaa gcttectce 29

<210> 47

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 47
ccgtcgacta ctttttgacg gaactattce 30

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 48
tatccttcge aagacccttc 20

<210> 49
<211>788

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 49
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Met Thr Ser Asp Asn Gly Lys Ala Pro Asp Lys Asp Gly 6lu Pro Ser
1 5 10 15
Gly Pro Pro Ser Ala Pro Gln Glu Gly Glu Ile Ser Asn Glu Pro Lys
20 25 30
Arg Arg Arg Pro Leu Asn Gly Arg Thr Thr Gly Pro Thr Arg Arg Ser
35 40 45
Thr Lys Gl& Asn Trp Thr Pro Glu Glu Asp Ala Ile Leu Ser Arg Ala
50 55 60
Val Gln Thr Tyr Asn Gly Lys Asn Trp Lys Lys Ile Ala Glu Cys Phe
65 70 ‘ 5 80
Pro Asp Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu
85 a0 95
Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu Glu Asg Glu Ile
) 100 105 11

[le Val Gln Met Val Asn Lys Leu Gly Pro Lys Lys Trg Ser Thr 1le
115 120 12
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Ala Gln Ala Leu Pro Gly Arg [le Gly Lys Gln Cys Arg Glu Arg Trp
© 130 13 140 .
Tyr Asn His Leu Asn Pro Gly ite Asn Lys Glu Ala Trp Thr Gln Glu
145 150 155 160
Glu Glu Ile Thr Leu lie His Ala His Arg Met Tyr Gly Asn Lys Trp

165 170 175
Ala Glu Leu Thr Lys Phe Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ser [le Lys
180 185 190
Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lgs Lys Lys Val Asn Ser Tyr Met Ser
195 200 205
Ser Gl% Leu Leu Thr Gin Val Ser Cys Leu Pro Leu Asn Glu Tyr Ser
21 215 220
Ala Asn Cys Asn Ser Ser Pro Ala Met Thr Gin Gin Asn Ser Glu Asp
225 230 235 240
Ser Gly Cys Phe Ala Val Arg Glu Val Glu Asn Ser Ser Gly Cys Ser
245 250 . 255
Gln Ser Ser Leu Ala Lys Val Ser Cys Ser Gln Val His Asp Thr Thr
260 265 270
Val Pro Leu Gly Cys Asp Leu Gln Val Asn Ala Asn Phe Asp Lys Asn
275 280 285
Glu Ala His Asp Ser Gln Ser Ser Met Gly Pro Gln Ala Cys Tyr Thr
290 295 300
Ser Ala Glu Ala Val Ala Ser Ala Leu Pro Ala Val His Cys His Val
305 310 315 320
Ser Ser Ser Asn Leu Asp Pro Asp Gln His Lev GIn Glu Asp Phe Ala
325 330 335

Gln Gly Leu Asn Leu Asp Met Thr Ile Asp Glu Met Pro Thr Val Pro
340 345 350
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Ser Phe Ala Asp Asn Gln Thr Val Cys Ser Ile Glu Asn His Glu Arg
355 360 365
Ser Leu Glu Pro Tyr Asp Val Ala Met Giu Val Pro Leu Ser Met Leu
370 375 380
Ser Ser Asp Ser Gly Ala Glu Gln Lys Leu His Phe Met Ser Glu Ala
385 390 395 400
Asp Phe Asn Ser Pro Asn Cys Leu Lys Ser Giu Leu Trp Gln Asp lle
405 410 415 -
Ser Leu Gln Gly Leu Leu Ser Gly Pro Asp Ala Val Glu Ala Asp Ser
420 425 430
Ile Sef Arg Ser Asn His Gln Ser Asp Val Tyr Ser Ser Glu Ala Asp
435 440 445
Thr His Phe Leu Ala Pro Pro Tyr Met Pro Gln Thr Ser Asn Ser Ser
450 455 460
Ser Val Met Gly Leu Ala Asp Asp Gln Ser Pro Gln Met Ser Val Pro
485 470 475 480
Pro Ser Leu lle Cgs Ser Asn Ala Met Thr Asp Asp Ala Pro Phe Asp
485 490 495
Asn Arg Pro Gly Arg Lys Glu Met Pro Leu Ser Gln Ala Glu Val Val
500 505 510
Thr Gln Ser Ser Ser Ser Ser Glg Asp Ala Glu Met Phe Ala Asn Pro
515 52 525
Gly Cgs Ser Asn Asp Arg His Val Pro Ser Ser Thr Met Glu Ser Ile
530 535 540
Pro Glu Cys Gly Asp Gin Gln Val Thr Asn Ala Glu Glu Pro Glu Ala
545 550 555 560
Ser Leu Glu Lys Glu Pro Ser Leu Thr Gln Ser Val Thr Ala Pro Asp
‘ 565 570 575

Glu Gln Asp Lys Gly Ala Leu Phe Tyr Glu Pro Pro Arg Phe Pro Ser
580 585 590
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Leu Asp Val Pro Phe Val Ser Cys Asp Leu Val Thr Ser Gly Asp Leu
595 600 605
Gln Glu Phe Ser Pro Leu Glg Ite Arg Gin Leu Met His Ser Thr Met
610 61 620
Asn Val Cys Thr Pro Met Arg Leu Trp Gly Ser Pro Thr His Asp Glu
625 630 635 640
Ser Thr Gly Val Leu Leu Lys Ser Ala Ala Lys Ser Phe Ile Cys Thr
645 650 655

Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg Asp Leu Leu Ser Pro lie Pro
660 665 . 670

Asp Lys Arg Ile Glu Lys Lys Tyr Gly Thr Glu Lys Asp Arg Gly Val
675 680 685

Ser Asg Thr Ser Ser Thr Gly Ile Gln Thr Ser Cys Ile Asn Ala Thr
69 695 700 .

Lys Asp Asp Ala Leu Ile Thr Thr Val Leu Arg Iie Glu Arg Ser Ala
705 710 71 720 -

'Ser Ser Lys Ser Leu Glu Lys Lys Leu Val Phe Ser Asp Glu Asn Lys
725 730 735

Glu Asn Leu Glg Tyr Thr Thr Glu Gln Thr Lys Asp Gly Gln Ser Ala
T4 T45 750
Gly Asn Asp Glu His Met Asp Glu Gln Thr Thr Gly Glu Arg Ser Ser
755 760 765
Ala Thr Asn Val Ala Thr Asn Asp Asp Leu Ser Gly Asn Leu Val Ser
770 775 780

Thr Ser Ser Phe
785

<211> 3012
<212> ADN
<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(3012)
<223> N? de referencia DDBJ AB056122, NtimybA1 (N de referencia DDBJ BAB70510)

<400> 50
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atg gaa agt gat aaa acc agc acg acg cct tca gat gat atc agt agt -

?et Glu Ser Asp %ys Thr Ser Thr Thr ?60 Ser Asp Asp Iie ?gr Ser

ctg caa aga gitt cag cct teg cac geg agg acg agt ggt cct aag aga
Leu Glr Arg ggl Gln Pro Ser His giy Arg Thr Ser Gly 250 Lys Arg

cgt tcc agt cag tgg act ccc gag gag gat gaa atc ttg cge caa gct
Arg Ser ggr Gln Trp Thr Pro é&u glu sp Elu Ile kgu Arg Gln Ala

tc caa cag ttt aag ggg aaa age igg aaa agg att Ecg gaa tgt ttt
al gén GIn Phe Lys Gly %gs Ser Trp Lys Arg éée 12 Glu Cys Phe

aag gac cgg aca gat glg caa tge ttg cac agg tgg cag aaa gttt ctt
%gs Asp Arg Thr Asp ggl Gln Cys Leu His %gg Trp Gln Lys Val ggu

at cct gaa cti gtc aaa ggc tca fgg act aag gag gag gat gat aaa
isp Pro Glu Leu ggl Lys é%y Ser Trp gBr Lys glu Glu Asp ggp Lys

cta atc éaa tta gtg aac aga tat ggc ccc aaa aaa tgg tcc acc att
Leu Ile Glu %88 Val Asn Arg Tyr ?6% Pro Lys Lys Trp ?fﬁ Thr Ile

gea caa gag tta gea gga cgh att ppa aag caa tgc cgp gaa agg tgg
Ala Gln ?ig Leu Ala Ely Arg {ég gly Lys Gln Cys Qgg Glu Arg Trp

cac aat cat ctg aat cct geca ata aac aaa gaa cct tgg aca caa éag
His Asn His Leu Asn Pro Ala Ile Asn Lys Glu Pro Trp Thr Gln Glu
130 135 140
Eag aa ttg act cta att cgt gec cac caa gtt tat gga aac aag igg
Iu Glu Leu Thr Leu ile Arg Ala His Gln Val Tyr Gly Asn Lys Trg
145 150 155 16

ﬁca gag (ta gca aaa ﬁtt ttg cat g%a agg agl gac aat geca ata aag
1a Glu Leu Ala %%g al Leu His Gly %%5 Ser Asp Asn Ala {%g Lys

aat cat tgg cat agt tct %tt aaa aag aaa clg ﬁac tca tat ttg Eca
Asn His Trp ?ég Ser Ser Val Lys %gg Lys Leu Asp Ser }gg Leu Ala

tca gft tta ctt gea cag tic cct get cta cet aat 5tc aac cat cag
Ser Gly Leu Leu Ala Gln Phe Pro Ala Leu Pro Asn Val Asn His Gln

77

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

976

624
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195 200 205

aac caa tca gtc cet tet tct tet atg acg tig caa caa aat agt gaa
Asn gig Ser Val Pro Ser 3?% Ser Met Thr Leu gég Gin Asn Ser Glu

gat gaa age gtt cac aaa gaa g%a ca gaa gcg gag gat agt tct gtt

Asp Glu Ser Val His Lys Glu
225 230

aaa aag aaa ctg gac tca tat tcg gea tea get cta ctt gga cag tte
Lys Lys Lys Leu %ﬁg Ser Tyr Ser Ala ggg Gly Leu Leu Gly gég Phe

tet get ctg cot aat gtc aac cat.cag aac caa tea gte cet tet fct
Ser Ala Leu ggg Asn Val Asn His gég Asn Gln Ser Val ggg Ser Ser

tct atg acé ttg caa caa aat agt gaa gat Eaa age tt cac aaa gaa
Ser Met %gg Leu Gln Gln Asn ggg lu Asp Glu Ser Val His Lys Glu

285
gga atg gaa gecg gag gaa gtg cet gaa tge agt caa gge icg aat ttt
Mgt Elu Ala Elu Glu gg% Pro Glu Cys Ser gég Gly Ser Asn Phe_

ct é%c tgt tet cag tct aca agt gac tig E?c aac aca ttt gtg cat
1% y Cys Ser Gln 2?5 Thr Ser Asp Leu 31% Asn Thr Phe Va 253

ata aga gag aac ggt ggg atg tcg gag gaa tca att tgl aaa aag gat
Tie Arg Clu Asn §é§ §5% Mot Ser Clo Clu Ser Tle Crs Lys Lys fsp

Eca acc tec age act get cca tgt tgt agg aac tat age cca gt ttt
1a Thr Ser 225 Thr Ala Pro Cys gig Arg Asn Tyr Ser ggg'Val Phe

at %tt tet tgt tca atg tia aaa §tt cct agt éaa ctt geg gat
Gln Asp 3§é Ser Cys Ser Met %gg Lys Val Pro Ser 3%3 Leu Ala Asp

tee aag ttc ctt éag cat aat tta tca cat Eac tgg ggc aat tcc atg
Ser g¥3 Phe Leu Glu His %gg Leu Ser His Asp ggg ly Asn Ser Met

gaa gaa gat tgg cag ttt aat age gal gac ata cct aat att tct cot
Glu Glu Asp Trp Gln Phe Asn Arg Asp Asp lle Pro Asn lle Ser Pro
385 390 395 400

ccg gag tit att cag gaa tct tca geg ati tcc gtg cac tgt tta act
Pro Glu Phe Ile gég lu Ser Ser Gly é{g Ser Val His Cys kfg Thr

gge aac Eac aac cat gac atg gta gca act get aat gta g%a aac ﬁtg
Gly Asn Asp 253 His Asp Met Val 4%% Thr Ala Asn Val 235 Asn Val

78

acd g
y Thr Glu Ala Glu Asp Ser Ser Val .
235 240

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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tt gag gat cca tat aag cce aac gaa atg ttt gtt tet gig t
ﬁal Glu Asp Pro Tyr Lys Pro Asn {u Met Phe 5a1 Ser Val E g%y

tce atg atp gta tac cec gag aa Ega att cct caa tge tel ceg tet
Ser ﬂet Met Val Tyr Pro Glu iy Ile Pro gén Cys Ser Pro Ser

gaa act g
Glu Thr Gly Va Gly Cys Gly Gln Pro Ser Tyr Ser Leu Phe Tyr
465 0 475 480

caa tca tca aac tat cag atc cct gaa gea gga gat atg gt cca caa
Gln Ser Ser Asn Tyr Gln !le Pro Glu Ala ly Asp Met Val Egg Gln

aac tgc aat get tta aat ttt gat gat ittt ct tca ttc cat cag
Asn Cys Asn 568 Leu Asn Phe Asp 538 Phe la Ser P?g His Gln

cca ttt tet gtt cet teca caa ttt tct tca é&g gat aga tcg tct
Pro Phe g%g Val Pro Ser Gln ggg Ser Ser Glu Asp éég Ser Ser

ttt gac att gtt {ta aat cag ttc cat aat cct ceg ctt gaa ggc cca
Phe égg Iie Val Leu Asn gég Phe His Asn Pro 523 Leu Glu Gly Pro

ﬁat cat atg aaa gat tcec tca agg ata ﬁtt cce gtg aat gat att gee
sp His Met Lys Asp Ser Ser Arg Ile Val Pro Val Asn \sp [le 5ég

tca act aca fca aac act git caa aca tgt ctg ctg aat gaa aaf tea
Ser Thr Thr Ser ggg Thr Val Gln Thr Cys Leu Leu Asn Glu ggg Ser

ttt gta caa gaa gag cag aaa at ct tta tge tat gac cct
Phe Val! Gln gég Glu Gln Lys Ela Leu Cys ggg igp Pro

cct cgl ittt cca age teg 5tt cct ttec ttt tgt tgt gat cit ata
Pro Arg ggg Pro Ser Ser al Pro Phe Phe Cys Cgs sp Leu Ile

caa tct égt tca gat aca cag gaa gag tat age cef ttt E%C atc cgg
Gln Ser ly Ser Asp Thr g{g Glu Glu Tyr Ser Pro Phe Gly [le Arg

cag ttg atg atg act tcg geg aac tge ¢ttt act cca tta age ttg tgg
Gln Leu Met Met Thr Ser Ala Asn Cys Leu Thr Pro Leu Arg Leu Trg
625 630 635 64

Eat tca cca tca aga Eat agt cca t atc ttg aaa agt gct
sp Ser Pro Ser Arg sp sp Ser Pro ng A [le Leu Lys ggg

gco aaa act ttt aca ggg aca cot tet ate cta aag aag cga cat cgt
Ala Lys Thr Phe Thr GIy Thr Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg

79

% gt% ga gge tgt ggt caa cct tca tac tet tta ttt tac

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1630

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016
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660 665 670

cat tta ctg teg cct tig tca gaa aag aga (et gag aaa aag ctt gaa
His Leu Leg Ser Pro Leu Ser Elu Lys Arg Cys Elu Lys Lys Leu Glu

agc aat ctc aat cag Eaa fca tte tat aat atg tct aca aac ttt tec
Ser ggg Leu Asn Gln

cga cca gac gat atg ttt gat éag tca gea aat gaa aaa gea tct atg
égg Pro Asp Asp Met Phe Asp Glu Ser Ala éfg Glu Lys Ala Ser ¥§6

ad Eac ada gaa aat cta cat cca tcc ica gaa at Ega aga aaa gag
sp Lys Glu gég Leu His Pro Ser ggg' lu ly Arg %gg Glu

gag gge a att tet gga gec aat gat gea acg gpa atg gta aaa cag
u E lu Ile Ser E% la Asn ﬁsg Ala Thr Gly Met Vaé Lys Gln

cat cct gga gt%

g gtt gag ctt age tca aat E&c ttg tte ttt tet
His Pro gég Va

ct
Leu Val Glu %gg Ser Ser Asn Asp Leu Phe Phe Ser

cet pat cgt ttc tta ate aag tgt gat aga got aca agt cta agt aat
Pro Esg Arg Phe Leu [le Lys Cys ﬁsp Arg ﬁla Thr Ser Leu Ser Asn

aaa gct ctg get agg cag tat gct aga cga ctt ¢t gca tea aat
Lys Ela Leu Ely Arg 963 Tyr Ala Arg Arg %gu E 1a Ala Ser %33

caa git act gtt teg tee tet ttt Eaa act tca tge titg tet gti gia
G1n Yal Thr Val ggg Ser Ser Phe Glu Thr Ser Cys Leu Ser gal Yal

tgc tct cct gac ata tgl peg aag cat aga gec agt

Cys Ser Pro Asg e Cys Ely Lys Hls Arg Ely Ser ﬁal al

aca tca act get tig gag aat aca Eat tct gaa aat gga tit
Thr Ser ggg la Leu Giu Asn 326 sp Ser lu Asn Gly Phe

get get gag act tta age ata fit gga gag aca cct ttt aaa agg agt
G y Ala Glu Thr Leu Ser lle Phe Gly Glu Thr Pro Phe Lys Arg Ser

tit Eaa tct cct tca Eca tgg aaa tct cca tgg ftc atg agt tet ttt
ggg lu Ser Pro Ser Ala Trp Lys Ser Pro grg Phe Met Ser Ser Phe

€Cg cca agc aca aga tat gat aca a ctt gaa ftt é at fit
Pro Pro Ser Thr Agg Tyr Asp Thr Glu Leu lu Phe Sp Phe

80

lu Ser Phe Tyr Asn Met Seg Thr Asn Phe Ser .

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2392

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688
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ctt ttt atg age ccg ggt gac aga age tat gat get
Leu Phe Met 886 Pro g%y E%

aag caa fta agl gag cag aca gca cct tca att gea ﬁat
Lys Gln Leu Ser Glu Gln Thr Ala Pro Ser Ile Ala ggg

ES 2531479713

att ggg tta atg
p Arg Ser Tyr Asp Ala lle Gly Leu Met
a 905 10

cc cat cag
la His Gln

G [f=ley -]

915 920

atc ttg gga agt gaa act cca gaa aca aac tig tcg aaa agg aat tec
Ile ggg Gly Ser Glu Thr Sgg Glu Thr Asn Leu 826 Lys Arg Asn Ser

aaa aaa ccg aaa gca pat gaa aat tet acc ctt ctg get tea aat get

945

Lys Lys Pro Lys Ala Asg Glu Asn Cys Thr Len Leu Ala Ser Asn Ala
95 955 960

acg agt gag aga cga aca cic gat tit aat gaa tgt gea att cca gga
Thr Ser Giu Arg Arg Thr Leu Asp Phe 3%8 Glu Cys gly Ile Sgg ly

Lys

965

aag é%a aag gaa act acc aaa ttt ggc agc aac aac aac agc tit teca

y Lys Glu Thr Thr Lys Phe Gly Ser Asn Asn Asn Ser Phe Ser
080 985 990

agt cct tec tec tac ctg ttg aaa tat tge aga taa
Ser Pro ggg Ser Tyr Leu Leu %530 Tyr Cys Arg

<210> 51
<211> 1003
<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 51

Met Glu Ser Asp Lys Thr Ser Thr Thr Pro Ser Asp Asp lle Ser Ser
i 5 10 15

Lev Gln Arg Val Gin Pro Ser His Gly Arg Thr Ser Gly Pro Lys Arg

& 20 25Y 30
Arg Ser Ser Gln Trp Thr Pro Glu Glu Asp Glu Iie Leu Arg Gln Ala
35 40 45
Val Gln Giam Phe Lys Gly Lys Ser Trp Lys Arg Ile Ala Glu Cys Phe
50 59 60

Lys Asp Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu
6 70 75 T 0

Asp Pro Glu Leu Val Lys Gly Ser Trp Thr Lys Glu Glu Asp Asp Lys
_ 85 90 95

81

2136

2784

2832

2880

2928

2976

3012
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Leu Ile Glu Leu Val Asn Arg Tyr Gly Pro Lys Lys Trp Ser Thr lle
100 105 110
Ala Gln Glu Leu Ala Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg Glu Arg Trp
115 120 12 ,
His Asn His Leu Asn Pro Ala 1le Asn Lys Glu Pro Trp Thr GIn Glu
130 135 140
Glue Glu Leu Thr Leu Ile Arg Ala His GIn Val Tyr Gly Asn Lys Trp
145 150 155 160
Ala Glu Leu Ala Lys Val Leu His Gly Arg Ser Asp Asn Ala Ile Lys
_ 165 17 175
Asn His Trp His Ser Ser Val Lys Lys Lys Leu Asp Ser Tyr Leu Ala
180 185 190
Ser Gly Leu Leu Ala GIn Phe Pro Ala Leu Pro Asn Val Asn His Gln
195 200 205
Asn Gln Ser Val Pro Ser Ser Ser Met Thr Leu Gln Gln Asn Ser Glu
210 215 220
Asp Glu Ser Val His Lys Glu Gly Thr Glu Ala Glu Asp Ser Ser Val
225 230 235 240
Lys Lys Lys Leu Asp Ser Tyr Ser Ala Ser Gly Leu Leu Gly Gln Phe
24% 250 - 255
Ser Ala Leu Pro Asn Val Asn His Gln Asn Gln Ser Val Pro Ser Ser
260 265 270
Ser Met Thr Leu Gin Gln Asn Ser Glu Asp Glu Ser Val His Lys Glu
275 280 285
Gly Met Glu Ala Glu Glu Va! Pro Glu Cys Ser Gin Gly Ser Asn Phe
280 295 300

Ala Gly Cys Ser Gin Ser Thr Ser Asp Leu Gly Asn Thr Phe Val His
305 310 - 315 320
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Ile Arg Glu Asn Gly Gly Met Ser Glu Glu Ser lle Cys Lys Lﬁs Asp
325 330 335
Ala Thr Ser Ser Thr Ala Pro Cys Cys Arg Asn Tyr Ser Pro Val Phe
340 345 350
Gln Asp Val Ser Cys Ser Met Leu Lys Val Pro Ser Glu Leu Ala Asp
355 360 365
Ser Lys Phe Leu Glu His Asn Leu Ser His Asp Trp Gly Asn Ser Met
370 375 380
Glu Glu Asp Trp Gln Phe Asn Arg Asp Asp Ile Pro Asn Ile Ser Pro
385 390 395 400
Pro Giu Phe Ile Gln Glu Ser Ser Gly !le Ser Val His Cys Leu Thr
405 410 415
Gly Asn Asp Asn His Asp Met Val Ala Thr Ala Asn Val Gly Asn Val
420 425 430
Val Glu Asp Pro Tyr Lys Pro Asn Glu Met Phe Val Ser Val Asp Gly
435 440 445
Ser Met Met Val Tyr Pro Glu Glv Gly Ile Pro Gln Cys Ser Pro Ser
450 455 460
Glu Thr Gly Val Asn Gly Cys Gly Gin Pro Ser Tyr Ser Leu Phe Tyr
485 470 475 480
Gin Ser Ser Asn T%r Gln Ile Pro Glu Ala Gly Asp Met Val Pro GIn
485 490 495
Asn Cys Asn Ala Leu Asn Phe Asp Asp Phe Glu Ala Ser Phe His Gln
500 505 510
Pro Phe Ser Val Pro Ser Gln Phe Ser Ser Glu Asp Arg Ser Ser Val
515 520 _ 525
Phe Asg Ile Val Leu Asn Gln Phe His Asn Pro Pro Leu Glu Gly Pro
530 535 540

Asp His Met Lys Asp Ser Ser Arg Ile Val Pro Val Asn‘Asp Ile Gly
545 550 555 560
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Ser Thr Thr Ser Asn Thr Val Gin Thr Cys Leu Leu Asn Glu Asn Ser
565 570 575
Phe Yal GIn Glu Glu Gin Lys Asp Gly Gly Ala Leu Cys Tyr Asp Pro
580 585 580
Pro Arg Phe Pro Ser Ser Asp Val Pro Phe Phe Cys Cys Asp Leu lle
595 600 805
Gln Ser Gly Ser Asp Thr Gln Glu Glu Tyr Ser Pro Phe Gly Ile Arg
610 615 620
Gln Leu Met Met Thr Ser Aia Asn Cys Leu Thr Pro Leu Arg Leu Trp
625 630 635 640
Asp Ser Pro Ser Arg Asp Asp Ser Pro Asp Ala Ile Leu Lys Ser Ala
645 650 655
Ala Lys Thr Phe Thr Gly Thr Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg
660 665 67
His Leu Leu Ser Pro Leu Ser Glu Lys Arg Cys Glu Lys Lys Leu Glu
- 6715 680 685
Ser Asn Leu Asn GlIn Glu Ser Phe Tyr Asn Met Ser Thr Asn Phe. Ser
690 695 700
Arg Pro Asp Asp Met Phe Asp Glu Ser Ala Asn Glu Lys Ala Ser Met
705 710 715 720
Glu Asp Lys Gle Asn Leu His Pro Ser Ser Glu Asp Gly Arg Lys Glu
Ly 725 730 ’p y are 755
Glu Gly Glu Ile Ser Gly Ala Asn Asp Ala Thr Gly Met Val Lys Gln
740 745 750
His Pro Gly Val Leu Val Glu Leu Ser Ser Asn Asp Leu Phe Phe Ser
755 760 765

Pro Asg Arg Phe Leu Ile L;s Cys Asp Arg Ala Thr Ser Leu Ser Asn
71 775 780

84
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Lys Ala Leu Gly Arg GIn Tyr Ala Arg Arg Leu Glu Ala Ala Ser Asn
ng 790 § Aré 795 800
Gln Val Thr Val Ser Ser Ser Phe Glu Thr Ser Cys Leu Ser Val Val
805 810 815
Cys Ser Pro Asp lle Cys Gly Lys His Arg Gly Ser Val Val lle Ala
820 825 830
Thr Ser Thr Ala Leu Glu Asn Thr Ala Glu Asp Ser Glu Asn Gly Phe
835 - 840 845
Gly Ala Giu Thr Leu Ser 1le Phe Gly'Glu Thr Pro Phe Lys Arg Ser
850 855 860
Phe Glu Ser Pro Ser Ala Trp Lys Ser Pro Trp Phe Met Ser Ser Phe
865 870 875 880
Pro Pro Ser Thr Arg Tyr Asp Thr Glu Leu Glu Phe Glu Asp Phe Ala
885 890 895
Leu Phe Met Ser Pro Gly Asp Arg Ser Tyr Asp Ala Ile Gly Leu Met
900 005 910
Lys Gln Leu Ser Giu GIn Thr Ala Pro Ser lle Ala Asp Ala His GIn
915 920 025
[le Leu Gly Ser Glu Thr Pro Glu Thr Asn Leu Ser Lys Arg Asn Ser
930 935 040
Lys Lys Pro Lys Ala Asg Glu Asn Cys Thr Leu Leu Ala Ser Asn Ala
945 95 958 960
Thr Ser Glu Arg Arg Thr Leuv Asp Phe Asn Glu Cys Gly 1le Pro Gly
965 970 a7
Lys Gly Lys Glu Thr Thr Lys Phe Gly Ser Asn Asn Asn Ser Phe Ser
980 985 090

Ser Pro Ser Ser Tyr Leu Leu Lys Tyr Cys Ar
995 1500 s

<211> 3129
<212> ADN
<213> Nicotiana tabacum

<220>

85
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<221> CDS
<222> (1)..(3129)
<223> N° de referencia DDBJ AB056123, NtmybA2 (N° de referencia DDBJ BAB70511)

<400> 52

atg paa agt gat aga ata age act cct ica gat ggc act age agt agt 48
?et Glu Ser Asp grg [1e Ser Thr Pro §8r Asp ély Thr Ser ?gr Ser

ctc caa aga gtt cgg cct {tg cat geg aga act agl ggt cct acg aga 96
Leu GIn Arg ggl Arg Pro Leu His géy Arg Thr Ser Gly ggo Thr Arg

cgt tca aca aag égg cag tgg act act gaa gaa gac gag atc cta cge 144
Arg Ser ggr Lys Gly GIn Trp zgr Thr Glu Glu Asp géu [le Leu Arg

aaa gct gte caa cgt ttt aag égc aaa aac fgg aaa aaa afa gcg gaa 192
Lys 563 Val Gln Arg Phe ggs ly Lys Asn Trp %gs Lys 1le Ala Glu

tgt Lttt aaa gac cgg act gat gta caa tge tig cac cgg tgg cag aaa 240
ggs Phe Lys Asp Arg ;%r Asp Val Gln Cys %gu His Arg Trp Gln ggs

gtt ctt aat cct gaa ctt gic aaa Egt cca tgg tct aaz gag gag gat 288
Val Leu Asn Pro S%H Leu Val Lys Gly 560 Trp Ser Lys Glu géu sp

gaa gta ata gtt Eaa tta gtt aag aaa tat ggec ccc aaa aag tgg tee 336
lu Val Ile lgé lu Leu Val Lys %53 Tyr Gly Pro Lys %{8 Trp Ser

acc atc gct caa cat tig ccg gga cgt att gga aaa caa tgt cga gaa 384
Thr Ile %%g Gin His Leu Pro ?25 Arg Ile Gly Lys ?%g Cys Arg Glu

agg tgg cac aat cat ctg aat cct gga ata aac aag gaa get tgg acg 432
Arg ¥§8 His Asn His Leu %gg Pro Gly Ile Asn %XS fu ﬁla Trp Thr

cag gag gag gag ttg act ctg att cgt gee cat caa att tac ggg aat 480
?ig Glu Glu Glu Leu 125 Leu Ile Arg Ala gég Gln Ile Tyr Gly %38

aaa tgg ﬁca ag tta acg aag tat ttg cct gga agg aca gatl aat gca 528
Lys Trp Ala Glu %gg Thr Lys Tyr Leu Egg Gly Arg Thr Asp ?gg la

ata aaa aat cac tgg aat agt tcc gtc aaa aag aaa ac tcg tat 516

ttg
[le Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Lys Leu Asp Ser Tyr
180 185 190

86
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tig ﬁ%a fca E%t tta ctt gca cag ttc cct get ttg cct aat gic aac

Leu Ala Ser
195 00

cgt cag aac caa {ca atc cct tct tcg ﬁcg aag ttg caa cag agt agt
Arg gig Asn Gln Ser lie gig Ser Ser Ala Lys %%3 Gln Gln Ser Ser

Glu sp Ser Val Arg Lys Glu Gly Thr Glu Met Glu Glu Ala Ser
225 23 235 240
gaa tge agt caa pgg tca aat cit get gge tgt tec cag tect aca agt

Glu Cys Ser Gln Gly Ser Asn Leu Ala Gly Cys Ser Gin Ser Thr Ser
245 250 255

ac atg ggc aac aaa ttt gta cat aca aga gag gag gec aag ttg ctg
Esp Met Gly égg Lys Phe Val His ggg Arg Glu glu Gly %$3 Leu Leu

ag gat tca aat tat apgg aag gac cca age icc agt tea Eca cca tge
lu Asp ggg Asn Tyr Arg Lys ggg Pro Ser Ser Ser ggg la Pro Cys

tet gaa tac tat acc cca gec ttt gaa gat att acc ttt tca atg geca
Ser 253 Tyr Tyr Thr Pro %é% Phe Glu Asp Ile gga Phe Ser Met Ala

aa étg cct agt gaa ctt gacvgaa fcc aag ctc ctg gag cat acc tic
lu Val Pro Ser Glu Leu Asp Glu Ser Lys Leu Leu Glu His Thr Phe
305 310 315 320

tca cat gac tgg gca ca tec ati gga aaa gaa tgg cag ttt aat cca
Ser His Asp Trp B%a ia Ser Ile Gly ggg Glu Trp Gin Phe ggg Pro

at gac ata cct aat att tct ccg ctg gag ttg atg cag gat tct tca
sp Asp Ile gﬁg Asn [le Ser Pro %gg lu Leu Met Gln 3%8 Ser Ser

geg ctc tic atg cag tgt tta act ggt aat ggg aat cac gat atg git
Gly Leu ggg Met Gln Cys Leu gga ly Asn E?y Asn gég Asp Met 5&1

acc ttt cca cag caa aat ﬁca gtg aag ttt Eaa acg act aat tclggg
Thr 5?8 Pro Gln Gln Asn 3%% Val Lys Phe Glu ggg Thr Asn Val Gly

age atg gtt gtg ggt tit Eat aag ccc aat gag atg tit acc tet gig
Ser Met Val Val Gly Phe Asp Lys Pro Asn Glu Met Phe Thr Ser Val
385 390 395 400

g get tge agg atg gta tac cct gag gea gga att cca caa tac att
E?u Efy Cys Arg %Sg 5a1 Tyr Pro glu 4%3 Ely {le Pro GIn E{g [le

cee tet gaa got ggt acg aac ggt got gat gaa act gea gat tet ttg
Pro Ser Glu Ala Ely Thr Asn Gly Ala Asp Glu Thr Ala Egp Ser Leu

87

y Leu Leu Ala gln Phe Pro Ala lLeu gsg Asn Val Asn .

gaa Eat ﬁat agt gt cgt aaa gaa gga acc gaa atg gag gaa get tca
sp

624

672

120

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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420 425 430

att
11

{gc caa tca tcg aac tat cag ate tct g é%a aat atg tct
e C S Eég Ser Ser Asn Tyr Gln Ile Ser

Asn Met Ser

?}a gag aat tge aac cct cte tgt tea at tt atg ga act tca fce
e

%c caa cca ttt tcec att cct tea cag ttt tet tea éag caa agc tea
y Gln Pro Phe Ser ile Pro Ser Gln Phe zgg Ser Glu Gln Ser 235

ctc atg ttt ggt act ﬁca aat cag ittt cat aat cca ttg cag gga
Leu Met Phe Gly Thr la Asn Gln Phe His Asn Pro Leu Gln

aac cca gea cag éag tcc cac aca agt aac tet gat gegt ttt cta tat
Asn Pro Ala Gln lu Ser His Thr Ser Asn Ser Asp Gly P 1 8 Leu Tyr

cee Tttt gaa tct g%t act cct tgt gac aac ata atg at cct ctc
Pro Phe Glu Ser Giy Thr Pro Cﬁs Asp Asn Ile Met 5%% sp Pro Leu

éag caa ctg ﬁat caa act aaa gat tcl cta cag cta ﬁtt tet
Leu lu Gln Leu Asp Gln Thr Lys Asp Ser Leu Gin Leu Val Ser

gtc aat gat tit cgc aca act cct tca aat act att caa aca tgt cca
al Asn Asp Phe Arg Thg Thr Pro Ser Asn ggr Ile Gln Thr Cys Prg

ttg gtg aac gaa aat tcg agc ata cca gta gag cag aag gat gga
Leu 5&] Asn Glu Agg Ser Ser Ile Pro %al glu GIn Lys Asp Gf

ﬁcc tta tac tat Eag cct cet egt ttt ccg age ttg gac att cca ttt
la Leu Tyr Tyr lu Pro Pro Arg ggg Pro Ser Leu Asp éég Pro Phe

ttc agt tgt gat ctt ata caa tet ggt aca ca cag caa gag tac
Phe Ser Cgs Asp Leu [ie Gln Ser Ely Thr ﬁla Gln Gin Elu Tyr

age cct ctt gge alc cge cag tig atg atg act tct gtg aac tgt ctt
Ser gig Leu Gly lle Arg gln Leu Met Met Thr Seg Val Asn Cys Leu

act cca ttt age ctg tge gat tca cca tot aga gat gea agt aca gat
ggg Pro Phe Arg lLeu TTB sp Ser Pro Ser Arg Asp ély Ser Thr ﬁag

ce %tc ctg aga agt icc aaa act ttc acc agc aca cct tct afa
al Leu Arg Ser la Lys Thr Phe Thr Ser Thr Pro ggg Ile

88

1y Asn Cys Asn Pro Leu Cys Ser al Me Gly Thr Ser Ser .
455 460

1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632
1680
1728
1776
1824
1872
1920

1968
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tta aag aapg cga cac cgt gat ttg gtg tca cct ftg tca gaa aag aga
Leu Lys Lys %&5 His Arg Esp Leu ggi Ser Pro Leu Ser 6%8 Lys Arg

tgt gaa aag aag ctt gga agt gat ttc cgt caa gaa tca ttc tct iat
Cys Glu E¥g Lys Len Gly Ser ng Phe Arg Gla Glu ggg Phe Ser Asp

ctg tct aag gat ttt tct cga cta gat gtt atg ttt gac gag gct gea

Leu Ser Lys Asp Phe Ser Arg Leu Asp
690 695

aat gaa aad gea aca aag tct tct cta act acg gat caa aca ttg Eaa
Asn Glu Lys Ala Thr Lys Ser Ser Leu Thr Thr Asp Gln Thr Leu Glu
705 710 715 . 720

ctt gaa Ect tca tct paa gat aaa gaa aac ata aat cca act gaa gat
Leu Glu Ala Ser ?gg Glu Asp Lys Glu %gg Ile Asn Pro Thr Tég sp

al Met Phe Asp Glu Ala Ala
700

gga agt aag gag Eag ac aag gta cgt aat gga ctt tcc aac gag aga
Gly Ser Lys 7&3 fu Asp Lys Val ézg Asn Gly Leu Ser %gg Glu Arg

cag tta gat gga ggt gaa §tt cac tat aaa gag aaa gga aca agg gag
Gln Leu 93& Gly lu Val gég Tyr Lys Glu Lys gég Thr Arg Glu

ggc aca aag ggt gga gee aat apt gea att gga aag ata aaa caa cct
Gly $¥5 Lys g%y E?y ila %gg Ser Ala lle ély %gg Ile Lys Gln Pro

tct gpa gtt ctg git gaa ctg aac gea agt gac ctg ttc tic tet cct
Ser Gly Val Leu Val Glu Leu Asn Ala Ser Asp Leu Phe Phe Ser Pro
785 790 79 800

gat cgt ttt gea gec aag tct ggt aga get aca tat ctc age agt aaa
Asp Arg Phe Gly %6% Lys Ser Gly Arg 8{3 Thr Tyr Leu Ser g%g Lys

ﬁct ctla g a aat cag tac gct aga cga ctc gaa get gea tca aat caa
la Leu Gly %33 Gin Tyr Ala Arg ggg Leu Glu Ala Ala gga Asn GIn

gt tet gtt tca tet fca ttt gag act fca tgt ittt tet git att tge
ly Ser 8%% Ser Ser Ser Phe Big Thr Ser Cys Phe gzg al 1le Cys

tet cct cgt ata cgt gea aag aaa gac gga agt agt ttt ate ate act
Ser ggg Arg Jle Arg Gly %gg Lys Asp Gly Ser 385 Phe Ile Ile Thr

aca tca atg caa tct get cca gea cca aca gee ttg ﬁac aac tca gct
Thr Ser Met Gin Ser Ala Pro Ala Pro Thr Ala Leu Asp Asn Ser Ala
865 870 875 88

aa act tca gga aat gga gtt ggc geg gag act gta age ata tct gga
élu Thr Ser Gly Asn E%y Val Gly Ala élu Thr Val Ser ile Ser E?y

89

2016
2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640

2688
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890
aa tct cet tea

895
ct tgg asa tct

Glu Thr Pro Tyr Lys Arg Ser Ile Giu Ser Pro Ser Ala Trp Lys Ser
900 905 910

cca tgg ttc ?}c aac tct ctt ctg tca age cca aga ctt gat aat gaa
e

Pro Trp Phe
915

Asn Ser Leu Leu Ser Ser Pro Arg Leu Asp Asn Glu
920 925

ctt aat ttt Eag at ctt geca ctg ttt atg agt cca égt Eac aga age
Leu ggg Phe Glu Asp Leu 9%% Leu Phe Met Ser gig ly Asp Arg Ser

tat gat get att E 3 ttg atg aag caa ttg agl gag cag act gea

Tyr Asp Ala Ile
945 50

gg
y geu Met Lys Gin Leu Ser Glu Gln Thr Ala §ég

955

ca ttt geca gac ica cag gag gic ttg g%a gegt gaa act cca gag tca
la Phe Ala Asp gég Gln Glu Val Leu 873 Gly Glu Thr Pro g%g Ser

atc cta cgg geg agg aac tcc aaa aac cag aaa gea gat
515 Arg Asn Ser Lys ggg Gln Lys ﬁ

Ile Leu Arg
98

tca ctt ttg tct gea aat
Ser Leu ggg Ser Ala Asn

tt atg agt
%al Met Ser
1000

;

aa aat cat
la Asp Glu Asn His
q30

ag ageg cgt act ctt gat tic
lu Arg Arg ?ggs Leu Esp Phe

agt gaa tgt gega tca cct gga aag gga aag gaa act gaa aat ttt
Ser Glu Cys Gly Ser Pro E?y Lys Eiy Lys Giu Thr Glu Asn Phe
1010 1015 1020

tgc acg age aac aac agce ftt tca agt cet tee tee tac cta tig
Cys Thr Ser Asn Asn Ser Phe Ser Ser Pro Ser Ser Tyr Leu Leu
1025 1030 1035

aas ggc tge agg tag
Lys ?y Cys Arg
1040

<210> 53

<211> 1042

<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 53

%et Glu Ser Asp érg I1e Ser Thr Preo ?8r Asp Gly Thr Ser ?gr Ser

Led Gln Arg Val Arg Pro Leu His Gly Arg Thr Ser Gly Pro Thr Ar
20 8 25y g Y 30 ¢

90

. 2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3129
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Arg Ser Thr Lys Gly GIn Trp Thr Thr Glu Glu Asp Glu [le Leu Arg
35 40 45
Lys Ala Val Gln Arg Phe Lys Gly Lys Asn Trp Lgs Lys lle Ala Glu
50 55 6
Cys Phe Lys Asp Arg Thr Asp Val Gin Cys Leu His Arg Trp Gln Lys
65 70 79 80
Val Leu Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu Glu Asp
85 90 95
Glu Val Ile Val Glu Leu Val Lys Lgs Tyr Gly Pro Lys Lys Trp Ser
100 105 110
Thr 1le Ala Gln His Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gla Cys Arg Glu
115 120 125
Arg Trg His Asn His Leu Asn Pro Gly Ile Asn Lys Glu Ala Trp Thr
13 135 140
GIn Glu Glu Glu Leu Thr Leu Ile Arg Ala His Gln Ile Tyr Gly Asn
145 150 155 160
Lys Trp Ala Glu Leu Thr Lys Tyr Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ala
165 170 - 175
Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Lys Leu Asp Ser Tyr
180 185 190
Leu Ala Ser Gly Leu Leu Ala Gln Phe Pro Ala Leu Pro Asn Val Asn
185 200 205
Arg Gln Asn Gln Ser lle Pro Ser Ser Ala Lys Leu Gln Gln Ser Ser
210 215 220
Glu Asp Asp Ser Val Arg Lys Glu Gly Thr Glu Met Glu Glu Ala Ser
225 23 235 240
Glu Cys Ser GIn Gly Ser Asn Leu Ala Gly Cys Ser Gln Ser Thr Ser
) 245 250 255

Asp Met Gly Asn Lys Phe Val His Thr Arg Glu Glu Gly Lys Leu Leu
260 265 270

91



ES 2531479713

Glu Asp Ser Asn Tyr Arg Lys Asp Pro Ser Ser Ser Ser Ala Pro Cys
. 275 280 285
Ser Glu Tyr Tyr Thr Pro Ala Phe Giu Asp lle Thr Phe Ser Mst Ala
290 295 300
Glu Val Pro Ser Glu Leu Asp Glu Ser Lys Leu Leu Glu His Thr Phe
305 ’ 310 315 320
Ser His Asp Trp Ala Ala Ser Ile Gly Lys Glu Trp Gln Phe Asn Pro
325 330 335
Asp Asp Ile Pro Asn Ile Ser Pro Leu Glu Leu Met Gln Asp Ser Ser
340 345 350
Gly Leu Phe Met Gin Cys Leu Thr Gly Asn Gly Asn His Asp Met Val
355 360 365
Thr Phe Pro Gln GIn Asn Ala Val Lys Phe Glu Thr Thr Asn Val Gly
370 ‘ 375 380
Ser Met Val Val Gly Phe Asp Lys Pro Asn Glu Met Phe Thr Ser Val
385 390 305 400
Glu Gly Cys Arg Met Val Tyr Pro Glu Ala Gly Ile Pro Gln Tyr lle
405 410 415
Pro Ser Glu Ala Gly Thr Asn Gly Ala Asp Glu Thr Ala Asp Ser Leu
420 425 430
[1e Cys Gln Ser Ser Asn Tyr Gln Ile Ser Glu Gly Gly Asn Met Ser
435 440 o 445
Ile Glu Asn Cys Asn Pro Led Cys Ser Asp Val Met Gly Thr Ser Ser
450 455 460
Glg Gin Pro Phe Ser Ile Pro Ser Gln Phe Ser Ser Glu Gln Ser Ser
46 470 475 480

Leu Met Phe Gly Thr Ala Ala Asn Gin Phe His Asn Pro Leu Gln Gly
485 490 495
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Asn Pro Ala Gln Glu Ser His Thr Ser Asn Ser Asp Gly Phe Leu Tyr
500 505 510
Pro Phe Glu Ser Gly Thr Pro Cys Asp Asn Ile Met Asp Asp Pro Leu
515 520 525
Leu Glu Glu Gln Leu Asp Gin Thr Lys Asp Ser Leu Gln Leu Val Ser
530 535 540
Val Asn Asp Phe Arg Thr Thr Pro Ser Asn Thr Ile Gln Thr Cys Pro
545 550 555 560
Leu Val Asn Glu Asn Ser Ser Ile Pro Val Gilu Giln Lys Asp Gly Gly
565 570 575
Ala Leu Tyr Tyr Glu Pro Pro Arg Phe Pro Ser Leu Asp Ile Pro Phe
580 585 590
Phe Ser Cys Asp Leu Ile Gln Ser Gly Thr Asp Ala Gln Gln Glu Tyr
595 600 _ 605
Ser Pro Leu Gly Ile Arg Gln Leu Met Met Thr Ser Val Asn Cys Leu
610 615 620
Thr Pro Phe Arg Leu Trp Asp Ser Pro Ser Arg Asp Gly Ser Thr Asp
625 630 635 640
Ala Val Leu Arg Ser Ala Ala Lys Thr Phe Thr Ser Thr Pro Ser llie
645 650 659
Leu Lys Lys Arg His Arg Asp Leu Val Ser Pro Leu Ser Glu Lys Arg
660 665 670
Cys Glu Lys Lys Leu Gly Ser Asp Phe Arg Gln Glu Ser Phe Ser Asp
675 680 685
Leu Ser Lys Asp Phe Ser Arg Leu Asp Val Met Phe Asp Glu Ala Ala
690 695 T00
Asn Glu Lys Ala Thr Lys Ser Ser Leu Thr Thr Asp Gla Thr Leu Glu
705 710 | 715 720

Leu Glu Ala Ser Ser Giu Asp Lys Glu Asn Ile Asn Pro Thr Glu Asp
725 730 735
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Gly Ser Lys Glu Glu Asp Lys Val Arg Asn Gly Leu Ser Asn Glu Arg
740 745 750
Gln Leu Asp Gly Gly Glu Val His Tyr Lys Glu Lys Gly Thr Arg Glu
TSE 760 765
Gly Thr Lys Gly Gly Ala Asn Ser Ala Ile Gly Lys Ile Lys Gln Pro
770 1775 780
Ser Gly Val Leu Val Glu Leu Asn Ala Ser Asp Leu Phe Phe Ser Pro
785 790 795 800
Asp Arg Phe Gly Ala Lys Ser Gly Arg Ala Thr Tyr Leu Ser Ser Lfs
pAre 805 v Arg Qg Thr Ty 815
Ala Leu Gly Asn Gln Tyr Ala Arg Arg Leu Glu Ala Ala Sér’Asn Gln
© 820 825 830
Gly Ser Val Ser Ser Ser Phe Glu Thr Ser Cys Phe Ser Val Iie Cys
835 840 345
Ser Pro Arg lle Arg Gly Lys Lys Asp Gly Ser Ser Phe lle [le Thr
850 ¢ ¢ 8%5 P 860
Thr Ser Mét Gln Ser Ala Pro Ala Pro Thr Ala Leu Asp Asn Ser Ala
865 870 875 880
Glu Thr Ser Gly Asn Gly Val Gly Ala Glu Thr Val Ser Ile Ser Gly
_ 885 890 895
Giu Thr Pro Tyr Lys Arg Ser 1le Glu Ser Pro Ser Ala Trg Lys Ser
900 905 91
Pro Trp Phe Ile Asn Ser Leu Leu Ser Ser Pro Arg Leu Asp Asn Glu
915 920 925
Leu Asn Phe Glu Asp Leu Ala Leu Phe Met Ser Pro Gly Asp Arg Ser
930 935 940

Ty Asp Ala lle Gly Leu Met Lys Gln Leu Ser Glu Gin Thr Ala Gly
945 050 955 960

94
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Ala Phe Ala Asp Ala GIn Glu Val Leu Glg Gly Glu Thr Pro Glu Ser
965 a7 975
[1e Leu Arg Gly Arg Asn Ser Lys Asn Gln Lys Ala Asp Glu Asn His
980 .. 985 990
Ser Leu Leu Ser Ala Asn Val Met Ser Glu Arg Arg Thr Leu Asp Phe
995 1000 1005

Ser Glu Cys Gly Ser Pro Gly Lys Gly Lys Glu Thr Glu Asn Phe
1010 1015 1020

Cys Thr Ser Asn Asn Ser Phe Ser Ser Pro Ser Ser Tyr Leu Leu
1025 1030 1035

Lys Gly Cys Arg
1040

<210> 54

<211> 1767

<212> ADN

<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1767)

<223> N° de referencia DDBJ AB056124, NtmybB (N° de referencia DDBJ BAB70512)

<400> 54

aag g aa tct cag act ctg gac ttc agt gga tit
L Glu Glu Ser GIn Thr Leu Asp Phe Ser ?1 Phe

gct tet igt tea tet tic tet gat age agl tac ag ¢t agc act ccg
Ala Ser Cys Ser Ser Phe Ser Esp Ser Ser Tyr gla Ser Thr Pro

aga tac tec tec gaa cet get tet agt tat cga agg age tet ggt cca
Arg Tyr ggr Ser Glu Pro Gly igr Ser Tyr Arg Arg igr Ser Gly Pro

act aaa cgt tct tcc cag gca gge tgg acg aa a gag gat aat ctg
Thr Lys Arg Ser Ser Gln g y Trp Thr éau Glu Esp Asn Lev

ttg act gaa gig aaa agg ttc aaa ggg aga aac itgg a2a aag ata
ggp Thr 5 5&% Lys Arg Phe Lys Gly %rg Asn Trp Lys Lys éée

get gag tge atg aat gga agg act gat gtg cag tge ttg cat cge tgg
Ala Glu Cys Met Asn Gly Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp

95

48

96

144

192

240

288
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85 20 95

cag aag gtt ctg aat cct gaa ctt gla aag ggt cct tge tca aag gag
Gln Lys Val %83 Asn Pro Glu Leu ggé Lys E%y Pro Trp ??6 Lys Glu

ag gat gac ctg att gtt gag tta gtt gag aza tat ggc {gt aag aag
élu ﬁsp Asp Leu Ile Val Elu Leu 5&1
115 120 125

tge tct ttt att got aag tet atg cet ggt cge ati gec aag caa tgt
Trp ?gg Phe lle ﬁla Lys ?gg Met Pro Gly Arg }iﬁ E ¥ Lys Gln Cys

cgg gaa agg tgg cac aac cat ctt gac cca aca ata aaa aga gat gect
Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asp Pro Thr {le Lys Arg Asp Ala
145 150 155 160

tgg acg gaa cag gaa gaa tca %tc cta tgc cac tat cac caa ata tac
Trp Thr Glu Gln ?ég Glu Ser Val Leo ?%3 His Tyr His Gln {%g Tyr

gg aac aag tgg gca gaa att gog agg ttt ctg cct gga agg act gat
1y Asn Lys }Eg Ala Glu Ile Ala %gg Phe Leu Pro Gly ?gs Thr Asp

sat gca att aaa aat cat tgg aat tce fca gta aag aaa aga tig aac
Asn Ala {ég Lys Asn His Trp ggg Ser Ser Val Lys %52 Arg Leu Asn

ttg aat ttg cct agt agg tta gtg ctg gat aca gaa agt gag gga tct
Leu %§3 Lev Pro Ser Arg %%g Va% Leu ﬁsp Thr 2%8 Ser Glu Gly Ser

cct aat tte tct agt gac aag aaa gaa ata gag atc aag aag cat ccg
Pro Asn Phe Ser Ser Asg Lys Lys Lys lle Glu Ile Lys Lys His Pro
225 23 235 240

gta caa get caa aat gca gaa caa aca atc ttt tta ggc aag cag aca
al Gln Ala Gln %ﬁg la Glu Gin Thr éég Phe Leu Gly Lys g%g Thr

éfa tig ﬁat aat pgct geot gtt get ttg tea act ﬁat ctg aga att éfa
vy Leu Asp égg la Ala Val Ala %gg Ser Thr Asp Leu %gg Ile Gly

tat gct tat fct ECt éga aat gct aag cat aag gat act tct tta ttt
Tyr Ala g¥g Ser Ala Gly Asn 2%3 Lys His Lys Asp %gg Ser Leu Phe

pa gee tgt ata tea gea gaa gaa aat gtg agg gat ctg ata aag cca
ly gég Cys Ile Ser Ela lu Glu Asn 5&% Arg §Sg Leu Ile Lys Pro

ctt get gga ata caa tit ggc aag gea gat gtt ctt ccg att ggt gag
Leu Gly Ely Ile Gln Phe Gly Lys gla Sp 5&1 Leu Pro lle é%y Glu
305 310 315 320

96

Iu Lys Tyr Gly Cys Lys Lys _

336
384
432
480
528
576
624
672
720
768
élﬁ
864
912

960
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aca gat aaa cca tgc caa tce aat tta agt cge act aaa ata tca tat
Thr Asp Lys Pro Cgs Gin Ser Asn Leu 356 Arg Thr Lys Ile Seg Tyr

cca cte teca gee tet tet tca gat ttt cot ttg ﬁat cag tfg cac cac
Pro Leu Ser %i% Ser Ser Ser Asp ghe Pro Leu Asp Gln Leu His His

aca agt tgg agt act tct caa gt} E?g ﬁct gtt cat cct act act ttt
al Glu

Thr Ser Trg Ser Thr Ser Gln ) la Val His ggg Thr Thr Phe

agg agc atg tai gaa tct ccc aaa agg tct agg cac gat act gttt aat
Arg g$6 Met Tyr Glu Ser ggg Lys Arg Ser Arg gég Asp Thr Val Asn

Eat cct aac tgt gat ttt ttg agt ttg tca tig iCt age ttt act gag
sp Pro Asn Cys Asp 538 Leu Ser Leu Ser Leu la Ser Phe Thr 263

5tt cat tcc caa agt acc aag aag aat aaa gca taf gat aca caa tct
al His Ser Gln Egg Thr Lys Lys Asn k{g Ala Tyr Asp Thr g%g Ser

tct ttg ggt ctc aag cag cag ggc tcc tta {at tat gaa cca cca cag
Ser Leu Gly &gg Lys Gln GIn Gly ggg Leu Tyr Tyr Glu 558 Pro Gln

tta aag gac atg atg att cct tta aca at aa aac ctt agt aga gac
Leu Lys igg Met Met Ile Pro kiu Thr Ju Asn kig Ser Arg

ﬁac ctt atc agg caa caa aat ggt cat cca ttt tge fct aca cct cct
sp Leu l1le Arg Gln Gin igg Gly His Pro Phe gﬁg Ser Thr Pro Pro

agt ctt aaa tta aca gtc tet get aat E?t agc agt cca gaa tect gic
Egg Leu Lys Leu Thr Iaé Ser Ala Asn Gly Ser Ser Pro Glu Ser Vaé

tta age aat tcc gca atg agt fac aca aga act cct tca atc ata aga
Leu Arg Asn Ser &é% Met Ser Tyr Thr ﬁgg Thr Pro Ser lie iég Arg

aag aag aat tecc aga ttt cct Eaa get gea acg cat tet aga tge aca
Lys Lys Asn ggg Arg Phe Pro Glu Ala Ala Thr His Ser %{g Cys Thr

Egt acc acc agt ccc aca cat att tic cca aga gea tet gac agg gaa
Iy Thr g?é Ser Pro Thr His %ég Phe Pro Arg Ala ggg Asp Arg Glu

ﬁac acc tca aac ctg aag gac aga ttt tct g?a tgt aaa tca tca get
sp Thr Ser Asn Leu Lys ggp Arg Phe Ser Gly Czs Lys Ser Ser Ala

tcg gea aaa tet ctt gga aga cgg {tg gaa tat gec ttt gat atg gaa
Ser Ely Lys Ser Leu éfy Arg Arg Leu Glu Tyr Ala Phe ﬁsp Met Glu

97

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680
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545 550 - 555 560

tgg gat gec tet aga tgt tge aca cea gtt tet gea get tca cet tgt
rp Esp Ala Ser Aég Cys Cys Thr Pro al Ser Ala Ela Ser Prg Cys

gca ctt aga ctt ggt ggt aat acc atg ctg aca cea taa
Ala Leu Arg ggg ly Gly Asn Thr ggg Leu Thr Pro

<210> 55

<211> 588

<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 55

98

1728

1767
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Met Ile Gln Val Lys Glu Glu Ser Gln Thr Leu Asp Phe Ser Gly Phe

1 5 10 15

Ala Ser Cys Ser Ser Phe Ser Asp Ser Ser Tyr Glu Ala Ser Thr Pro
20 25 30

Arg Tyr Ser Ser Glu Pro Gly Ser Ser Tyr Arg Arg Ser Ser Gly Pro

35 40 45
Thr Lys Arg Ser Ser Gln Ala Gly Trp Thr Glu Glu Glu Asp Asn Leu
50 59 60

Leu Thr Glu Val Val Lys Arg Phe Lys Gly Arg Asn Trp Lys Lys lle

65 70 75 80

Ala Glu Cys Met Asn Gly Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp

85 90 9%

Gln Lys Va! Leu Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu
100 105 110

Glu Asp Asp Leu Ile Val Glu Leu Val Giu Lys Tyr Gly Cys Lys Lys

115 120 125
Trp Ser Phe lle Ala Lys Ser Met Pro Gly Arg 1le Gly Lys Gin Cys
130 135 140

Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asp Pro Thr lle Lys Arg Asp Ala

145 150 185 1860

Trp Thr Glu Gln Glu Glu Ser Val Leu Cys His Tyr His GIn Ile Tyr

165 170 175

Gly Asn Lys Trp Ala Glu lle Ala Arg Phe Leu Pro Giy Arg Thr Asp

180 185 Y15

Asn Ala Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Arg Leu Asn
195 200 255
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Leu Asn Leu Pro Ser Arg Leu Val Leu Asp Thr Glu Ser Glu Gly Sér
210 215 220
Pro Asn Phe Ser Ser Asp Lys Lys Lys lle Glu [le Lys Lys His Pro
225 230 235 240
¥al Gin Ala Gln Asn Ala Glu Gin Thr [le Phe Leu Gly Lys Gln Thr
245 250 255
Gly Leu Asp Asn Ala Ala Val Ala Leu Ser Thr Asp Leu Arg Ile Gly
260 265 270
Tyr Ala Tyr Ser Ala Gly Asn Ala Lys His Lys Asp Thr Ser Leu Phe
275 280 285
Gly Ala Cys Ile Ser Ala Glu Glu Asn Val Arg Asp Leu Ile Lys Pro
290 295 300
Leu Gly Gly Ile Gln Phe Gly Lys Ala Asp Val Leu Pro Ile Gly Glu
305 310 315 320
Thr Asp Lys Pro Cgs GIn Ser Asn Leu Ser Arg Thr Lys [le Ser Tyr
‘325 330 335
Pro Leu Ser Ala Ser Ser Ser Asp Phe Pro Leu Asp Gla Leu His His
340 345 350
Thr Ser Trp Ser Thr Ser Gln Val Glu Ala Val His Pro Thr Thr Phe
355 360 365
Arg Ser Met Tyr Glu Ser Pro Lys Arg Ser Arg His Asp Thr Val Asn
370 375 380
Asp Pro Asn Cys Asp Phe Leu Ser Leu Ser Leu Ala Ser Phe Thr Glu
a8b 390 ’ 395 400
Val His Ser Gln Ser Thr Lys Lys Asn Lys Ala Tyr Asp Thr Gln Ser
405 410 415
Ser Leu Gly Leu Lys Gin Gln Gly Ser Leu Tyr Tyr Glu Pro Pro Gln
420 425 430

Leu Lys Asp Met Met Ile Pro Leu Thr Asp Glu Asn Leu Ser Arg Asp
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8 440 445

Asp Leu lle Arg Gln Gln Asn Gly His Pro Phe Cys Ser Thr Pro Pro
450 5 450
Ser Leu Lys Leu Thr Val Ser Ala Asn Gly Ser Ser Pro Glu Ser Val
465 470 475 430
Leu Arg Asn Ser Ata Met Ser Tyr Thr Arg Thr Pro Ser Ile lle Arg
485 49 | 495
Lys Lys Asn Ser Arg Phe Pro Glu Ala Ala Thr His Ser Arg Cys Thr
500 505 510
Gly Thr Thr Ser Pro Thr His Ile Phe Pro Arg Ala Ser Asp Arg Glu
515 520 525
Asp Thr Ser Asn Leu Lys Asp Arg Phe Ser Gly Cys Lys Ser Ser Ala
530 h3s 540
Ser Gly Lys Ser Leu Gly Arg Arg Leu Glu Tgr Ala Phe Asp Met Glu
545 550 5hH 560
Trp Asp Ala Ser Arg Cys Cys Thr Pro Val Ser Ala Ala Ser Pro Cys
565 570 575

Ala Leu Arg Leu Gly Gly Asn Thr Met Leu Thr Pro
580 585

<210> 56

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 56
ccggatcctt caatagaatt tcticca 27

<210> 57

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 57
ccaagcttac ccataaattg ttggtaaa 28

<210> 58

<211> 33
<212> ADN

101



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531479713

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 58
ccggatcctc tagatttgcg cctgagatct gag 33

<210> 59

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 59
ccaagcttca taagccgata gaattcacc 29

<210> 60

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 60
aactgcagtc ttcaatagaa tttcttccag 30

<210> 61

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 61
ggaattcgtg tgatatctac ccgcttcg 28

<210> 62

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 62
cgggatccgt ttttcaccga agttcatge 29

<210> 63

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 63
ttgaattcca agtcttgggc ttgacagaag ag 32

<210> 64

<211> 38
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 64
ttctcgagaa gcttcgtcaa gaatcattict ctgatctg 38

<210> 65

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 65
ttggatccaa gtcttgggcet tgacagaaga g 31

<210> 66

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 66
cctctagact agtgtcgacc gtcaagaatc attctctgat ctg 43

<210> 67

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 67
ttgaattctt gttgcctgat aaggtcgtct c31

<210> 68

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 68
ttctcgagaa gcttgaattt gcctagtagg ttagtge 37

<210> 69

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 69
ttggatcctt gttgcctgat aaggtegtct ¢ 31

<210> 70

<211> 42
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 70
cctctagact agtgtcgacg aatttgecta gtaggttagt gc 42

<210> 71

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 71
ccggatcctt cctcagtaaa gaaaagattg aacttg 36

<210> 72

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 72
ccgtcgactt aacagttagg atcattaaca g 31

<210> 73

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 73
ccggatcctt ccagttcage accatgctct g 31

<210> 74

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 74
ccgtcgacct aagagatctg atagttcgat g 31

<210> 75

<211> 776

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 75
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Met Lys Arg Glu Met Lys Ala Pro Thr Thr Pro Leu Glu Ser Leu Gln
1 5 10 15
Gly Asp Leu Lys Gly Lys Gin Gly Arg Thr Ser Gly Pro Ala Arg Arg
20 25 30 .
Ser Thr Lys Gly Gln Trp Thr Pro Glu Glu Asp Giuv Val Leu Cys Lys
35 40 45

Ala Val Glu Arg Phe Gln Gly Lys Asn Trp Lys Lys Ile Ala Glu Cys
50 55 , 60
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Phe Lys Asp Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val
65 70 75 80
Leu Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu Glu Asp Asn
85 90 95
Thr ile Ile Asp Leu Val Glu Lys Tyr Gly Pro Lys Lys Trg Ser Thr
100 105 11
I1e Ser Glo His Leu Pro Gly Arg lle Gly Lys GIn Cys Arg Glu Arg
115 120 125
Trp His Asn His Leu Asn Pro Gly Ile Asn Lys Asn Ala Tirp Thr Gln
130 135 140
Glu Glu Glu Leu Thr Leu Ile Arg Ala His Gln Ile Tyr Gly Asn Lys
145 150 155 160
Trp Ala Glu Leu Met Lys Phe Leu Pro Gly Arg Ser Asp Asn Ser Ile
165 170 175
Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lgs Lys Lys Leu Asp Ser Tyr Tyr
180 185 190
Ala Ser Gly Leu Leuv Asp Gln Cys Gin Ser Ser Pro Leu Ile Ala Leu
195 200 205
Gln Asn Lys Ser Ile Ala Ser Ser Ser Ser Trp Met His Ser Asn Gly
210 215 220
Asp Glu Gly Ser Ser Arg Pro Gly Val Asp Ala Glu Glu Ser Glu Cys
22g 23 235 240
Ser Gln Ala Ser Thr Val Phe Ser Gln Ser Thr Asn Asp Leu Gln Asp
245 250 255
Glu Val Gin Arg Gly Asn Glu-Glu Tyr Tyr Met Pro Glu Phe His Ser
26 265 270
Gly Thr Glu Gln Gln [le Ser Asn Ala Ala Ser His Ala Glu Pro Tyr
) 275 280 285

r Pro Ser Phe Lys Asp Val Lys Ile Val Val Pro Glu Ile Ser Cys
R 290 y P 295 y 300 y
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Glu Thr Glu Cys Ser Lys Lys Phe Glan Asn Leu Asn Cys Ser His Glu
305 310 315 320
Leu Arg Thr Thr Thr Ala Thr Glu Asp Gln Leu Pro Gly Val Ser Asn
325 330 335 .
Asp Ala Lys Gln Asp Arg Gly Leu Glu Leuv Leu Thr His Asn Met Asp
340 345 350
Asn Gly Glg Lys Asn Gln Ala Leu Gln Gin Asp Phe Gln Ser Ser Val
35 - 360 365
Arg Leu Ser Asp Gin Pro Phe Leu Ser Asn Ser Asp Thr Asp Pro Glu
370 375 380
Ala Gln Thr Leu Ile Thr Asp Glu Glu Cys Cys Arg Val Leu Phe Pro
385 380 385 400
Asp Asn Met Lys Asp Ser Ser Thr Ser Ser Gly Glu Gln Gly Arg Asn
405 410 41
Met Val Asp Pro Gln Asn Gly Lys Gly Ser Leu Cys Ser Gln Ala Ala
. 420 425 430
Glu Thr His Ala His Glu Thr GIS Lys Val Pro Ala Leu Pro Trp His
435 44 445
Pro Ser Ser Ser Giu Gly Leu Ala Gly His Asn Cys Val Pro Leu Leu
450 455 460
Asp Ser Asp Leu Lys Asg Ser Leu Leu Pro Arg Asn Asp Ser Asn Ala
465 47 47 480
Pro [le Gln Giy Cys Arg Leu Phe Gly Ala Thr Glu Leu Glu Cys Lys
485 490 495
Thr Asp Thr Asn Asp Gly Phe lle Asg Thr Tyr Gly His Val Thr Ser
500 50 510

His Gly Asn Asp Asp Asn Gly Glg Phe Pro Glu Gln Gln Gly Leu Ser
515 52 . 525
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Tyr Ile Pro Lys Asp Ser Leu Lys Leu Val Pro Leu Asn Ser Phe Ser
530 535 540
Ser Pro Ser Arg Val Asn Lys Ile Tyr Phe Pro Ile Asp Asp Lys Pro
545 550 555 560
Ala Glu Lys Asp Lys Gly Ala Leu Cys Tyr Glu Pro Pro Arg Phe Pro
: 565 570 575
Ser Ala Asp Ile Pro Phe Phe Ser Cys Asp Leu Val Pro Ser Asn Ser
580 585 590
Asp Leu Arg Gln Glu Tyr Ser Pro Phe Gly [le Arg Gln Leu Met Ile
595 600 605
Ser Ser Met Asn Cys Thr Thr Pro Leu Arg Leu Trp Asp Ser Pro Cys
810 615 ' 620 '
His Asp Arg Ser Pro Asp Val Met Leu Asn Asp Thr Ala Lys Ser Phe
625 630 635 640
Ser Gly Ala Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg Asp Leu Léu Ser
645 650 655
Pro Val Leu Asp Arg Arg Lys Asp Lys Lys Leu Lys Arg Ala Ala Thr
660 665 670
Ser Ser Leu Ala Asn Asp Phe Ser Arg Leu Asp Val Met Leu Asp Glu
875 680 B85 -
Gly Asp Asp Cys Met Thr Ser Arg Pro Ser Glu Ser Pro Glu Asp Lys
698 _ 695 700 .
Asn lle Cys Ala Ser Pro Ser Ile Ala Arg Asp Asn Arg Asn Cys Ala
705 70 715 720
Ser Ala Arg Leu Tyr Gin Glu Met Ile Pro Ile Asp Glu Glu Pro Lys
725 730 735
Glu Thr Leu Glu Ser Gly Gly Yal Thr Ser Met Gln Asn Glu Asn Gly
_ 740 745 750
Cys Asn Asp Gly Gly Ala Ser Ala Lys Asn Val Ser Pro Ser Leu Ser
759 760 . 765

Leu His [le Ile Trp Tyr Gln Leu
770 775
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 76

Met Glu Ala Glu Ser Ser Thr Pro Gln Glu Arg Ile Pro Lys Leu Arg

1 5 10 15

His Gly Arg Thr Ser Gly Pro Ala Arg Arg Ser Thr Arg Gly Gln Trp

20 25 30
Thr Ala Glu Glu Asp Glu Ile Leu Arg Lys Ala Val His Ser Phe Lys
35 40 45
Gly Lgs Asn Trp Lys Lys lie Ala Glu Tyr Phe Lys Asp Arg Thr Asp
50, ' 55 60

Val GIn Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu Asn Pro Glu Leu Val

65 T0 5 30

Lys Gly Pro Trp Thr Lys Glu Glu Asp Glu Met Ile Val Gln Leu Ile
85 90 95

Glu Lys Tyr Gly Pro Lys Lys Trp Ser Thr 1le Ala Arg Phe Leu Pro

100 105 110
Giy Arg Ile Gly Lys Gin Cys Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asn
115 12 125
Pro Ala Ile Asn Lys Glu Ala Trp Thr Gln Glu Glu Glu Leu Leu Leu
130 135 140

Ile Arg Ala His Gln fle Tyr Gly Asn Arg Trp Ala Glu Leu Thr Lés

145 150 15g 160

Phe Leu Pro Gly Arg Ser Asp Asn Gly Ile Lys Asn His Trp His Ser
16 170 175

Ser Val Lys Lys Lys Leu Asp Ser Tyr Met Ser Ser Gly Leu Leu Asp
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180 185 190

Gln Tyr Gln Ala Met Pro Leu Ala Pro Tyr Glu Arg Ser Ser Thr Leu
195 200 205
Gin Ser Thr Phe Met Gln Ser Asn Ile Asp Gly Asn Gly Cys Leu Asn
210 215 220
Gly Gln Ala Glu Asn Glu Ile Asp Ser Arg Gin Asn Ser Ser Met Val
225 230 235 240
Gly Cys Ser Leu Ser Ala Arg Asp Phe Gln Asn Gly Thr Ile Asn Ile
245 250 255
Gly His Asp Phe His Pro Cys Gly Asn Ser Gln Glu Asn Glu Gin Thr
260 265 270
Ala Tyr His Ser Glu Gln Phe Tgr Tyr Pro Glu Leu Glu Asp Ile Ser
275 280 285
Val Ser Ile Ser Glu Val Ser Tyr Asp Met Glu Asg Cys Ser Gln Phe
290 295 30
Pro Asp His Asn Val Ser Thr Ser Pro Ser Gin Asp Tyr Gln Phe As
305 310 315 250
Phe Gin Glu Leu Ser Asp Ile Ser Leu Glu Met Arg His Asn Met Ser
325 330 335
Glu Ile Pro Met Pro Tyr Thr Lys Glu Ser Lys Glu Ser Thr Leu Gly
340 345 350
Ala Pro Asn Ser Thr Leu Asn lle Asp Val Ala Thr Tgr Thr Asn Ser
355 360 365
Ala Asn Val Leu Thr Pro Glu Thr Glu Cys Cys Arg Val Leu Phe Pro
370 375 _ 38
Asg GIn Glu Ser Glu Gly His Ser Val Ser Arg Ser Leu Thr Gln Glu
38 390 305 4

00

Pro Asn Glu Phe Asn Gln Val Asp Arg Arg Asp Pro [le Leu Tyr Ser
405 410 415
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Ser Ala Ser Asp Arg Gln Ile Ser Glu Ala Thr Lys Ser Pro Thr Gln
420 425 430
Ser Ser Ser Ser Arg Phe Thr Ala Thr Ala Ala Ser Gly Lys Gly Thr
435 440 445
Leu Arg Pro Ala Pro Leu lle Ile Ser Pro Asp Lys Tyr Ser Lys Lys
458 455 4%0 y
Ser Ser Gly Leu Ile Cys His Pro Phe Glu Val Glu Pro Lys Cys Thr
465 470 475 480
Thr Asn Gly Asn Gly Ser Phe tle Cys Ile Gly Asp Pro Ser Ser Ser
485 490 495
Thr Cys Val Asp Glu Gly Thr Asn Asn Ser Ser Glu Glu Asg Gln Ser
500 505 510
Tyr His Val Asn Asp Pro Lys Lgs Leu Val Pro Val Asn Asp Phe Ala
515 520 525
Ser Leu Ala Glu Asp Arg Pro His Ser Leu Pro Lys His Glu Pro Asn
530 535 540
Met Thr Asn Glu Gin His His Glu Asp Met Gly Ala Ser Ser Ser Leu
545 550 | 555 560
Gly Phe Pro Ser Phe Asp Leu Pro Val Phe Asn Cys Asp Leu Leu Gln
565 570 575
Ser Lys Asn Asp Pro Leu His Asp Tgr Ser Pro Leu Gly Ile Arg Lys
580 Ha3 590
Leu Leu Met Ser Thr Met Thr Cys Met Ser Pro Leu Arg Leu Trp Glu
595 600 605
Ser Pro Thr Gly Lys Lys Thr Leu Val Gly Ala Gln Ser Ile Leu Arg
510 615 620
Lys Arg Thr Arg Asp Leu Leu Thr Pro Leu Ser Glu Lys Arg Ser Asg
625 630 635 64

Lys Lys Leu Glu Ile Asp Iie Ala Ala Ser Leu Ala Lys Asp Phe Ser
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645 650 655

Arg Leu Asp Val Met Phe Asp Glu Thr Glu Asn Arg Gln Ser Asn Phe
660 665 670

Gly Asn Ser Thr Gly Val Ile His Gly Asp Arg Glu Asn His Phe His .

675 680 685
{le Leu Asn Gly Asp Gly Glu Glu Trp Ser Gly Lgs Pro Ser Ser Leu
690 695 700

Phe Ser His Arg Met Pro Glu Giu Thr Met His Ile Arg Lys Ser Leu

705 710 715 720

Glu Lys Val Asp Gln Ile Cys Met Glu Ala Asn Val Arg Glu Lys Asp

725 730 735

Asp Ser Glu Gln Asp Val Glu Asn Val Glu Phe Phe Ser Gly Ile Leu
740 745 750 -

Ser Glu His Asn Thr Gly Lys Pro Val Leu Ser Thr Pro Gly Gln Ser

' 755 760 765
Val Thr Lys Ala Glu Lys Ala GIn Val Ser Thr Pro Arg Asn GIn Leu
770 775 780

Gln Arg Thr Leu Met Ala Tﬁr Ser Asn Lys Glu His His Ser Pro Ser

785 790 795 800

Ser Val Cys Leu Val Ile Asn Ser Pro Ser Arg Ala Arg Asn Lys Glu

805 810 815

Giy His Leu Val Asp Asn Gly Thr Ser Asn Glu Asn Phe Ser Ile Phe
820 825 830

Cys Gly Thr Pro Phe Arg Arg Glg Leu Glu Ser Pro Ser Ala Trp Lys

835 84 845

Ser Pro Phe Tyr Ile Asn Ser Leu Leu Pro Ser Pro Arg Phe Asp Thr
850 - 855 860

Asp Leu Thr 1le Glu Asg Met Giy Tyr Ile Phe Ser Pro Gly Glu Arg
865 87 875 88
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Ser Tyr Glu Ser Ile Gly Val Met Thr Gln Ile Asn Glu His Thr Ser
885 890 895
Ala Phe Ala Ala Phe Ala Asp Ala Met Glu Val Ser 1le Ser Pro Thr
900 905 910
Asn Asp Asp Ala Arg Gin Lys Lys Glu Leu Asp Lys Glu Asn Asn Asp
91% 920 025
Pro Leu Leu Ala Glu Arg Arg Val Leu Asp Phe Asn Asp Cys Glu Ser
930 935 940
Pro 1le Lys Ala Thr Glu Glu Val Ser Ser Tyr Leu Leu Lys Gly Cys
945 950 955 960

Arg

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 77

Met Ser Ser Thr Phe Asn Pro Ala Ala Ser Ser Pro Asp Glu Glu Gly

1 . 5 10 15

Thr Gly Glu Val Lys 1le Gilu Asp Gin Cys Val Glu Asn Lys Gln Ser

20 25 30
Thr Pro Ala Ser Cys Ser Ser Val Ser Glu Gly Ser Ala Gly Ser Ser
35 40 45
His Lys Ser Pro Thr [le Ala Ser Pro Ala Thr Val Ser Pro Thr His
50 55 60

Arg Tyr Leu Gly Arg Thr Ser Gly Pro lle Arg Arg Ala Lys Glv Cly

65 70 75 80

Trp Thr Pro Glu Glu Asp Glu Thr Leu Arg Gln Ala Val Asp Thr Phe
. 85 90 95

Lys Gly Lys Ser Trp Lys Asn I[le Ala Lys Ser Phe Pro Asg Arg Thr
100 105 11

113



ES 2531479713

Glu Val GIn Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu Asn Pro Asp Leu
115 120 125
Ile Lgs Gly Pro Trp Thr His Glu Glu Asp Glu Lys Ile Val Glu Leu
130 135 ' 140
Val Glu Lys Tyr Gly Pro Ala Lys Trp Ser lle Ile Ala Gin Ser Leu
145 150 155 160
Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu
165 170 175
Asn Pro Asp Ile Asn Lys Asp Ala Trg Thr Thr Glu Glu Glu Val Ala
180 18 190
Leuv Met Asn Ala His Arg Ser His Gly Asn Lys Trp Ala Giu Ile Ala
195 200 205
Lys Val Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ala Ile Lgs Asn His Trp Asn
210 215 220
Ser Ser Leu Lys Lys Lys Ser Glu Phe Tyr Leu Leu Thr Gly Arg Leu
225 230 235 240
Pro Pro Pro Thr Thr Thr Arg Asn Gly Val Pro-Asp Ser Val Thr Lys
245 250 255
Arg Ser Ser Ser Ala Gln Lys Arg Val Phe Gly Ser Val Ala Gln Thr
260 265 270
Ser Ser Val Thr Thr Aép Val Asn Asn Leu Ala Glu Asp Gly Asn Gly
275 280 285
Gln Ile Asn Ser Ser Val Pro Val Glu Glu Val Val Ala Ala Ser Arg
290 205 300
Met Thr Ser Leu Asn Glu Tyr Ala Arg Ser Pro Gin Leu Pro Asn Pro
305 310 315 320

Glu Pro Leu Pro Glu Asn Gly Gly Ala Ala Asn Asn Gly Tyr His Leu
325 330 335

114



10
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Tyr Tyr Thr Pro Gln [le Asp Tyr Tyr Arg Ala Ser Glu Val Asp Thr
i 340 g 355 350
Gln Arg Met Tyr Gly Asn Glu Cys Gly Cys Ser Pro Ser Ala Ser Pro
355 3%0 - 365
Val Ser Phe Phe Thr Pro Pro Pro Cys Arg Asn Val His Ser Asnm Gly
370 375 380
Ser Thr Pro Arg Ser Pro Giu Ser Tyr Leu Arg Glu Ala Gly Arg Thr
385 390 395 400
Tyr Pro Asn Thr Pro Ser Ile Phe Arg Lys Arg Arg Pro Arg Val Val
405 410 415
Val Gln Asp Asn Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asp Glu Ala Lys Glu Val
420 425 430
Asp Gln Lys Val Asn Asp Gly Lys Asp Ser Ser Glu [le Gin Asn Asn
435 440 445
Gly Ser Asn Ala Tyr Asn Leu Ser Pro Pro Tyr Arg Ife Arg Ser Lys
450 455 46
Arg Thr Ala Val Phe Lys Ser Arg Gln Leu Glu Phe Ile Ser Arg Glu
465 470 475 480
Glu Glu Lys Ala Asp Asp Glu Thr Lys Ser Ser Glu Lys Asp Met Leu
485 490 495

[le Asp Gly Asp Ser Gin Leu Leu GIE
500 50

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 78

?et Ser Leu Ser ger Asn Pro Pro Val ?58 Ser Pro Glu Lys ?éu Glu

Arg Ser Glu Met Lys Ile Glu Ile Gln Cys Met Glu Asn Lys Gln Pro
20 25 30
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Leu Ala Ala Ser Cys Ser Ser Ala Ser Glu Gly Ser Gly Cys Phe Phe
35 40 45
Leu Lys Ser Pro Glu 1le Ala Thr Pro Ala Thr Val Ser Ser Phe Pro
50 55 60
Arg Arg Thr Ser Gly Pro Met Arg Arg Ala Lys Gly Gly Trp Thr Pro
65 ° 70 " ATE A VAP S
Glu Glu Asp Glu Thr Leu Arg Arg Ala Val Glu Lys Tyr Lys Gly Lys
85 80 95
Arg Trp Lys Lys Ile Ala Glu Phe Phe Pro Glu Arg Thr Glu Val Gln
100 105 110
Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu Asn Pro Glu Leu Val Lys Gly
115 120 125
Pro Trp Thr Gln Glu Glu Asg Asp Lys Ile Val Glu Leu Val Lys Lys
188 13 140
Tyr Gly Pro Ala Lys Trg Ser Val Ile Ala Lys Ser Leu Pro Gly Arg
145 15 155 160
[le Gly Lys Gin Cys Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asn Pro Gly
165 170 175
ile Arg Lys Asp Ala Trp Thr Val Glu Glu Glu Ser Ala Leu Met Asn
180 185 190
Ser His Arg Met Tyr Gly Asn Lys Trp Ala Glu Ile Ala Lys Val Leu
185 200 205
Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ala lle Lys Asn His Trg Asn Ser Ser Leu
210 215 22
Lys Lys Lys Leu Glu Phe Tyr Leu Ala Thr Gly Asn Leu Pro Pro Pro
225 230 235 240
Ala Ser Lys Phe Ile Val Leu Lys Asp Ile Ala Asp Gly Asp Arg Asp
245 250 255

Ser Lys Gln Ser Ser Ala Thr Lys Pro Phe Lys Asp Ser Asp Ser Leu
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260 265 270

Thr Gln Thr Ser Ser Gly Asn Thr Asp Ser Asn Giu Val Gly Arg Asp
215 280 285
His Phe Asp Ser Ser Ser Ala Leu Leu Glu Glu Val Ala Ala Ser Arg .
290 295 300
Arg Ile Gly Val Asn Glu Tyr Ala Cys Ser Pro Val Glu Tyr Lys Pro
305 310 315 320
Gin Leu Pro Asn Leu Glu Pro Ile Ser Glu Glu Val Arg Ile Asn Ser
325 330 335
Lys Ala Tyr Phe Glu Arg Ser Ile Gln Arg Lys Val Glu Asa Gly Phe
Y B 340 : 345 gL 350 v
Gly Thr Pro Lys His Gly Asn Leu Tyr Tyr Lys Ser Pro Leu Asp Tyr
355 360 365 P
Tyr Phe Pro Ser Glu Ala Asp Leu Gln His Met Tyr Gly Tyr Glu Cys
370 375 380
Gly Cys Ser Pro Gly Ala Ala Ser Pro Val Ser Leu Met Thr Thr Pro
385 390 395 400
Cys Asn Lys Asp Ser Gly Leu Thr Ala Thr Arg Ser Pro Glu Ser Phe
405 410 415
Leu Arg Glu Ala Ala Arg Thr Phe Pro Asn Thr Pro Ser Ile Phe Arg
420 425 430
Lys Arg Arg Lys Val Val Leu Ala Ala Lys Thr Asp Ala Val Val Val
435 440 445
Val Asn Gly Val Val Lys Glu Val Asp Arg Lys Glu Glu Ser Lys Asp
450 455 460
Met Arg Lys Ser Leu Leu Leu Glu Thr Thr Asp Asn Cys Ser Asp Asg
465 ' 470 475 48

Glu Glu Leu Gly Leu Asn Gly Asn Ala Phe Asn Leu Ser Pro Pro Tyr
485 490 495
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<210> 79
<211> 599
<212> PRT
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Arg Leu Arg Ala Lys Arg Thr Ala Val Ile Lys Ser Arg Gln Lev Glu
500 505 510
Phe Thr Ser Glu Lys Glu Lys Gln Pro Asp Asn Glu [le Glu Phe Thr
015 520 525
Ser Ala Lys Glu Lys Gln Pro Asp Asn Glu Ile Lys Thr Ser Glu Glu
530 535 540

Asp Lys Pro Val
545

<213> Physcomitrella patens

<400> 79

Met Ser Asp Thr Val Glu Phe Tyr Leu Ile Thr Arg Ser Ile Ile Lys
1 5 10 15
Val Lys Asn Phe Arg Arg Thr Gly Gly Pro Thr Arg Arg Ser Ser Lys
20 25 30
Gly Gly Trp Thr Pro Glu Glu Asp Glu Thr Leu Arg Arg Ala Val Gln
35 40 45
Cys Phe Asn Gly Lys Asn Trp Lys Lys Ile Ala Glu Phe Phe Thr Asp
50 595 60
Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln Lys Val Leu Asn Pro
65 T0 75 30
Asp Leu Val Lys Gly Ala Trp Thr Lys Giu Gle Asp Asp Arg [le Met
85 : 90 95
Glu Leu Val Asn Lys Tyr Gly Ala Lys Lys Trp Ser Val Ile Ala Gln
100 105 110
Asn Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys GIn Cys Arg Glu Arg Trp His Asn
) 115 150 12% P

His Leu Asn Pro Ser Ile Lgs Arg Glu Ala Trp Thr Gln Gin Glu Asp
130 135 140
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Leu Ala Leu Ile Arg Ala His Gln Leu Tyr Gly Asn Lys Trp Ala Glu
145 150 155 160
fle Ala Lys Phe Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ser Ile Lys Asn His
165 ' 170 175
Trp Asn Ser Thr Met Lys Lys Lys Val Asp Pro Leu Thr Ala Asn Asp
180 185 190
Pro Ile Ser Arg Ala Leu Ala Ala Tyr Gln Ala Gln Gln Glu Gln Ser
195 200 205
Met Asn Ser Gly Ser Gly Val Gly Gin Val Asp Ser Gly Ser Ile Gly
210 215 220
Gly Arg Thr Gly Pro Pro Met Ser Glu Thr Thr Thr Ser Ser Asp Pro
225 230 235 240
Ser Arg His Asn Ser Asn Thr Arg Gly Leu Gly Arg Thr Ser His Tyr
245 - 250 _ 255
Val Glu Gln Asp Thr Lys Ser Thr Gly Ser Ala Pro Pro Pro Pro Tyr
260 265 270
Pro Asp Thr Tyr Pro Asn Arg Gly Lys Asp Gln Gln Arg Asn Ala Ser
278 280 285
His Leu Gln Pro Lys Lys Glu Glu Ser Asp His Asg Leu Fe Gly Gin
290 ' 295 30
Ser Leu Gly Phe Ser Gly Trp Ser Ser Gly Gln Leu Pro Val Tyr Ser
305 310 315 320
Gly Gly Phe Ser Gly Val Ser Leu Gly Thr Ser Ser Leu Ser Asn Ser
325 330 335
Val Thr Glu Gln Leu Val Pro Ser Val Gln His Lys Arg Ala Met Ser
340 345 350

Asti Ile Glu Leu Thr Arg Ile Ala Ser Phe Ser Asn Ser Phe Pro Arg
365 360 ‘ 365
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Ite Pro Ala Pro Glu Ser Ser Ser Gln Ala Tyr Arg Ser Ser Ser Met
370 375 380
Ser Val Pro Leu Pro Asg Leu Giy Ser Leu Phe Ala Ser Ser His Met
385 39 395 400
Pro Met Ala Ala His Asn Asp Thr Gln Pro Leu Ser Ser Phe Asn Gly
405 410 415
Thr Gly Val Pro Pro Gly Glu Glu Thr Leu Ala Met Met Gly Ser Lys
420 425 430
Gin Asn Tyr Glu Pro Leu Arg Arg Cys Asn Leu Pro Pro Ser Gln Pro
4%5 44 445
Ser Glu Gly Asp Ala Ala Phe Glu Asp Ser Gly Ala Ser Val Arg Cys
450 455 480
Asp Ser Gln Met Ala Glu Pro Met Asp Lys Ala Met Asp Gln Asp Val
465 470 475 480
Ser Glu Phe Pro Ser Asp Asn Leu Leu Arg Asp Ser Ser Glu Ala Val
485 490 495
Asn Glu Tyr Gln Ser Gln Ser Pro Met Leu Thr Glu Glu Asp Leu Glu
500 505 510
Asp Lys Glf Asp Ser Ser Arg Val Gln Asp Arg Asp Giy Leu Phe Tyr
515 520 525
Glu Pro Pro Arg-lie Val Asp Pro Pro Phe Met Asn Tyr Asp Leu Val
530 535 540
Ser Ser Leu Asn Ala Tyr Ser Pro Leu Gly Val Arg Gin Met [le Met
545 550 595 560
Pro Alz Gly Asn Cys Ile Thr Pro Pro Asn Tyr Leu Gin Ser Pro Phe
565 570 575
Gln Gly Lys Ser Pro GIn Ser Lys Leu Arg Ser Ala Ala Lys Ser Phe
’ 580 585 590

Ser Gly Ser Pro Ser lle Leu
595

120



ES 2531479713

<213> Adiantum raddianum

<400> 80

?sp Leu Leu Lys ésp Arg Ser Asp Val ?én Cys Leu His Arg ¥gp Gln
Lys Val Leu Asn Pro Asn Leu Val Lys Gly Pro Trp Thr Lys Glu Glu
20 _ 25 30
Asp Glu Lys Ile Ala Glu Leu Val Asn Lys Asn Gly Pro Lys Lys Trp
35 40 45 .
Ser Val Val Ala Arg Ser Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg
50 55 60
Glu Arg Trp His Asn His Leu Asp Pro His lle Lys Lys Asp Ala Trp
65 70 75 80
Thr Pro Glu Glu Glu Gln Ala Leu Ile Giu Ala His Gln Arg Asn Gly
85 90 85
Asn Lys Trp Ala Glu 1le Ala Lys Ser Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn
100 105 110
Ala Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Leu Lys Lys L{s Leu Glu Phe
115 120 125
Thr Asn Leu His Arg Pro Val Leu Asp Arg Leu Lys Glu Leu Gle Gly
130 135 140
Val Ser Ser Gly Val Gly Ser Thr Ile Gly Val Ser Arg Ser Asp Cys
145 150 155 160
His Thr Glu Leu Ala Glu Arg Val Gly Ala Ser Ala Gly Phe Ser Lys
165 170 175

Pro Gly Gin Ser Glu Lys Ala Gly Glu Asn Ser Phe Asn Arg [le Arg
' 180 185 190

Asp Thr Asn Arg Asn Arg His Leu Ala Gly Pro Gly Ala Leu Gly Gly
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195 200 205

Ser Asn Cys Leu Ser Pro Phe Arg Thr Glu Ser Val Met Leu Ser Asn
210 215 220

Gln Arg Cys Ser Ser Ile Arg Asn Gly Ser Thr Leu Leu Val Ala Ala

225 _ 230 235 240

Arg Leu Asn Gin Val Ala Ala Glu Asn Asg Val Ala Ser Thr
245 25

<213> Hordeum vulgare

<400> 81

Glu Cys Phe Pro Gly Arg Thr Asp Val Gln Cys Leu His Arg Trp Gln
1 3] 10 15
Lys Val Leu Asn Pro Glu Leu Ile Lys Gly Pro Trp Ser Lys Glu Glu
20 25 30
Asp Asp Ile Ile Val Glu Met Val Lys Lys Tyr Gly Pro Lys Lys Trp
35 40 45
Ser Thr Ile Ala Gln Ala Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg
50 55 60
Glu Arg Trp His Asn His Leu Asn Pro Gly Ile Asn Lys Asp Ala Trp
gy &P 70 75 S nsh I 8
Thr Gla Glu Glu Glu Ile Thr Leu Ile His Ala His Arg Met Tyr Gly
85 90 95
Asn Lys Trp Ala Glu Leu Thr Lys Phe Leu Pro Gly Lys Thr Asp Asn
100 105 110
Ser Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Ser Val Lys Lys Lys lle Gly Ser
115 120 adtd 1%5

Tyr Met Ser Ser Giy Leu Leu Ala Gln Val Ser Arg Leu Pro Leu Val
130 135 , 140
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Glu His His Ala His Phe Ser Ser Ser Pro Ala Ile Thr GIn Gln Asn
145 150 155 160

Ser Glu Asp Ser Glu Ser Asn Ala Val Arg Glu Val Glu Asp Ser Ser
165 170 175
Gly Cys Ser Gln Ser Ser Leu Gly Ile Val Ser Ser Arg Lys Cys Arg
180 185 190

His Ala Ser Leu Gly
195

<210> 82

<211>98

<212> PRT

<213> Secale cereale

<400> 82

Pro Glu Leu Val Lys Gly Pro Trp Ser Lgs Glu Glu Asp Asp Val lle

1 5 1 .15

[le Gln Met Val Lys Lys Tyr Gly Pro Thr Lys Trp Ser Thr Ile Ala

20 25 30
Gln Ala Leu Pro Gly Arg Ile Gly Lys Gin Cys Arg Glu Arg Trp His
35 40 45
Asn His Leu Asn Pro Gly Ile Asn Lys Asp Ala Trp Thr Gin Glu Glu
50 55 60

Glu lle Arg Leu Ile Gln Ala His Arg Ile Tyr Gly Asn Lys Trp Ala

65 70 5 80

Glu Leu Ser Lys Phe Leu Pro Gly Arg Thr Asp Asn Ala Ile Lys Asn
85 90 95

His Trp
<210> 83
<211> 566
<212> PRT
<213> Papaver rhoeas

<400> 83
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Ser Ser Pro Ser Pro Ala lle Lys Ser Ser Asp Glu Ser Glu Lys Ile
1 5 10 15
Val Asp Met Asp Asp Asp Ala Glu Met Met Val Asp Val Asp Val Asp
20 25 30
Val Asp Val Asp Val Glu Val Arg Cys Leu Glu Asn Lys Glon Glu Thr
35 40 45
Pro Asn Ser Ser Ser Ser Val Ser Asp Glu Glu Glu Glu Asp Leu Asn
80 55 60
Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Val Arg Ser Ala Ser Ser Asn Arg Arg
65 T0 75 80
[le Ser Giy Pro Ile Arg Arg Ala Lys Gly Gly Trp Thr Pro Glu Glu
85 90 - a5
Asp Glu Lys Leu Arg Lys Ala Val Glu Ser Phe Lys Gly Lys Asn Trp
100 105 110
Lys Lys Ile Ala Ala Cys Leu Pro His Arg Thr Giu Leu Gln Cys Leu
115 120 125
His Arg Trp Gln Lys Val Leu His Pro Asp Leu Val Lys Gly Pro Trp
130 135 140
Thr Leu Glu Glu Asp Asg Lys Ile Met Glu Leu Val Ser'Lys Tyr Gly
145 15 155 160
Pro Ser Lys Trp Ser Leu Ile Ala Lys Glu Leu Pro Gly Arg Ile Gly
1685 170 175
Lys GIn Cys Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asn Pro Glu Ile Lys
180 185 190
Arg Asp Ala Tep Thr Val Glu Glu Glu Val Ala Leu Met Asn Ala His
195 200 205
Arg Leu Tyr Gly Asn Lys Trp Ala Glu Ile Ala Lys Val Leu Pro Gl
- 210 Y 218 250 d

Arg Thr Asp Asn Ala [le Lys Asn Lev Trp Asn Ser Ser Leu Lys Lys
292 230 235 , 240
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Lys Leu Asp Phe Tyr Leu Ser Ser Gly Gln Leu Pro Pro Leu Gly Pro
245 250 255
Val Leu Lys Thr Glu Asp Tyr Ala Leu Ala Met Ser Arg Ser Ser Alz
260 265 270 .
Ala Gly Asn Ser Ile Ile Cys Leu Asp Glu Glu 11e Asn Thr Gly Thr
275 280 285
Gln Arg Ser Leu Glu Lys Asp Asp Ser Asn Lys Phe Gly Glu Gly Thr
29 205 - ‘ 300
Met Val Leu Val Gln Pro Ser Thr Pro Glu Phe Leu ﬂsp Arg Glu Val
305 310 3i5 320
Pro Thr Gly Val Arg Ala Ile Lys Ser Ser Asn Ser Asp Asp lle Glu
325 . 330 335
Gly Lys Gln Leu Ala Ser Glu Asn Tyr Tyr Ser Cys Ser Lgs Ser Phe
340 345 350
Ser Thr Pro Asn Pro Val Gln Tgr Arg Ser Ser Ala Val Ala Asp Pro
355 360 365
Glu Lys Asn Ile Ala Ala Thr Thr Leu Gln Met Ala Val Pro Val Ser
370 315 380
Ser Pro Ser Leu Phe Glu Met Ser Asp Ser Asn Ser Val Leu Ser Pro
385 390 305 400
Ser Ser Phe Leu Thr Pro Pro Arg Ile Arg Asn Asn Gly Leu Asp Leu
405 410 415
Gln Ser Ala Glu Ser Ile Leu Lys Asn Ala Ala Lys Ser Phe Gln Asn
420 425 430
Thr Pro Ser 1le Leu Arg Lys Arg Arg Arg Glu Ala Gly Gly Thr Pro
435 44 445

Asn Arg Ile Val GIln Thr Asn Gly Leu Thr Ala Glu Asp Lys Leu His
450 455 . 480
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Ser Leu Giu Arg Glu Lys [le Glu Asp Cys Lys Glu Thr Pro Gly Ser
465 470 475 480
Met Glu Ser Asn Ser Ser Thr Gly Arg Val Asn Ser Thr [le Arg Leu
485 490 49
Phe Tyr Thr Arg Lys Lys His Arg Pro Cys Arg Ser Arg Val Glu Arg
50 505 510
Pro Asp Ala Cys Lys Ser Leu Giu Lys Gin Leu Glu Ser Thr Leu Asp
515 _ 520 525
Gly Val Asn Thr Gly Asn Ser Gln Tyr Glu Ser Met Lys Ser Ala Ser
530 535 540
Asp GIn Gln Gly Lys Ser Thr Thr Lys Glu Asp Gly His Asp Pro Leu
545 550 h5h 560

Gln Asn Ser Val Ala Ser
565

<210> 84

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 84
cccaagctta aattcggaca aatagagcegt agtcaac 37

<210> 85

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 85
gccatcttct ctecteegta taagag 26

<210> 86

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 86
cccaagcttc tcgttaagaa cccttgatc 29

<210> 87

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 87

gccatcttct acacacaaaa tcgaaacc 28

<210> 88
<211> 640
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Met Ala Arg Arg Pro Arg His Ser lle Tzr Ser Ser Asp Glu Asp Asp
1 5 1 15
Glu Asp Phe Glu Met Cys Asp His Asp Tyr Asp Gly Leu Leu Pro Lys
| 20 25 30
Ser Gly Lys Arg His Leu Gly Lys Thr Arg Trp Thr Arg Glu Glu Asp
Y 3§ 45 45
Glu Lys Leu Lys Lys Leu Val Glu Gln Asn Gly Thr Asp Asp Trp Lys
50 55 60
Val Ile Ala Asn Tyr Leu Pro Asn Arg Thr Asp Val Gin Cys Gln His
85 70 B 80
Arg Trp Gln Lys Val Leu Asn Pro Glu Leu Ile Lys Gly Pro Trp Thr
g irp ¥ 38 35 y ¥ 950
Lys Glu Glu Asp Gin Arg Val Ile Glu Leu Val Gln Lys Tyr CGly Pro
100 105 110
Lys Arg Trp Ser Val [le Ala Lys His Leu Lys Gly Arg Ile Gly Lys
115 120 125

Gln Cys Arg Glu Arg Trp His Asn His Leu Asn Pro Glu Val Lys Lys

127



ES 2531479713

130 135 140

Thr Ser Trp Thr Glu Glu Glu Asp Arg Ile Ile Tyr Gln Ala His Lys

145 150 155 160

Arg Leu Gly Asn Arg Trp Ala Glu Ile Ala Lys Leu Leu Pro Gly Arg .

& Y 165 170 17%

Thr Asp Asn Ala Ile Lys Asn His Trp Asn Ser Thr Met Arg Arg Lys
180 185 190

Val Glu Gln Glu Gly Tyr Leu Gln Glu Ser Ser Lys Ala Ser Gln Pro

195 200 205
Ala Val Ala Thr Ser Phe Gln Lys Asn Ser His Leu Met Gly Phe Ala
210 219 220

Gln Ala Pro Pro Thr Ala Gln Leu Pro Ala Thr Gly Gln Pre Thr Val

225 230 235 240

Asn Asn Asp Tyr Ser Tyr Tyr His [le Ser Glu Ala GIn Asn Val Ser

245 250 255

Ser His Val Pro Tyr Pre Val Ala Leu His Val Asn Ile Val Asn Val
260 265 270

Pro GIn Pro Ala Ala Ala Ala ile Gln Arg His Tyr Asn Asp Glu Asp

275 280 285
Pro Glu Lys Glu Lys Arg Ile Lys Glu Leu Glu Leu Leu Leu Met Ser
290 295 300 :

Thr Glu Asn Glu Leu Lys Gly Gln Gln Val Leu Pro Thr Gln Asn His

305 310 315 320

Thr Cys Ser Tyr Pro Gly Trp His Ser Thr Thr Ile Ala Asp His Thr

325 330 335

Arg Pro His Gly Asp Ser Ala Pro Val Ser Cys Leu Gly Glu His His

340 345 350

Ser Thr Pro Ser Leu Pro Ala Asg Pro Gly Ser Leu Pro Glu Glu Ser
355 36 ) 365
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Ala Ser Pro Ala Arg Cys Met Ile Val His Gln Gly Thr Ile Leu Asp
370 . 375 380
Asn Val Lys Asn Leu Leu Glu Phe Ala Glu Thr Leu Gln Phe Ile Asp
385 390 395 400
Ser Phe Leu Asn Thr Ser Ser Asn His Glu Asn Ser Asp Leu Glu Met
405 410 415
Pro Ser Leu Thr Ser Thr Pro Leu Ile Gly His Lys Leu Thr Val Thr
420 425 430
Thr Pro Phe His Arg Asp Gln Thr Val Lys Thr Gln Lys Glu Asn Thr
435 440 445
Val Phe Arg Thr Pro Ala Ile Lys Arg Ser Ile Leu Glu Ser Ser Pro
- 450 455 - 460
Arg Thr Pro Thr Pro Phe Lys His Ala Leu Ala Ala Gin Glu Ile Lgs
46 470 475 480
Tyr Gly Pro Leu Lys Met Leu Pro Gln Thr Pro Ser His Leu Val Glu
485 490 495
Asp Leu Gln Asg Val Ile Lys GIn Glu Ser Asp Glu Ser Glg [le Val
50 505 51
Ala Glu Phe Gin Glu Asn Gly Pro Pro Leu Leu Lys Lys Ile Lys GlIn
515 520 525
Glu Val Glu Ser Pro Thr Asp Lys Ser Gly Asn Phe Phe Cys Ser His
530 535 540
His Trp Glu Gly Asp Ser Leu Asn Thr Gin Leu Phe Thr Gln Thr Ser
545 550 ' 555 560
Pro Val Ala Asp Ala Pro Asn Ile Leu Thr Ser Ser Val Leu Met Ala
565 570 575
Prg Ala Ser Glu Asp Glu Asp Asnm Val Leu Lys Ala Phe Thr Val Pro
580 585 530

Lys Asn Arg Ser Leu Ala Ser Pro Leu Gin Pro Cys Ser Ser Thr Trp
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595 600 605

Glu Pro Ala Ser Cys Gly Lys Met Glu Glu Gln Met Thr Ser Ser Ser
610 615 620

Gln Ala Arg Lys Tyr Val Asn Ala Phe Ser Ala Arg Thr Leu Val Met
625 630 635 640

<210> 89

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos disefiada

<400> 89

Thr Pro Ser Ile Leu Lys Lys Arg His Arg
1 5 10

<210> 90

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<400> 90

.ilsn Xaa Xaa Thr gro Xaa Arg Leu Trp )fga

<210> 91

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<400> 91

gro Pro Arg Phe gro Ser Xaa Asp Xaa ?60 Phe

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa cualquier resto de aminoacido en las posiciones 3,4, 7 y
8, S o Tenlaposicion 2, D o E en la posicion 6 y L o 1 0 V en la posicion 9

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> X significaSo T

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

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

<223> X significaD o E
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> X significaLolo V

<400> 92
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?rp Xaa Xaa Xaa glu Xaa Xaa Xaa Xaa

<210> 93

<211> 150

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa H, W, Yo Fen 16 y 93, K,Ho Ren 19, 67, 102, 123,
129,134y 150,S,T,G,CoAen32,54,77,135, 138y 146,DoEen33y 110,L,l0Ven 34,49,61,65,76y

127, y cualquier resto en otros

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(8)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(12)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (14)..(15)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(17)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(20)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (23)..(23)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..(30)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (45)..(45)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (47)..(47)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (52)..(52)
<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (55)..(55)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (59)..(60)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (62)..(64)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (66)..(66)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (68)..(68)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (70)..(71)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (75)..(75)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (78)..(81)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (97)..(97) cualquier resto de aminoacido
<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (99)..(99)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (101)..(101)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (103)..(104)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (107)..(108)
<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (111)..(112)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (114)..(116)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (118)..(120)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (128)..(128)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (130)..(130)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (132)..(132)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (142)..(142)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (144)..(144)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (147)..(147)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> X significaHoWoYoF

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (93)..(93)

<223> X significaHoWoYoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> X signifca Ko Ho R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (123)..(123)
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<223> X significaKoHo R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (102)..(102)

<223> X signifca Ko Ho R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (67)..(67)

<223> X signifca Ko Ho R

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (129)_(129)

<223> X significaKoHo R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (134)..(134)

<223> X signifca Ko Ho R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (150)..(150)

<223> X significaKoHo R

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> X significaSoToGoCo A

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (135)..(135)

<223> X significaSoToGoCo A

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (138)..(138)

<223> X significaSoToGoCoA

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (146)..(146)

<223> X significaSoToGoCo A

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> X significaD o E

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (110)..(110)
<223> X significaD o E

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> X significaLolo V

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (49)..(49)

<223> X significaLoloV
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<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (76)..(76)

<223> X significaLolo V

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (127)..(127)

<223> X significaLolo V

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (54)..(54)SoToGoCoA
<223> X significaSoToGoCo A

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (77)..(77)

<223> X significaSoToGoCoA

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (61)..(61)

<223> X significaLolo V

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (65)..(65)

<223> X significaLolo V

<400> 93
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?rp Thr Xaa Glu glu Asp Xaa Xaa Leu {3& Xaa Xaa Val Xaa fg& Xaa
Xaa Gly Xaa Xaa Trp Lys Xaa [le Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Xaa
20 25 30
Xaa Xaz Gin Cys Leu His Arg Trp GIn Lys Val Leu Xaa Pro Xaa Leu
35 40 45
Xaa Lys Gly Xaa Trp Xaa Xaa Glu Glu Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaz Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Lys Trp Ser Xaa Xaa Xaa Xaz Xaa Xaa
65 70 75 80
Xaa Gly Arg Ile Gly Lys Gln Cys Arg Glu Arg Trp Xaa Asn His Leu
) 85 90 95

Xaa Pro Xaa lle Xaa Xaa Xaza Xaa Trp Thr Xaa Xaa Glu Xaa Xaa Xaa

100 105 110

Leu Xaa Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Gly Asn Xaa Trp Ala Glu Xaa Xaa
115 120 125

Xaa Xaa Leu Xaa Gly Xaa Xaa Asp Asn Xaa Ile Lys Asn Xaa Trp Xaa
130 135 140

Ser Xaa Xaa Lys Lys Xaa
145 150

<210> 94

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoéacidos disefiada, X significa KoRen4,LoVen11,SoTen12,L,10Veni4,Do
E en 16 y 20, y cualquier resto de aminoacido en otros

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15) cualquier resto de aminoacido
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<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (19)..(19)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X significa Ko R

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> X significa Ko R

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> X significaL o V

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> X significaSo T

<220>

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

<223> X significaLolo V

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> X significaD o E

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> X significaD o E

<400> 94

?er Ile Leu Xaa %ys Arg Xaa Arg Xaa %Su Xaa Xaa Pro Xaa %ga Xaa

Xaa Arg Xaa gga Lys Lys

<210> 95

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos disefiada, X significa Ko R o D o E o H en posicién 7 y cualquier resto de

aminoacidos en la posicién 5

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> X significa cualquier resto de aminoacido
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<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> X signifca Ko RoDoEoH

<400> 95

?er Cys Ser Ser éaa Ser Xaa

<210> 96

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 96
aactgcagcg gataaaccaa ttttcaaatg ata 33

<210> 97

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 97
cgggatccct ttgatcctct ccgatctcte tat 33

<210> 98

<211>1700

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 98

cggataaacc aattttcaaa tgataatatt tgtatataat gtttctgtat acaggggcge
acccacgtta gtcttgggtg ggpcatgtge ccgatactca attctataaa tcttatataa
gittgcatta tgtaattaaa aatgtatita gtttagtggt ttittactta atggtgeece
acattaaccc aagittaaac cttgetgatg tcttittatt gatttittat aacfgtaccc
atataagatt atttccigga ttagccatct gtatattaat aaatcgtttc ctgtggtipt
gegatgeata accgtccaag aaagtcgtat attittaata catgtgttaa aataggtitt
aagtgagaat ttttitaact tgtgpagtgt ggagtgtaga gtgtagatgt acattaccta
tatatttatc caattctgtg taataaagat gtigeegceg cgectgetge cacatacaca
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ttggattaga
gaatttacca
atatgatgtt
acgaatttge
aaaagaatga
cctittcaac
tttattagtt
gettttetet
acgttgtgga
tgaactgtag
ttttttcecga
agaaatttct
cettigette
ccteccetet
aaatatgcag
aagagacaag
aafctiaaac
gttcattcat
gaatatcaag
acttttiagg

gagatcggag

aggecaaaag
tactgazaac
gatgtgacet
agtaaaagta
gaaaaagtga
acagecegac
tcctaaaata
cteateecac
tctatctaga
cagagtctga
aggaagttac
cagatggett
cagagaceag
ttttetittt
aagaaagtta
atcatactaa
aagatctata
tgattacatt
aaagttcttt
ttgtgttaaa
aggatcaaag

ES 2531479713

aagttctaat aaggagcaaa
aaaggaatta aggttitgaa
atttgtgegt ttctcatagt
acagaagaaa cacttcaaaa
gaagtggtgg ttetctggta
acacatgtct cttttttttt
aaaattataa aacaaaaage
tacaaatctt atatacaagt
gagataagta agagagagga
ggtttgaatc ttgtagtice
tcatccactg agagagaaag
tgtgagaatt cacagcaaga
cgtgatcaaa aacaaatatt
ccttagagag aatttttttg
aaatttttgt accgtegitg
gctcataaat cactttctat
ttttatcttt gagatttttc
tcaaatttca ctaagaaagt
gaaatatacc aaaagaaatc
taatatttge ttttgtaata

ctaatageca tgaaaattat
ttcaatactt gttttgttat

gactttgaaa
ttgaattaaa
ttaagggtac
ttttcataca
acacceacce
ttcgcaaatc
agagtaagga
cattgaagca
agggattigg
gcaagaaact
tttacggtat
catctttett
aacctittaa
ttacacatat
aagatttcat
tadaacacgg
agtactttca
aaggaacaaa

ggaaggctaa
atgaagaaaa
teacttetet
cacatttcta
ataaactaaa
ttgactctte
agaaagtegt
tgctteaceg
agatagagaa
cclatatctt
ctataagaat
aggttccaat
agacctaatt
ataggttatt
caagtgtcac
atcttittea
agaatacata
attaaataga

<210> 99

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 99
cgggatccat ggaaagtgat agaataagca ¢ 31

<210> 100

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido para actuar como un cebador para PCR

<400> 100
ttttcctttt gcggecgctt aacagectaa atggagtaag acag 44
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica que comprende o alberga una célula vegetal transformada con un vector que comprende
los siguientes (i) a (iii):

(i) un promotor transcribible en una célula vegetal,

(ii) un ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 53 unida a dicha secuencia promotora en
una direccién con sentido, y

(iii) una senal para terminacién de la transcripcién y poliadenilacion de una molécula de ARN,

en la que la cantidad de ADN expresado que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 53 aumenta y su

crecimiento celular se suprime en comparacion con la planta de tipo silvestre correspondiente que no comprende el
vector.
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vector control A2-ARNi

2C 4C 8C _ 2C 4C 8C

Contenido de ADN

Fig. 8
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- vector control

2C 4C 8C

" B-ARNi _

A
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Fig. 10
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NGmero de hojas de follaje
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