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DESCRIPCION
Nuevos genes implicados en biosintesis
CAMPO TECNICO

La invencion se refiere a un nuevo gen o genes implicados en la biosintesis. En particular, la presente invencion se
refiere a gen o genes que codifican un factor regulador que controla la expresiéon de genes claves implicados en la
produccién de taninos condensados en plantas.

TECNICA ANTECEDENTE
La ruta molecular de fenilpropanoides

La ruta de fenilpropanoides (mostrada en la Figura 1) produce un conjunto de metabolitos secundarios que incluyen
flavonas, antocianinas, flavonoides, taninos condensados e isoflavonoides (Dixon et al., 1996; 2005). En particular,
la ruta biosintética de taninos condensados (CT) comparte sus etapas tempranas con la ruta de antocianinas antes
de divergir hacia la biosintesis de proantocianidinas.

Las antocianidinas son precursores de flavan-3-oles (por ejemplo, (-)-epicatequina), que son bloques de
construccion importantes para los CTs. Estos cis-flavan-3-oles se forman a partir de antocianidinas mediante
antocianidin reductasa (ANR), que se ha clonado para muchas especies, incluyendo A. thaliana y M. truncatula (Xie
et al., 2003; 2004). En A. thaliana, (-)-epicatequina es el monémero de CT exclusivo (Abrahams et al., 2002), pero en
muchas otras especies, incluyendo legumbres, tanto (+)- como (-)-flavan-3-oles se polimerizan a CTs. La biosintesis
de estos (+)-flavan-3-oles (catequinas) alternativos esta catalizada por leucoantocianidin reductasa (LAR). Esta
enzima se ha clonado y caracterizado de legumbres, incluyendo el arbol de leguminosa rico en CTs Desmodium
uncinatum (Tanner et al., 2003), asi como de otras especies tales como uvas y manzanas (Pfeiffer et al., 2006). La
enzima cataliza la reduccion de leucopelargonidina, leucocianidina, y leucodelfinidina a afcelequina, catequina, y
galocatequina, respectivamente. No se han encontrado homdlogos de LAR en A. thaliana, consistente con la
presencia exclusiva de bloques de construccion de CTs derivados de (-)-epicatequina en esta planta.

Mientras que la informacion sobre la regulacién de TFs de esta ruta en semillas de Arabidopsis esta bien definida,
todavia se han de identificar TFs que controlan la biosintesis de CTs de las hojas dentro de la tribu de Trifolieae.
Una familia importante de proteinas TF, la familia MYB, controla un intervalo diverso de funciones, incluyendo la
regulacion del metabolismo secundario, tal como las rutas de antocianinas y de CTs en plantas. La expresion de la
MYB TF AtTT2 apaga o enciende coordinadamente los genes estructurales tardios en Arabidopsis thaliana,
controlando finalmente la expresion de la ruta de CTs.

Se ha obtenido un conjunto de mutantes testa transparente (TT) de Arabidopsis thaliana (Winkel-Shirley, 2002;
Debeaujon et al., 2001) y mutantes de semillas deficientes en taninos (TDS) (Abrahams et al. 2002; 2003) — todos
ellos deficientes en la acumulacion de CTs en el tegumento. Los estudios genéticos moleculares de estos mutantes
ha permitido la identificacion de un niumero de genes estructurales y factores de transcripcion (TFs) que regulan la
expresion y especificidad tisular de la sintesis de tanto antocianinas como de CTs en A. thaliana (Walker et al., 1999;
Nesi et al., 2000; 2002).

Aunque la mayoria de los genes estructurales en la ruta de CTs se han identificado en un intervalo de legumbres,
hasta ahora han fallado los intentos para manipular la biosintesis de CTs en hojas manipulando mediante ingenieria
la expresion de estos genes individuales. La razon principal para esto es que ninguna (o unas pocas) enzima o
enzimas son limitantes de la velocidad, sino que la actividad de virtualmente todas las enzimas en una ruta se ha de
incrementar para lograr un flujo incrementado global en productos finales especificos tales como taninos
condensados.

Los factores de transcripcion (TFs) son proteinas reguladoras que actian como represoras o activadoras de rutas
metabdlicas. Por lo tanto, los TFs se pueden usar como una herramienta poderosa para la manipulacion de todas las
rutas metabolicas en plantas. Muchos TFs de MYB son reguladores importantes de la ruta de fenilpropanoides,
incluyendo tanto la sintesis de antocianinas como de taninos condensados (Debaujon et al;, 2003; Davies y
Schwinn, 2003). Por ejemplo, el gen TT2 (AtTT2) de A. thaliana codifica un factor TF R2R3-MYB que es expresado
solamente en el tegumento durante etapas tempranas de la embriogénesis, cuando se produce la biosintesis de
taninos condensados (Nesi et al., 2001). Se ha mostrado que TT2 regula la expresion de los genes estructurales
biosintéticos tardios de flavonoides TT3 (DFR), TT18, TT12 (proteina MATE) y ANR durante la biosintesis y
almacenamiento de CTs. AtTT2 determina parcialmente la expresion espacial y temporal restringida de genes, en
combinacion con otros dos TFs; a saber, TT8 (proteina bHLH) y TTG1 (proteina de repeticion WD-40; Baudry et al.,
2004).

También se han dado a conocer recientemente otros TFs de MYB en uva Vitis vinifera; (VWMYBPA1), loto y Brassica
napus (BnTT2), que estan implicados en la regulacion de la biosintesis de CTs (Wei et al., 2007; Bogs et al., 2007;
Yoshida et al., 2008).
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También se ha mostrado que el gen AtTT2 comparte un grado de similitud con el OsMYB3 del arroz (Oryza sativa),
el ZmC1 del maiz (Zea mays), AnNMYBROSEA de Antirrhinum majus, y PhMYBAN2 de Petunia hybrida, genes los
cuales se ha mostrado que regulan la biosintesis de antocianinas (Stracke et al., 2001; Mehrtens et al., 2005).

Taninos condensados

Los taninos condensados (CTs), también denominados proantocianidinas (Pas), son polimeros coloreados, uno de
varios metabolitos vegetales secundarios. Los CTs son polimeros de 2 a 50 (o mas) unidades de flavonoides (véase
el compuesto (I) mas abajo) que estan unidas mediante enlaces carbono-carbono que no son susceptibles de ser
escindidos por hidrdlisis. La estructura base de flavonoides es:

O

COMPUESTO (1)

Los taninos condensados estan situados en un intervalo de partes vegetales, por ejemplo las hojas, tallos, flores,
raices, productos de la madera, corteza, capullos. Los CTs se encuentran generalmente en vacuolas o en la
epidermis superficial de la planta.

Taninos condensados en plantas forrajeras

Las plantas forrajeras, tales como legumbres forrajeras, son beneficiosas en sistemas de ganado a base de pastura,
debido a que mejoran tanto la ingesta como la calidad de la dieta del animal. También, su valor con respecto a la
economia de nitrogeno (N) de pasturas con respecto a la produccion de los rumiantes es considerable (Caradus et
al., 2000). Sin embargo, aunque produce una fuente de pienso eficaz desde el punto del coste para rumiantes de
pastoreo, la pastura es a menudo subdptima cuando se trata de satisfacer los requisitos nutricionales tanto de la
microflora de la panza como del propio animal. De este modo, el potencial genético de rumiantes de pastoreo para la
produccion de carne, lana o leche raramente se logra en una dieta forrajera.

Las pasturas de Nueva Zelanda contienen hasta 20% de trébol blanco; mientras que el incremento de los niveles de
trébol blanco en pasturas ayuda a abordar este déficit, también exacerba la incidencia de meteorismo. El trébol
blanco (Trifolium repens), el trébol rojo (Trifolium pratense) y la alfalfa (Medicago sativa) son causas bien
documentadas de meteorismo, debido a la deficiencia de compuestos polifendlicos de la planta, tales como CT, en
estas especies. Por lo tanto, el desarrollo de variedades de cultivo forrajeras que produzcan mayores niveles de
taninos en tejido vegetal seria un desarrollo importante en la industria de agricultura para reducir la incidencia de
meteorismo (Burggraaf et al., 2006).

En particular, los taninos condensados, si estan presentes en cantidades suficientes, no solo ayudan a eliminar el
meteorismo, sino también influyen fuertemente sobre la calidad de la planta, apetecibilidad y el valor nutritivo de
legumbres forrajeras, y por lo tanto pueden ayudar a mejorar el rendimiento del animal. Los beneficios de salud
animal y productividad dados a conocer a partir de mayores niveles de CTs incluyen mayores tasas de ovulacion en
ovejas, mayor ganancia de peso vivo, crecimiento de lana y produccion de leche, cambio de la composicion de la
leche y efectos antihelminticos mejorados sobre parasitos gastrointestinales (Rumbaugh, 1985; Marten et al., 1987;
Niezen et al., 1993; 1995; Tanner et al., 1994; McKenna, 1994; Douglas et al., 1995; Waghorn et al., 1998; Aerts et
al, 1999; McMahon et al., 2000; Molan et al., 2001; Sykes y Coop, 2001).

Un mayor nivel de tanino condensado también representa una solucion viable para reducir los gases de efecto
invernadero (metano, 6xido nitroso) liberados al medio ambiente por rumiantes de pastoreo (Kingston-Smith y
Thomas, 2003). El ganado rumiante produce al menos 88% de las emisiones totales de metano de Nueva Zelanda, y
es un contribuyente importante de las emisiones de gases de efecto invernadero (Clark, 2001). La principal fuente de
metano ganadero es la fermentacion entérica en el tubo digestivo de los rumiantes. La produccion de metano, que
representa una pérdida de energia para los rumiantes de alrededor de 3 a 9% de la ingesta total de energia (Blaxter
y Clapperton, 1965), se puede reducir tanto como 5% mejorando la calidad del forraje. Se ha mostrado que el forraje
rico en CT reduce la emision de metano de animales de pastoreo (Woodward, et al 2001; Puchala, et al., 2005). Por
lo tanto, el incremento del contenido de CTs de plantas de pastura puede contribuir directamente a niveles reducidos
de emisioén de metano procedente de ganado.

Por lo tanto, los beneficios medioambientales y agronémicos que se podrian derivar de desencadenar la
acumulacién de una cantidad incluso moderada de taninos condensados en plantas forrajeras, incluyendo trébol
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blanco, son de importancia considerable en la proteccion y nutricion de rumiantes (Damiani et al., 1999).
Legumbres

Los inventores entienden que la regulacion de la ruta especifica foliar de CTs en legumbres de Trifolium, que implica
la interaccion de factores de transcripcion reguladores (TFs) con la ruta, sigue siendo desconocida. Se ha explorado
la modificacién o manipulacién de esta ruta para influir en la cantidad de CT, pero, puesto que el proceso no es
directo, ha habido poco éxito firme en la comprension de esta ruta.

El género del trébol, Trifolium, por ejemplo, es uno de los géneros mas grandes en la familia Leguminosae (D
Fabaceae), con aprox. 255 especies (Ellison et al., 2006). Se sabe que solamente dos especies de Trifolium, T.
affine (también conocida como Trifolium preslianum Boiss. Is) y T. arvense (también conocido como clavo de pie de
liebre), acumulan niveles elevados de CTs foliares (Fay y Dale, 1993). Aunque existen niveles significativos de CTs
en inflorescencias de trébol blanco (Jones et al., 1976), solo se pueden detectar cantidades en trazas en tricomas de
las hojas (Woodfield et al., 1998). Varios enfoques, incluyendo el cribado de conjuntos génicos y mutagénesis al
azar, han fracasado a la hora de proporcionar plantas de trébol blanco o rojo con mayores niveles de CTs foliares
(Woodfield et al., 1998).

Manipulacion genética de taninos condensados

Los inventores en relacion con el documento US2006/012508 crearon una planta de alfalfa transgénica usando el
gen regulador de MYB TT2, y fueron capaces de producir sorprendentemente CTs constitutivamente en todos los
tejidos de la raiz. Sin embargo, de forma importante, los inventores fueron incapaces de lograr la acumulacion de
CTs en las hojas de esta legumbre forrajera. Se ha dado a conocer previamente que no existen circunstancias
conocidas que puedan inducir proantocianidinas (CTs) en forraje de alfalfa (Ray et al., 2003). Los autores de este
articulo evaluaron entre otros aspectos si el gen regulador similar a myc LC (TF) del maiz o el gen regulador de myb
C1 (TF) del maiz podrian estimular la ruta de flavonoides en forraje de alfalfa y tegumento. Los autores de este
articulo encontraron que solo el gen LC, y no C1, podria estimular la biosintesis de antocianinas y proantocianidinas
en forraje de alfalfa, pero la estimulacion solo ocurrié en presencia de un factor de alfalfa desconocido sensible al
estrés.

Los estudios que evaltan la produccion de taninos condensados en plantas de Lotus usando un gen regulador bHLH
(TF) de maiz encontraron que la transformacion de este TF en plantas de Lotus dio como resultado CTs solamente
en un incremento muy pequefio (1%) en niveles de taninos condensados en hojas (Robbins et al., 2003).

Los intentos previos para alterar y potenciar compuestos agricolamente importantes en trébol blanco implicaron
alterar la biosintesis de antocianinas derivada de la ruta de fenilpropanoides. A pesar de los intentos para activar
esta ruta usando varios TFs de myc y MYB heterélogos, solo se ha dado a conocer un éxito, usando el TF de myc
de maiz TF B-Peru (de Majnik et al., 2000). Otros TFs investigados dieron como resultado regenerantes pobres o
ningun regenerante, implicando un efecto pernicioso debido a su sobreexpresion.

Mas recientemente, se han dado a conocer homélogos de TT2 derivados de la legumbre rica en CTs, Lotus
japonicus (Yoshida et al., 2008). El bombardeo de estos genes en células de hojas de A. thaliana ha mostrado
expresion transitoria que da como resultado expresion detectable de ANR y acumulacion limitada de CTs segun se
detecta mediante DMACA. Sin embargo, estos genes no se han transformado ni analizado en ninguna especie de
legumbre.

La expresion del gen Lc del maiz dio como resultado la acumulacion de compuestos similares a PAs en alfalfa
solamente si las plantas estaban bajo estrés abidtico (Ray et al., 2003). La coexpresion de tres factores de
transcripcion, TT2, PAP1 y Lc en Arabidopsis fue necesaria para superar la expresion de PAs especifica del tipo
celular, pero esta acumulacion constitutiva de PAs estuvo acomparfada de la muerte de las plantas (Sharma y Dixon,
2005).

La introduccidon de PAs en plantas por la expresion combinada de un factor de transcripcion de la familia MYB vy
antocianidina reductasa para la conversion de antocianidina en (epi)-flavan-3-ol se ha intentado por Xie et al. (2006).

Este intento para incrementar los niveles de proantocianidinas (PAs) en las hojas de tabaco coexpresando PAP1 (un
TF de MYB) y ANR dio a conocer que hay niveles de PAs en tabaco que, si se traduce a alfalfa, pueden
proporcionar potencialmente proteccion frente a meteorismo (Xie et al., 2006). Las hojas que contienen antocianinas
de M. truncatula transgénica que expresa constitutivamente M{ANR contenian hasta tres veces mas PAs que
aquellas de plantas de tipo salvaje en la misma etapa de desarrollo, y estos compuestos fueron de un subconjunto
especifico de oligobmeros de PAs. Adicionalmente, estos niveles de PA producidos en M. fruncatula estuvieron muy
lejos de los necesarios para un beneficio agrondmico mejorado. Los autores afirman que siguié siendo incierto qué
genes biosintéticos y no biosintéticos adicionales seran necesarios para la manipulacion genética de PAs en
cualquier tejido vegetal especifico que acumule de forma natural los compuestos.

También se encontraron dificultades similares a la hora de expresar CTs o PAs en hojas cuando los genes TT2 y/o
BAN se transformaron en alfalfa — refiérase a los documentos US 2004/0093632 y US 2006/0123508.
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Taninos condensados utiles en productos naturales para la salud

También es ampliamente conocido el uso de cualquier flavonoide, incluyendo proantocianidinas, para formar
suplementos alimentarios, composiciones o medicamentos. Por ejemplo:

. La solicitud de patente US n° 2003/0180406 describe un método que usa composiciones polifendlicas
derivadas especificamente de cacao para mejorar la funcién cognitiva.

. La publicacion de patente WO 2005/044291 describe el uso de semilla de uva (género Vitus) para prevenir
enfermedades cerebrales degenerativas que incluyen apoplejia, conmocion cerebral, enfermedad de
Huntington, CJD, Alzheimer, Parkinson, y demencia senil.

. La publicacion de patente WO 2005/067915 describe una combinacion sinérgica de flavonoides e
hidroxiestilbenos (sintéticos o procedentes de té verde) combinados con flavonas, flavonoides,
proantocianidinas y antocianidinas (sintéticos o procedente de extracto de corteza) para reducir la
degeneracion neuronal asociada con estados morbidos tales como demencia, Alzheimer, enfermedad
cerebrovascular, alteracion cognitiva relacionada con la edad, y depresion.

. El documento US 5.719.178 describe el uso de extracto de proantocianidinas para tratar ADHD.

. La publicacion PCT numero 06/126895 describe una composicion que contiene extracto de corteza del
género Pinus para mejorar o prevenir un deterioro en capacidades cognitivas humanas, o mejorar o prevenir
sintomas de trastornos neurolégicos en un ser humano.

Ninguno de los anteriores considera el uso de legumbres como fuente de materia prima de CT.

Por lo tanto, seria util si se pudiese proporcionar moléculas de acido nucleico y polipéptidos utiles en el estudio de
las rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de flavonoides y/o taninos condensados.

También seria util si se pudiese proporcionar moléculas de acido nucleico y polipéptidos que sean capaces de
alterar los niveles de flavonoides y/o taninos condensados en plantas o sus partes.

En particular, seria util si se pudiese proporcionar moléculas de acido nucleico que se pueden usar para producir
flavonoides y/o taninos condensados en plantas o sus partes de novo.

Por lo tanto, es un objeto de la invencién proporcionar un método para incrementar los niveles de CTs en las hojas
de especies de legumbres forrajeras. La identificacion del gen también proporciona un método para prevenir la
acumulacién de CTs en especies de legumbres que produce niveles elevados perjudiciales de CT en hojas o
semillas.

También seria util si se pudiese proporcionar moléculas de acido nucleico que se puedan usar solas o junto con
otras moléculas de acido nucleico para producir plantas, particularmente forrajes y legumbres, con niveles
potenciados de flavonoides y/o taninos condensados.

Es un objeto de la presente invencion abordar los problemas anteriores o al menos proporcionar al publico una
eleccion util.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la identificacion y usos de un nuevo gen de MYB y polipéptido asociado que se ha
denominado por los inventores “MYB14”, que se ha aislado por los solicitantes y que se ha mostrado que esta
implicado en la produccion de compuestos flavonoides, incluyendo taninos condensados.

A lo largo de esta memoria descriptiva, las moléculas de acido nucleico y polipéptidos de la presente invencion se
pueden denominar por el descriptor MYB14.

La presente invenciéon contempla el uso de MYB14 independientemente o junto con otras moléculas de acido
nucleico para manipular la ruta biosintética de taninos condensados en plantas.

Polinucleétidos que codifican polipéptidos
En un aspecto, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica:

a) un polipéptido MYB14 que comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14,
en el que el % de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;

en la que el polipéptido MYB14 en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la produccion de
taninos condensados en plantas.
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En una realizacion, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 14.

En una realizacion, el polipéptido MYB14 o fragmento funcional comprende la secuencia de SEC ID NO: 17.
En una realizacion adicional, el polipéptido MYB14 regula la produccién de taninos condensados en una planta.
El polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de flavonoides en una planta.

El polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de taninos condensados en una planta.

En una realizacién adicional, el fragmento funcional tiene sustancialmente la misma actividad que el polipéptido
MYB14.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 17.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 17.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 14.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se muestra en SEC ID NO: 14.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un polipéptido
que comprende un motivo de secuencia de aminoacidos de 3' como se expone en SEC ID NO: 17.

Polinucledtidos

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que tiene una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEC ID NO: 1, 2 6 55;
b) un complemento de la secuencia o secuencias en a);
c) un fragmento funcional de la secuencia o secuencias en a) o b);

d) una secuencia con al menos 70% de identidad con una secuencia en a) o b) a lo largo de toda la longitud
de la secuencia;

en la que la secuencia de d) y el fragmento funcional de c) codifican un polipéptido que es capaz de incrementar la
produccién de taninos condensados en plantas.

En una realizacion adicional, el fragmento comprende la secuencia codificante de la secuencia especificada.
En una realizacién adicional, la molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 2.
En una realizacién adicional, la molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 1.
En una realizacién adicional, la molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de SEC ID NO: 55.
Sondas

También se describe una sonda capaz de unirse a un acido nucleico de la invencion.

También se describe una sonda capaz de unirse a un dominio de 3’ de la molécula de acido nucleico MYB14
sustancialmente como se describe anteriormente.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 17, o0 a un complemento de la molécula de acido nucleico.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a la molécula de acido nucleico, o a su complemento, en condiciones de
hibridacion restrictivas.

También se describe una sonda para una secuencia de 3’ que codifica el motivo como se expone en SEC ID NO: 17.
Cebadores

También se describe un cebador capaz de unirse a un acido nucleico de la invencion.
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También se describe un cebador capaz de unirse a un dominio de 3’ de la molécula de acido nucleico MYB14
sustancialmente como se describe anteriormente.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 15, 0 a un complemento de la molécula de acido nucleico.

En un caso, la sonda es capaz de unirse a la molécula de acido nucleico, o a su complemento, en condiciones de
PCR.

También se describe un cebador para un acido nucleico que codifica una secuencia de 3’ que codifica el motivo
como se expone en SEC ID NO: 17.

Polipéptidos

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido MYB14 aislado, o un fragmento funcional del mismo, como
se define en las reivindicaciones.

En un caso, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 15y SEC ID NO: 17, pero carece de la
secuencia de SEC ID NO: 16.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un polipéptido MYB14 aislado que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, en el que el % de identidad se calcula
a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14;y

b) un fragmento funcional de la secuencia dada en a), en el que la secuencia en a) y el fragmento funcional
en b) son capaces de incrementar la produccién de taninos condensados en plantas.

En una realizacién adicional, el polipéptido MYB14 comprende la secuencia de SEC ID NO: 14.
El polipéptido MYB14 regula la produccion de taninos condensados en una planta.

En un caso adicional, el polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de flavonoides en una
planta.

En una realizacion adicional, el polipéptido MYB14 regula la ruta biosintética de taninos condensados en una planta.

En una realizacion adicional, el polipéptido MYB14 regula al menos un gen en la ruta biosintética de taninos
condensados en una planta.

En una realizacién adicional, el fragmento funcional tiene sustancialmente la misma actividad que el polipéptido
MYB14.

Segun otro aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEC ID NO: 14;

b) un fragmento funcional de la secuencia dada en a), en el que la secuencia en a) y el fragmento en b) son
capaces de incrementar la produccién de taninos condensados en una planta.

También se describe un polipéptido aislado que comprende un motivo de secuencia de aminoacidos de 3’ como se
expone en SEC ID NO: 17.

También se describe un polipéptido aislado que tiene un motivo de secuencia de aminoacido de 3’ como se expone
en SEC ID NO: 17.

También se describe un polipéptido MYB14 aislado o un fragmento funcional del mismo en el que dicho polipéptido
MYB14 incluye un motivo de secuencia de aminoacidos de subgrupo 5 como se muestra en SEC ID NO: 15, asi
como un motivo de 3’ de secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID NO: 17, pero que carece de un
motivo de secuencia de aminoacidos de subgrupo 6 como se muestra en SEC ID NO: 16.

También se describe un polipéptido aislado codificado por una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
nucleotidica seleccionada de aquellas expuestas en una cualquiera de SEC ID NO: 1 a 13 y 55 a 64.

También se describe un polipéptido aislado codificado por una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
nucleotidica como se expone en SEC ID NO: 1, 2 6 55.

También se describe una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido de
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la invencion.
Constructos

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un constructo que incluye una secuencia
nucleotidica sustancialmente como se describe anteriormente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un constructo que incluye:
- al menos un promotor; y
- una molécula de acido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente;

en el que el promotor esta enlazado operativamente a la molécula de acido nucleico para controlar la expresion de la
molécula de acido nucleico.

Preferiblemente, el constructo puede incluir una o mas moléculas de acido nucleico adicionales de interés y/o una o
mas secuencias reguladoras adicionales, tales como, entre otras, secuencias terminadoras.

Lo mas preferible, la molécula de acido nucleico en el constructo puede tener una secuencia nucleotidica
seleccionada de SEC ID NO: 1, 2 6 55.

Células hospedantes

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una célula hospedante que se ha alterado a
partir del tipo salvaje al transformarla para incluir una molécula de acido nucleico sustancialmente como se describe
anteriormente.

En una realizacion, el acido nucleico es parte de un constructo genético de la invencion.
En una realizacion, la célula hospedante no forma parte de un ser humano.

En una realizacion adicional, la célula hospedante es una célula vegetal.

Células vegetales y plantas

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una planta o célula vegetal transformada con
un constructo sustancialmente como se describe anteriormente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una planta transformada con un constructo
sustancialmente como se describe anteriormente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una planta o parte de la misma que se ha
alterado a partir del tipo salvaje para incluir una molécula de acido nucleico sustancialmente como se describe
anteriormente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una célula vegetal, planta o parte de la misma
que se ha manipulado via expresion alterada de un gen MYB14 para que tenga niveles de taninos condensados
mayores que una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una célula vegetal, célula vegetal la cual se ha
manipulado via expresion alterada de un gen MYB14 para que tenga niveles de taninos condensados mayores que
una célula vegetal de tipo salvaje correspondiente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una hoja de una planta que, via expresion
alterada de un gen MYB14, tiene niveles de taninos condensados mayores que una planta de tipo salvaje
correspondiente o parte de la misma.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona la progenie de una célula vegetal o una planta
sustancialmente como se describe anteriormente, la cual, via expresion alterada de un gen MYB14, tiene niveles de
taninos condensados mayores que una célula vegetal de tipo salvaje o planta correspondiente.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona la semilla de una planta transgénica
sustancialmente como se describe anteriormente.

Composiciones

También se describe una composicion que incluye un ingrediente que es, o se obtiene de, una planta y/o parte de la
misma, en el que dicha planta o parte de la misma se ha manipulado via expresion alterada de un gen MYB14 para
que tenga niveles mayores o menores de flavonoides y/o taninos condensados en comparacion con aquellos de una
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planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.
Métodos que usan polinucleétidos

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar una planta o célula vegetal.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un método para producir una planta alterada o
célula vegetal usando una molécula de acido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente.

En una realizacion, la planta o célula vegetal se altera en la produccién de al menos un tanino condensado, o un
intermedio en la produccién de al menos un tanino condensado.

En una realizacion adicional, el tanino condensado se selecciona de catequina, epicatequina, epigalocatequina y
galocatequina.

En la invencién, la alteracién es un incremento.

En una realizacion adicional, la planta o célula vegetal se altera en la expresion de al menos una enzima en una ruta
biosintética de taninos condensados.

En la invencion, la expresion alterada es expresion incrementada.

En una realizacion adicional, la enzima es LAR o ANR.

En una realizacién adicional, la planta se altera en la expresién tanto de LAR como de ANR.
La planta puede ser cualquier planta, y la célula vegetal puede ser de cualquier planta.

En una realizacion, la planta es una planta de cultivo forrajera.

En una realizacion adicional, la planta es una planta leguminosa.

En una realizacién, la producciéon o expresion alterada, descrita anteriormente, es en sustancialmente todos los
tejidos de la planta.

En una realizacion, la produccion o expresion alterada, descrita anteriormente, es en el tejido foliar de la planta.

En una realizacion, la produccion o expresion alterada, descrita anteriormente, es en las porciones vegetativas de la
planta.

En una realizacion, la produccion o expresion alterada, descrita anteriormente, es en los tejidos epidérmicos de la
planta.

Para los fines de esta memoria descriptiva, el tejido epidérmico se refiere al grupo de monocapa exterior de células,
incluyendo la hoja, tallos, y raices y tejidos jévenes de una planta vascular.

En una realizacion, la produccion alterada de taninos condensados descrita anteriormente es en un tejido de la
planta que esta sustancialmente desprovisto de los taninos condensados.

Por lo tanto, en algunas realizaciones de la invencion, la produccién de taninos condensados es produccion de novo.
En una realizacion, el acido nucleico codifica una proteina MYB14 como se define aqui.

En un caso, el acido nucleico codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en una cualquiera de SEC ID NOs 1-13 y 55 a 64, o fragmento o variante de la misma.

En un caso, el acido nucleico comprende una secuencia sustancialmente como se expone en una cualquiera de
SEC ID NOs 1-13 y 55 a 64, o fragmento o variante de la misma.

En una realizacion adicional, el acido nucleico comprende una secuencia sustancialmente como se expone en SEC
ID NOs 1, 2 6 55, o fragmento o variante de la misma.

En una realizacién adicional, el acido nucleico es parte de un constructo sustancialmente como se describe
anteriormente.

En una realizacion, la planta se altera transformando la planta con el acido nucleico o constructo.

En una realizacion adicional, la planta se altera manipulando el genoma de una planta para expresar niveles
incrementados o disminuidos del acido nucleico, o fragmento o variante del mismo, en la planta en comparacion con
el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.
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También se describe el uso de una molécula de acido nucleico o polipéptido de la presente invencién para identificar
otros genes/polipéptidos reguladores de flavonoides y/o taninos condensados relacionados.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar una planta o célula vegetal, en el que dicha planta es,
o dicha célula vegetal procede de, un cultivo forrajero.

En la invencion, la planta tiene produccion incrementada de taninos condensados.
Preferiblemente, el cultivo forrajero puede ser una legumbre forrajera.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico
sustancialmente como se describe anteriormente para alterar los niveles de taninos condensados en plantas
leguminosas o células de plantas leguminosas.

Preferiblemente, los niveles de taninos condensados se alteran en tejido foliar.

También se describe el uso de informacién de secuencia de acido nucleico sustancialmente como se expone en una
cualquiera de SEC ID NO: 1-13 y 55 a 64 para alterar la ruta biosintética de flavonoides o de taninos condensados in
planta.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de informacién de secuencia de acido
nucleico sustancialmente como se expone en una cualquiera de SEC ID NO: 1, 2 y 55 para alterar la ruta biosintética
de taninos condensados in planta.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de un constructo sustancialmente como
se describe anteriormente para transformar una planta leguminosa o célula vegetal para alterar los niveles de
taninos condensados en las porciones vegetativas de la planta leguminosa o célula vegetal.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un método para alterar la produccion de
taninos condensados en una planta leguminosa o parte de la misma, que incluye la etapa de manipular el genoma
de una planta para expresar niveles crecientes de un gen MYB14 de leguminosa, o fragmento o variante del mismo,
en la planta en comparacion con el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o parte de la misma.

Segun un aspecto adicional de la presente invencidn, se proporciona un método para alterar la produccion de
taninos condensados en una planta leguminosa o parte de la misma, que incluye la etapa de manipular el genoma
de una planta para expresar niveles crecientes o decrecientes de un gen MYB14 de leguminosa, o fragmento o
variante del mismo, en la planta en comparacién con el producido en una planta de tipo salvaje correspondiente o
parte de la misma.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico para
producir taninos condensados in planta en una planta leguminosa o parte de la misma de novo.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico
sustancialmente como se describe anteriormente para manipular en una planta leguminosa o parte de la misma la
ruta biosintética de taninos condensados in planta.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de un constructo sustancialmente como
se describe anteriormente para manipular la ruta biosintética de taninos condensados in planta.

Segun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona el uso de un gen MYB14 que tiene una
secuencia de acido nucleico sustancialmente que corresponde a una molécula de acido nucleico de la presente
invencion para manipular la ruta biosintética in planta.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico
sustancialmente como se describe anteriormente para producir un tanino condensado, enzima, intermedio u otro
compuesto quimico asociado con la ruta biosintética de flavonoides y/o de taninos condensados.

También se describe un método para manipular la ruta biosintética de flavonoides y/o de taninos condensados,
caracterizado por la etapa de alterar un acido nucleico sustancialmente como se describe anteriormente para
producir un gen que codifica un péptido no funcional.

También se describe el uso de una molécula de acido nucleico aislada de la presente invencién in planta para
manipular los niveles de LAR y/o ANR en una planta leguminosa o célula de la planta.

Segun otro aspecto, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico aislada de la presente invencion in
planta para manipular los niveles de catequina y/o epicatequina u otro mondémero de tanino (epigalocatequina o
galocatequina) en una planta leguminosa o célula de la planta.
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También se describe el uso de una molécula de acido nucleico o polipéptido para identificar otros genes/polipéptidos
reguladores de flavonoides y/o de taninos condensados relacionados.

En una realizacion, se puede manipular el conjunto del tejido vegetal. En una realizacion alternativa, se puede
manipular el tejido epidérmico de la planta. Para los fines de esta memoria descriptiva, el tejido epidérmico se refiere
al grupo de monocapa exterior de células, la hoja, los tallos, y raices y tejidos jévenes de una planta vascular.

Mas preferiblemente, los niveles de taninos condensados alterados por la presente invencién son suficientes para
proporcionar un beneficio terapéutico o agronémico a un sujeto que consuma la planta con niveles alterados de
flavonoides y/o taninos condensados.

Plantas producidas via los métodos
En una realizacién adicional, la invencién proporciona una planta producida mediante un método de la invencién.

En una realizacion adicional, la invencidon proporciona una parte, semilla, fruta, material cosechado, propagulo o
progenie de una planta de la invencion.

En una realizacion adicional, la parte, semilla, fruta, material cosechado, propagulo o progenie de la planta se
modifica genéticamente para comprender al menos una molécula de acido nucleico de la invencioén, o un constructo
de la invencion.

Fuente de acidos nucleicos y proteinas de la invencion

Los acidos nucleicos y proteinas de la invencidon pueden derivar de cualquier planta, como se describe mas abajo, o
se pueden producir sintética o recombinantemente.

Plantas

Las células vegetales y plantas de la invencion, o aquellas transformadas o manipuladas en métodos y usos de la
invencion, pueden proceder de cualquier especie.

En una realizacion, la célula vegetal o planta deriva de especies de planta gimnosperma.

En una realizacion adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta angiosperma.

En una realizacion adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta dicotiledénea.

En una realizacion adicional, la célula vegetal o planta deriva de una especie de planta monocotiledonea.
Preferiblemente, las plantas proceden de especies dicotiledéneas.

Otras plantas preferidas son especies de plantas forrajeras de un grupo que comprende pero no se limita a los
siguientes géneros: Lolium, Festuca, Dactylis, Bromus, Thinopyrum, Trifolium, Medicago, Pheleum, Phalaris, Holcus,
Lotus, Plantago'y Cichorium.

Otras plantas preferidas son plantas leguminosas. La planta leguminosa o parte de la misma puede englobar
cualquier planta en la familia de plantas Leguminosae o Fabaceae. Por ejemplo, las plantas se pueden seleccionar
de legumbres forrajeras que incluyen alfalfa, trébol; leucaena; legumbres de grano que incluyen habas, lentejas,
altramuces, guisantes, cacahuetes, haba de soja; legumbres de pruina que incluyen altramuz, legumbres
farmacéuticas o industriales; y especies de legumbres de barbecho o de abono natural.

Un género particularmente preferido es Trifolium.

Las especies de Trifolium preferidas incluyen Trifolium repens; Trifolium arvense; Trifolium affine; y Trifolium
occidenfale.

Una especie de Trifolium particularmente preferida es Trifolium repens.

Otro género preferido es Medicago.

Especies de Medicago preferidas incluyen Medicago sativa y Medicago truncatula.

Una especie de Medicago particularmente preferida es Medicago sativa, conocida habitualmente como alfalfa.
Otro género preferido es Glycine.

Las especies de Glycine preferidas incluyen Glycine max y Glycine wightii (también conocida como Neonotonia
wightii).

Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine max, conocida habitualmente como haba de soja.
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Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine wightii, conocida habitualmente como haba de soja
perenne.

Otro género preferido es Vigna.

La especie de Vigna preferida incluye Vigna unguiculata.

Una especie de Vigna particularmente preferida es Vigna unguiculata, habitualmente conocida como frijol de carita.
Otro género preferido es Mucana.

La especie de Mucana preferida incluye Mucana pruniens.

Una especie de Mucana particularmente preferida es Mucana pruniens, habitualmente conocida como grano de
terciopelo.

Otro género preferido es Arachis.
Una especie de Arachis preferida incluye Arachis glabrata.

Una especie de Arachis particularmente preferida es Arachis glabrata, habitualmente conocida como cacahuete
perenne.

Otro género preferido es Pisum.

Una especie de Pisum preferida incluye Pisum sativum.

Una especie de Pisum particularmente preferida es Pisum sativum, habitualmente conocido como guisante.
Otro género preferido es Lotus.

Especies de Lotus preferidas incluyen Lotus corniculatus, Lotus pedunculatus, Lotus glabar, Lotus tenuis y Lotus
uliginosus.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus corniculatus, habitualmente conocido como loto
corniculado.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus glabar, habitualmente conocido como loto corniculado de
hoja estrecha.

Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus pedunculatus, habitualmente conocido como lotera.
Una especie de Lotus particularmente preferida es Lotus tenuis, habitualmente conocido como trébol esbelto.
Otro género preferido es Brassica.

Una especie de Brassica preferida incluye Brassica oleracea.

Una especie de Brassica particularmente preferida es Brassica oleracea, habitualmente conocida como berza o
repollo forrajero.

El término “planta”, como se usa aqui, se refiere a la planta en su totalidad, y cualquier parte de la misma, puede
incluir pero no se limita a: porciones seleccionadas de la planta durante el ciclo de vida de la planta, tales como
semillas vegetales, brotes, hojas, corteza, vainas, raices, flores, fruto, tallos, y similares. Una “parte de la misma”
preferida son las hojas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En esta memoria descriptiva en la que se ha hecho referencia a memorias descriptivas de patentes, otros
documentos externos u otras fuentes de informacion, esto es generalmente con el fin de proporcionar un contexto
para discutir las caracteristicas de la invencién. Excepto que se sefiale especificamente de otro modo, la referencia
a tales documentos externos no se ha de interpretar como una admisién de que tales documentos, o tales fuentes
de informacion, en cualquier jurisdiccion, son técnica anterior, o forman parte del conocimiento general comun en la
técnica.

El término “que comprende”, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones, significa “que
consiste al menos en parte en”; es decir, cuando se interpretan afirmaciones en esta memoria descriptiva y en las
reivindicaciones que incluyen “que comprende”, las caracteristicas prologadas por este término en cada afirmacion
necesitan estar todas ellas presentes, pero también pueden estar presentes otras caracteristicas. Términos
relacionados, tales como “comprender” y “comprendido”, se han de interpretar de manera similar. Sin embargo, en
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realizaciones preferidas, “que comprende” se puede sustituir por “que consiste”.
La expresion “polipéptido MYB14” se refiere a un factor de transcripciéon MYB de clase R2R3.

Preferiblemente, el polipéptido MYB14 comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO:
14.

El polipéptido MYB14 puede comprender el motivo de secuencia de SEC ID NO: 15.
El polipéptido MYB14 puede comprender el motivo de secuencia de SEC ID NO: 17.

El polipéptido MYB14 puede comprender la secuencia de SEC ID NO: 15 y SEC ID NO: 17, pero carece de la
secuencia de SEC ID NO: 16.

Un “gen MYB14” es un gen, por la definicion estandar de gen, que codifica un polipéptido MYB14.

La expresion “factor de transcripcién MYB” es un término bien entendido por los expertos en la técnica para referirse
a una clase de factores de transcripcion caracterizada por un dominio de unién a ADN estructuralmente conservado
que consiste en repeticiones imperfectas individuales o multiples.

La expresién “factor de transcripcion R2R3” o “transcripcion MYB con un dominio de unién a ADN R2R3” es una
expresion bien entendida por los expertos en la técnica para referirse a factores de transcripcion MYB de la clase de
dos repeticiones.

Los términos “proantocianidinas” y “taninos condensados” se pueden usar de forma intercambiable a lo largo de la
memoria descriptiva.

La expresion “motivo de secuencia’, como se usa aqui, significa un tramo de aminoacidos o nucleétidos.
Preferiblemente, el tramo de aminoacidos o nucledtidos es contiguo.

El término “alterada”, con respecto a una planta con “produccion alterada” o “expresion alterada”, significa alterada
con respecto a la misma planta, o planta del mismo tipo, en el estado no transformado.

El término “alterada” puede significar incrementada o disminuida. Preferiblemente, alterada es incrementada.
Polinucledtidos y fragmentos

El término “polinucledtido o polinucledtidos”, como se usa aqui, significa un polimero desoxirribonucleotidico o
ribonucleotidico monocatenario o bicatenario de cualquier longitud pero preferiblemente al menos 15 nucleétidos, e
incluye, como ejemplos no limitantes, secuencias codificantes y no codificantes de un gen, complementos de
secuencias sentido y antisentido, exones, intrones, ADN genémico, ADNc, pre-ARNm, ARNm, ARNr, ARNis, miARN,
ARNt, ribozimas, polipéptidos recombinantes, secuencias de ADN o ARN de origen natural aisladas y purificadas,
secuencias de ARN y ADN sintéticas, sondas, cebadores y fragmentos de acidos nucleicos.

El término “polinucleétido” se puede usar de forma intercambiable con “molécula de acido nucleico”.

Un “fragmento” de una secuencia polinucleotidica proporcionada aqui es una subsecuencia de nucleétidos contiguos
que tiene una longitud preferiblemente de al menos 15 nucledtidos. Los fragmentos de la invencién comprenden
preferiblemente al menos 20 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 30 nucleétidos, mas preferiblemente al
menos 40 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 50 nucledtidos, y lo mas preferible al menos 60 nucledtidos
contiguos de un polinucleétido de la invencion. Un fragmento de una secuencia polinucleotidica se puede usar en
tecnologia antisentido, de silenciamiento génico, de triple hélice o de ribozima, o como un cebador, una sonda,
incluido en una micromatriz, o usado en métodos de seleccién a base de polinucleétidos.

Preferiblemente, los fragmentos de secuencias polinucleotidicas de la invencion comprenden al menos 25, mas
preferiblemente al menos 50, mas preferiblemente al menos 75, mas preferiblemente al menos 100, mas
preferiblemente al menos 150, mas preferiblemente al menos 200, mas preferiblemente al menos 300, mas
preferiblemente al menos 400, mas preferiblemente al menos 500, mas preferiblemente al menos 600, mas
preferiblemente al menos 700, mas preferiblemente al menos 800, mas preferiblemente al menos 900, mas
preferiblemente al menos 1000 nucledétidos contiguos del polinucledtido especificado.

El término “cebador” se refiere a un polinucledtido corto, que tiene habitualmente un grupo libre 3'OH, que se hibrida
a un molde y se usa para cebar la polimerizaciéon de un polinucleétido complementario al molde. Tal cebador tiene
preferiblemente al menos 5, mas preferiblemente al menos 6, mas preferiblemente al menos 7, mas preferiblemente
al menos 9, mas preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 11, mas preferiblemente al menos 12,
mas preferiblemente al menos 13, mas preferiblemente al menos 14, mas preferiblemente al menos 15, mas
preferiblemente al menos 16, mas preferiblemente al menos 17, mas preferiblemente al menos 18, mas
preferiblemente al menos 19, mas preferiblemente al menos 20 nucledtidos de longitud.
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El término “sonda” se refiere a un polinuclestido corto que se usa para detectar una secuencia polinucleotidica, que
es complementaria a la sonda, en un ensayo a base de hibridacién. La sonda puede consistir en un “fragmento” de
un polinuclesétido como se define aqui. Preferiblemente, tal sonda tiene al menos 5, mas preferiblemente al menos
10, mas preferiblemente al menos 20, mas preferiblemente al menos 30, mas preferiblemente al menos 40, mas
preferiblemente al menos 50, mas preferiblemente al menos 100, mas preferiblemente al menos 200, mas
preferiblemente al menos 300, mas preferiblemente al menos 400 y lo mas preferible al menos 500 nucleétidos de
longitud.

Polipéptidos y fragmentos

El término “polipéptido”, como se usa aqui, engloba cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, pero
preferiblemente al menos 5 aminoacidos, incluyendo proteinas de longitud completa, en las que los restos de
aminoacidos estan enlazados mediante enlaces peptidicos covalentes. Los polipéptidos pueden ser productos
naturales purificados, o se pueden producir parcial o totalmente usando técnicas recombinantes o sintéticas. El
término puede referirse a un polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dimero u otro multimero, un
polipéptido de fusién, un fragmento polipeptidico, una variante polipeptidica, o derivado del mismo.

Un “fragmento” de un polipéptido es una subsecuencia del polipéptido que realiza una funcién que se requiere para
la actividad biolégica y/o proporciona estructura tridimensional del polipéptido. El término se puede referir a un
polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dimero u otro multimero, un polipéptido de fusion, un
fragmento polipeptidico, una variante polipeptidica, o derivado del mismo, capaz de llevar a cabo la actividad
anterior.

El término “aislada”, como se aplica a las secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas descritas aqui, se usa para
referirse a secuencias que estan eliminadas de su entorno celular natural. Una molécula aislada se puede obtener
mediante cualquier método o combinacion de métodos incluyendo técnicas bioquimicas, recombinantes, y sintéticas.

La expresion “derivada de”, con respecto a una secuencia polinucleotidica o polipeptidica que deriva de un género o
especie particular, significa que la secuencia tiene la misma secuencia que una secuencia polinucleotidica o
polipeptidica encontrada de forma natural en ese género o especie. La secuencia, derivada de un género o especie
particular, se puede producir por lo tanto de forma sintética o recombinante.

Variantes

Como se usa aqui, el término “variante” se refiere a secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas diferentes de las
secuencias identificadas especificamente, en las que uno o mas nucleétidos o restos de aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, o afiadidos. Las variantes pueden ser variantes alélicas de origen natural, o variantes de
origen no natural. Las variantes pueden proceder de la misma especie o de otra especie, y pueden englobar
homologos, paralogos y ortdlogos. En ciertas realizaciones, las variantes de los polinucleétidos y polipéptidos de la
invencion poseen actividades bioldgicas que son las mismas o similares a las de los polinucleétidos o polipéptidos
de la invencion. El término “variante”, con referencia a polinucleétidos y polipéptidos, engloba todas las formas de
polinucledtidos y polipéptidos como se definen aqui.

Variantes polinucleotidicas

Las secuencias polinucleotidicas variantes exhiben preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al menos
51%, mas preferiblemente al menos 52%, mas preferiblemente al menos 53%, mas preferiblemente al menos 54%,
mas preferiblemente al menos 55%, mas preferiblemente al menos 56%, mas preferiblemente al menos 57%, mas
preferiblemente al menos 58%, mas preferiblemente al menos 59%, mas preferiblemente al menos 60%, mas
preferiblemente al menos 61%, mas preferiblemente al menos 62%, mas preferiblemente al menos 63%, mas
preferiblemente al menos 64%, mas preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al menos 66%, mas
preferiblemente al menos 67%, mas preferiblemente al menos 68%, mas preferiblemente al menos 69%, mas
preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al menos 71%, mas preferiblemente al menos 72%, mas
preferiblemente al menos 73%, mas preferiblemente al menos 74%, mas preferiblemente al menos 75%, mas
preferiblemente al menos 76%, mas preferiblemente al menos 77%, mas preferiblemente al menos 78%, mas
preferiblemente al menos 79%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 81%, mas
preferiblemente al menos 82%, mas preferiblemente al menos 83%, mas preferiblemente al menos 84%, mas
preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 86%, mas preferiblemente al menos 87%, mas
preferiblemente al menos 88%, mas preferiblemente al menos 89%, mas preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 91%, mas preferiblemente al menos 92%, mas preferiblemente al menos 93%, mas
preferiblemente al menos 94%, mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas
preferiblemente al menos 97%, mas preferiblemente al menos 98%, y lo mas preferible al menos 99% de identidad
con una secuencia polinucleotidica especificada. La identidad se encuentra a lo largo de una ventana de
comparacion de al menos 20 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 50 posiciones nucleotidicas,
mas preferiblemente al menos 100 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 200 posiciones
nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 300 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 400
posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 500 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos
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600 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 700 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al
menos 800 posiciones nucleotidicas, mas preferiblemente al menos 900 posiciones nucleotidicas, mas
preferiblemente al menos 1000 posiciones nucleotidicas, y lo mas preferible a lo largo de toda la longitud de la
secuencia polinucleotidica especificada.

La identidad de la secuencia polinucleotidica se puede determinar de la siguiente manera. La secuencia
polinucleotidica objeto se compara con una secuencia polinucleotidica candidato usando BLASTN (de la coleccion
de programas BLAST, version 2.2.5 [noviembre 2002]) en bl2seq (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden (1999),
“Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-
250), que esta publicamente disponible de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parametros por defecto
de bl2seq, excepto que se deberia apagar el filtrado de las partes de baja complejidad.

La identidad de las secuencias polinucleotidicas se puede examinar usando los siguientes parametros de linea de
comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p blastn

El parametro —F F apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parametro —p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. El programa bl2seq da a conocer la identidad de secuencia como tanto el
numero como el porcentaje de nucledtidos idénticos en una linea “ldentities = .

La identidad de las secuencias polinucleotidicas también se puede calcular a lo largo de toda la longitud del
solapamiento entre una secuencia polinucleotidica candidato y una secuencia polinucleotidica objeto, usando
programas de alineamiento global de secuencias (por ejemplo, Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol.
Biol. 48, 443-453). Una implementacion completa del algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch se
encuentra en el programa needle en el paquete EMBOSS (Rice, P. Longden, |. y Bleasby, A. EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Trends in Genetics junio 2000, vol. 16, n® 6. p. 276-277) que se
puede obtener de http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/. El servidor del European Bioinformatics Institute
también proporciona el servicio para llevar a cabo alineamientos globales de EMBOSS-needle entre dos secuencias
en linea en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/.

Como alternativa, para calcular la identidad de secuencia, se puede usar el programa GAP, que calcula un
alineamiento global 6ptimo de dos secuencias sin penalizar saltos terminales. GAP se describe en el siguiente
documento: Huang, X. (1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-
235.

La identidad de secuencia también se puede calcular alineando secuencias a comparar usando Vector NTI version
9.0, que usa un algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994, Nucleic Acids Research 24, 4876-4882), calculando
entonces el porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias alineadas usando Vector NTI version 9.0
(septiembre 02, 2003 ©1994-2003 InforMax, con licencia a Invitrogen).

Las variantes polinucleotidicas de la presente invencion también engloban aquellas que exhiben una similitud con
una o mas de las secuencias especificamente identificadas que es probable que conserven la equivalencia funcional
de esas secuencias y que no se podria esperar razonablemente que se produjeran por casualidad al azar. Tal
similitud de secuencias con respecto a polinucleétidos se puede determinar usando el programa bl2seq
publicamente disponible de la coleccion de programas BLAST (version 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/).

La similitud de secuencias polinucleotidicas se puede examinar usando los siguientes parametros de linea de
comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p tblastx

El parametro —F F apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parametro —p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias, y para
cada una de tales regiones da a conocer un “valor E” que es el niumero esperado de veces que se podria esperar
observar tal emparejamiento por casualidad en una base de datos de un tamafio de referencia fijo que contiene
secuencias aleatorias. El tamafio de esta base de datos se establece por defecto en el programa bl2seq. Para
valores E pequefios, mucho menores que uno, el valor E es aproximadamente la probabilidad de tal emparejamiento
al azar.

Las secuencias polinucleotidicas variantes exhiben preferiblemente un valor E menor que menor que 1 x 107" mas
preferiblemente menor que 1 x 10%°, mas preferiblemente menor que 1 x 10", mas preferiblemente menor que 1 x
10°, mas preferiblemente menor que 1 x 10", mas preferiblemente menor que 1 x 10%°, mas preferiblemente
menor que 1 x 107°, mas preferiblemente menor que 1 x 10, mas preferiblemente menor que 1 x 10™%° y lo mas
preferible menor que 1 x 10" cuando se comparan con una cualquiera de las secuencias especificamente
identificadas.
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Como alternativa, los polinucleétidos variantes de la presente invencién se hibridan a una secuencia polinucleotidica
especificada, o a sus complementos, en condiciones restrictivas.

La expresion “hibridar en condiciones restrictivas”, y sus equivalentes gramaticales, se refiere a la capacidad de una
molécula polinucleotidica para hibridarse a una molécula polinucleotidica diana (tal como una molécula
polinucleotidica diana inmovilizada en una mancha de ADN o ARN, tal como una transferencia Southern o una
transferencia Northern) en condiciones definidas de temperatura y concentracion salina. La capacidad para
hibridarse en condiciones de hibridacion restrictivas se puede determinar hibridando inicialmente en condiciones
menos restrictivas e incrementando después la restriccion hasta la restriccion deseada.

Con respecto a moléculas polinucleotidicas mayores que alrededor de 100 bases de longitud, las condiciones de
hibridacion restrictivas tipicas son no mas de 25 a 30°C (por ejemplo, 10°C) por debajo de la temperatura de fusion
(Tm) del duplex nativo (véanse generalmente, Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
22 Ed. Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al., 1987, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing).
La Tm para moléculas polinucleotidicas mayores que alrededor de 100 bases se puede calcular mediante la formula
Tm = 81,5+ 0,41% (G + C-log (Na+). (Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 Ed.
Cold Spring Harbor Press; Bolton y McCarthy, 1962, PNAS 84:1390). Las condiciones restrictivas tipicas para
polinucleétido de mas de 100 bases de longitud serian condiciones de hibridacion tales como prelavado en una
disolucién de 6X SSC, 0,2% de SDS; hibridacion a 65°C, 6X SSC, 0,2% de SDS toda la noche; seguido de dos
lavados de 30 minutos cada uno en 1X SSC, 0,1% de SDS a 65°C y dos lavados de 30 minutos cada uno en 0,2X
SSC, 0,1% de SDS a 65°C.

Con respecto a las moléculas polinucleotidicas que tienen una longitud menor que 100 bases, las condiciones de
hibridacion restrictivas ejemplares son 5 a 10°C por debajo de Tm. De media, la Tm de una molécula polinucleotidica
de longitud menor que 100 pb se reduce en aproximadamente (500/longitud del oligonucleétido)°C.

Con respecto a los miméticos de ADN conocidos como acidos peptidonucleicos (PNAs) (Nielsen et al., Science. 6 de
diciembre de 1991; 254(5037):1497-500), los valores de Tm son mayores que aquellos para hibridos de ADN-ADN o
de ADN-ARN, y se pueden calcular usando la férmula descrita en Giesen et al., Nucleic Acids Res. 1 de noviembre
de 1998; 26(21):5004-6. Las condiciones de hibridacion restrictivas ejemplares para un hibrido de ADN-PNA que
tiene una longitud menor que 100 bases son 5 a 10°C por debajo de la Tm.

Los polinucledtidos variantes tales como aquellos en constructos de la invencidn que codifican proteinas a expresar
también engloban polinucleétidos que difieren de las secuencias especificadas, pero que, como consecuencia de la
degeneracion del cédigo genético, codifican un polipéptido que tiene actividad similar a un polipéptido codificado por
un polinucleétido de la presente invencion. Una alteracion de secuencia que no cambie la secuencia de aminoacidos
del polipéptido es una “variacion silenciosa”. Excepto para ATG (metionina) y TGG (triptéfano), se pueden cambiar
otros codones para el mismo aminoacido mediante técnicas reconocidas en la técnica, por ejemplo para optimizar la
expresion de codones en un organismo hospedante particular.

También se contemplan alteraciones de secuencias polinucleotidicas que dan como resultado sustituciones
conservativas de uno o varios aminoacidos en la secuencia polipeptidica codificada sin alterar significativamente su
actividad biolégica. Un experto estara al tanto de métodos para obtener sustituciones de aminoacidos
fenotipicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et al., 1990, Science 247, 1306).

Los polinucledtidos variantes debidos a variaciones silenciosas y sustituciones conservativas en la secuencia
polipeptidica codificada se puede determinar usando el programa bl2seq publicamente disponible de la coleccion de
programas BLAST (version 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) via el algoritmo tblastx
como se describe previamente.

Variantes polipeptidicas

El término “variante”, con referencia a polipéptidos, engloba polipéptidos de origen natural, producidos
recombinantemente y producidos sintéticamente. Las secuencias polipeptidicas variantes exhiben preferiblemente al
menos 50%, mas preferiblemente al menos 51%, mas preferiblemente al menos 52%, mas preferiblemente al menos
53%, mas preferiblemente al menos 54%, mas preferiblemente al menos 55%, mas preferiblemente al menos 56%,
mas preferiblemente al menos 57%, mas preferiblemente al menos 58%, mas preferiblemente al menos 59%, mas
preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 61%, mas preferiblemente al menos 62%, mas
menos mas menos mas menos mas
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preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 91%, mas preferiblemente al menos 92%, mas
preferiblemente al menos 93%, mas preferiblemente al menos 94%, mas preferiblemente al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 96%, mas preferiblemente al menos 97%, mas preferiblemente al menos 98%, y lo mas
preferible al menos 99% de identidad con una secuencia de la presente invencion. La identidad se encuentra a lo
largo de una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones de aminoacidos, preferiblemente al menos 50
posiciones de aminoacidos, mas preferiblemente al menos 100 posiciones de aminoacidos, y lo mas preferible a lo
largo de toda la longitud de un polipéptido de la invencion.

La identidad de secuencia polipeptidica se puede determinar de la siguiente manera. La secuencia polipeptidica
objeto se compara con una secuencia polipeptidica candidato usando BLASTP (de la coleccion de programas
BLAST, version 2.25 [noviembre 2002]) en bl2seq, que estda publicamente disponible de NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se utilizan los parametros por defecto de bl2seq, excepto que se deberia de apagar el
filtrado de regiones de baja complejidad.

La identidad de secuencias polipeptidica también se puede calcular a lo largo de toda la longitud del solapamiento
entre una secuencia polinucleotidica candidato y una secuencia polinucleotidica objeto, usando programas de
alineamiento global de secuencias. EMBOSS-needle (disponible en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/) y GAP
(Huang, X. (1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235), como se
explican anteriormente, también son programas adecuados de alineamiento global de secuencias para calcular la
identidad de secuencias polipeptidicas.

La identidad de secuencia también se puede calcular alineando secuencias a comparar usando Vector NTI version
9.0, que usa un algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994, Nucleic Acids Research 24, 4876-4882), calculando
entonces el porcentaje de identidad de secuencia entre las secuencias polipeptidicas alineadas usando Vector NTI
version 9.0 (sept. 02, 2003 ©1994-2003 InforMax, con licencia a Invitrogen).

Las variantes polipeptidicas de la presente invencién también engloban aquellas que muestran una similitud con una
o0 mas de las secuencias especificamente identificadas que es probable que conserven la equivalencia funcional de
aquellas secuencias y que razonablemente no se podria esperar que se produjeran por casualidad al azar. Tal
similitud de secuencia con respecto a polipéptidos se puede determinar usando el programa bl2seq publicamente
disponible de Ila coleccion de programas BLAST (version 2.2.5 [noviembre 2002]) de NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). La similitud de secuencias polipeptidicas se puede examinar usando los siguientes
parametros de linea de comando de unix:

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p blastp

Las secuencias polipeptidicas variantes exhiben preferiblemente un valor E menor que menor que 1 x 10 mas
preferiblemente menor que 1 x 10, mas preferiblemente menor que 1 x 102, mas preferiblemente menor que 1 x
107, mas preferiblemente menor que 1 x 1078, mas preferiblemente menor que 1 x 10", mas preferiblemente
menor que 1 x 10, mas preferiblemente menor que 1 x 10*°, mas preferiblemente menor que 1 x 10", mas
preferiblemente menor que 1 x 10°, mas preferiblemente menor que 1 x 107°, mas preferiblemente menor que 1 x
10, mas preferiblemente menor que 1 x 10™%° y lo mas preferible menor que 1 x 10" cuando se comparan con
una cualquiera de las secuencias especificamente identificadas.

El parametro —FF apaga el filtrado de secciones de baja complejidad. El parametro —p selecciona el algoritmo
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias, y para
cada una de tales regiones da a conocer un “valor E” que es el nimero de veces esperado que se podria esperar
observar tal emparejamiento por casualidad en una base de datos de un tamafio de referencia fijo que contiene
secuencias aleatorias. Para valores E pequefios, mucho menores que uno, éste es aproximadamente la probabilidad
de tal emparejamiento aleatorio.

También se incluyen en la invencion sustituciones conservativas de uno o varios aminoacidos de una secuencia
polipeptidica descrita sin alterar significativamente su actividad bioldgica. Un experto estara al tanto de métodos para
obtener sustituciones de aminoacidos fenotipicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et al., 1990, Science
247, 1306).

Constructos, vectores y sus componentes

La expresion “constructo genético” se refiere a una molécula polinucleotidica, habitualmente ADN bicatenario, que
puede tener insertada en ella otra molécula polinucleotidica (la molécula polinucleotidica inserta) tal como, pero sin
limitarse a, una molécula de ADNc. Un constructo genético puede contener un polinucleétido promotor que incluye
los elementos necesarios que permiten transcribir la molécula polinucleotidica inserta, y, opcionalmente, traducir el
transcrito a un polipéptido. La molécula polinucleotidica inserta puede derivar de la célula hospedante, o puede
derivar de una célula u organismo diferente, y/o puede ser un polinucleétido sintético o recombinante. Una vez
dentro de la célula hospedante, el constructo genético puede integrarse en el ADN cromosémico del hospedante. El
constructo genético puede estar enlazado a un vector.

El término “vector” se refiere a una molécula polinucleotidica, habitualmente ADN bicatenario, que se usa para
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transportar el constructo genético a una célula hospedante. El vector puede ser capaz de replicarse en al menos un
sistema hospedante adicional, tal como E. coli.

La expresion “constructo de expresion” se refiere a un constructo genético que incluye los elementos necesarios que
permiten transcribir la molécula polinucleotidica inserta, y, opcionalmente, traducir el transcrito a un polipéptido.

Un constructo de expresién comprende tipicamente, en una direccién de 5’ a 3’:
a) un promotor funcional en la célula hospedante en la que el constructo se transformara,
b) el polinucleétido a expresar, y
c) un terminador funcional en la célula hospedante en la que se transformara el constructo.

La expresion “region codificante” o “marco de lectura abierto” (ORF) se refiere a la hebra sentido de una secuencia
de ADN gendmico o una secuencia de ADNc que es capaz de producir un producto de transcripcion y/o un
polipéptido bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. La secuencia codificante se identifica mediante la
presencia de un codén de inicio de la traduccion de 5 y un codén de parada de la traduccion de 3’. Cuando se
inserta en un constructo genético, una “secuencia codificante” es capaz de ser expresada cuando esta
operativamente enlazada a secuencias promotoras y terminadoras.

La expresion “operativamente enlazada” significa que la secuencia a expresar se coloca bajo el control de elementos
reguladores que incluyen promotores, elementos reguladores especificos de tejido, elementos reguladores
temporales, potenciadores, represores y terminadores.

La expresion “region no codificante” incluye secuencias no traducidas que estan en direccion 5 del sitio de inicio
traduccional, y en direccion 3’ del sitio de parada traduccional. Estas secuencias también se denominan
respectivamente como la 5 UTR y la 3' UTR. Estas secuencias pueden incluir elementos requeridos para la
iniciacion y terminacion de la transcripcion y para la regulacion de la eficiencia de la traduccion. La expresion “no
codificante” también incluye secuencias intrénicas en clones genémicos.

Los terminadores son secuencias que terminan la transcripcion, y se encuentran en los extremos no traducidos de 3’
de genes en direccion 3’ de la secuencia traducida. Los terminadores son determinantes importantes de la
estabilidad del ARNm, y en algunos casos se ha encontrado que tienen funciones reguladoras espaciales.

El término “promotor” se refiere a una secuencia polinucleotidica capaz de regular o conducir la expresion de una
secuencia polinucleotidica a la que el promotor esta operativamente enlazado en una célula, o célula libre del
sistema de transcripcién. Los promotores pueden comprender elementos iniciadores en cis que especifican el sitio
de iniciacion de la transcripcion, y cajas conservadas tales como la caja TATA, y motivos que estan unidos mediante
factores de transcripcion.

Métodos para aislar o producir polinucleétidos

Las moléculas polinucleotidicas de la invencién se pueden aislar usando una variedad de técnicas conocidas por
aquellos de pericia normal en la técnica. A titulo de ejemplo, tales polinucleétidos se pueden aislar mediante el uso
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) descrita en Mullis et al., Eds. 1994 The Polymerase Chain
Reaction, Birkhauser, incorporada aqui como referencia. Los polinucledtidos de la invencion se pueden amplificar
usando cebadores, como se definen aqui, derivados de las secuencias polinucleotidicas de la invencion.

Otros métodos para aislar polinucleétidos de la invencion, o Utiles en los métodos de la invencién, incluyen el uso de
todo o de porciones de los polinucledtidos expuestos aqui, como sondas de hibridacién. La técnica de hibridar
sondas polinucleotidicas marcadas a polinucleétidos inmovilizados sobre soportes soélidos, tales como filtros de
nitrocelulosa o membranas de nailon, se puede usar para identificar el genémico. Las condiciones de hibridacion y
lavado ejemplares son: hibridacion durante 20 horas a 65°C en 5,0 X SSC, 0,5% de dodecilsulfato de sodio, 1 X
disolucion de Denhardt; lavado (tres lavados durante veinte minutos cada uno a 55°C) en 1,0 X SSC, 1% (p/v) de
dodecilsulfato de sodio, y opcionalmente un lavado (durante veinte minutos) en 0,5 X SSC, 1% (p/v) de
dodecilsulfato de sodio, a 60°C. Se puede realizar un lavado adicional opcional (durante veinte minutos) en
condiciones de 0,1 X SSC, 1% (p/v) de dodecilsulfato de sodio, a 60°C.

Los fragmentos polinucleotidicos de la invencion se pueden producir mediante técnicas bien conocidas en la técnica,
tales como digestion con endonucleasas de restriccion, sintesis oligonucleotidica y amplificacion mediante PCR.

Una secuencia polinucleotidica parcial se puede usar en los métodos bien conocidos en la técnica para identificar la
secuencia polinucleotidica de longitud completa correspondiente y/o el gen completo y/o el promotor. Tales métodos
incluyen métodos a base de PCR, 5’RACE (Frohman MA, 1993, Methods Enzymol. 218: 340-56) y método a base de
hibridacién, métodos a base de ordenador/base de datos. Ademas, a titulo de ejemplo, la PCR inversa permite la
adquisicion de secuencias desconocidas, que flanquean las secuencias polinucleotidicas descritas aqui, partiendo
de cebadores basados en una region conocida (Triglia et al., 1998, Nucleic Acids Res 16, 8186, incorporado aqui
como referencia). El método usa varias enzimas de restriccion para generar un fragmento adecuado en la region
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conocida de un polinucleétido. El fragmento se circulariza entonces mediante ligacién intramolecular y se usa como
un molde de la PCR. Los cebadores divergentes se disefian a partir de la regiéon conocida. Las secuencias
promotoras y de flanqueo también se pueden aislar mediante paseo genémico mediante PCR usando un kit
GenomeWalker™ (Clontech, Mountain View, California), siguiendo las instrucciones del fabricante. A fin de
ensamblar fisicamente clones de longitud completa, se pueden utilizar enfoques estandar de biologia molecular
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987).

Puede ser beneficioso, cuando se produce una planta transgénica a partir de una especie particular, transformar tal
planta con una secuencia o secuencias derivadas de esa especie. El beneficio puede ser para aliviar
preocupaciones publicas con respecto a la transformacion entre especies en la generacion de organismos
transgénicos. Adicionalmente, cuando el resultado deseado es la disminucidon de un gen, puede ser necesario utilizar
una secuencia idéntica (o al menos muy similar) a aquella en la planta, para la que se desea la expresion reducida.
Por estas razones, entre otras, es deseable ser capaces de identificar y aislar ortélogos de un gen particular en
varias especies vegetales diferentes. Las variantes (incluyendo ortélogos) se pueden identificar mediante los
métodos descritos.

Métodos para identificar variantes
Métodos fisicos

Los polinucledtidos variantes se pueden identificar usando métodos a base de PCR (Mullis et al., Eds. 1994 The
Polymerase Chain Reaction, Birkhauser).

Como alternativa, se pueden emplear métodos de cribado de librerias, bien conocidos por los expertos en la técnica
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987). Cuando se
identifican variantes de la secuencia sonda, la restriccion de la hibridacion y/o lavado se reducira tipicamente con
respecto a cuando se buscan emparejamientos exactos de secuencias.

Métodos a base de ordenador

Las variantes polinucleotidicas y polipeptidicas también se pueden identificar por métodos a base de ordenador bien
conocidos por los expertos en la técnica, usando algoritmos de alineamiento de secuencias de dominio publico y
herramientas de busqueda de similitud de secuencias para buscar bases de datos de secuencias (las bases de
datos de dominio publico incluyen Genbank, EMBL, Swiss-Prot, PIR y otras). Para ejemplos de fuentes en linea,
véase, por ejemplo, Nucleic Acids Res. 29: 1-10 y 11-16, 2001. Las busquedas de similitud recuperan y alinean
secuencias diana para la comparacion con una secuencia a analizar (es decir, una secuencia problema). Los
algoritmos de comparacién de secuencias usan matrices de puntuacion para asignar una puntuacion global a cada
uno de los alineamientos.

Una familia de programas ejemplar util para identificar variantes en bases de datos de secuencias es la coleccion de
programas BLAST (version 2.2.5 [noviembre 2002] que incluye BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX,
que estan publicamente disponibles de (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/) o del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), National Library of Medicine, Building 38A, Room 8N805, Bethesda, MD 20894 USA. El servidor
de NCBI también proporciona la herramienta para facilitar el uso de los programas para identificar un nimero de
bases de datos de secuencias publicamente disponibles. BLASTN compara una secuencia problema nucleotidica
frente a una base de datos de secuencias nucleotidicas. BLASTP compara una secuencia problema de aminoacidos
frente a una base de datos de secuencias proteicas. BLASTX compara una secuencia problema nucleotidica
traducida en todos los marcos de lectura frente a una base de datos de secuencias proteicas. tBLASTN compara
una secuencia problema proteica frente a una base de datos de secuencias nucleotidicas traducida dinamicamente
en todos los marcos de lectura. tBLASTX compara las traducciones en los seis marcos de una secuencia problema
nucleotidica frente a las traducciones en los seis marcos de una base de datos de secuencias nucleotidicas. Los
programas BLAST se pueden usar con parametros por defecto, o los parametros se pueden alterar segun se
necesite para refinar el cribado.

El uso de la familia de algoritmos BLAST, incluyendo BLASTN, BLASTP, y BLASTX, se describe en la publicacion
de Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997.

Los “aciertos” con respecto a una o mas secuencias de la base de datos por una secuencia problema producidos por
BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN, tBLASTX, o un algoritmo similar, alinean e identifican porciones similares de
secuencias. Los aciertos se disponen en orden del grado de similitud y la longitud de solapamiento de las
secuencias. Los aciertos con respecto a una secuencia de base de datos generalmente representan un
solapamiento a lo largo de solamente una fraccién de la longitud de secuencia de la secuencia problema.

Los algoritmos BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX también producen valores “esperados” para los
alineamientos. El valor Esperado (E) indica el nimero de aciertos que se pueden “esperar” observar por casualidad
cuando se busca una base de datos del mismo tamafio que contiene secuencias contiguas aleatorias. El valor
Esperado se usa como un umbral de significancia para determinar si el acierto con respecto a la base de datos
indica similitud verdadera. Por ejemplo, un valor E de 0,1 asignado a un acierto polinucleotidico se interpreta como

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2537342 T3

que en una base de datos del tamafio de la base de datos cribada, se puede esperar observar 0,1 emparejamientos
a lo largo de la porcién alineada de la secuencia con una puntuacion similar simplemente por casualidad. Para
secuencias que tienen un valor E de 0,01 o menos a lo largo de porciones alineadas y emparejadas, la probabilidad
de encontrar un emparejamiento por casualidad en esa base de datos es 1% o menos usando el algoritmo BLASTN,
BLASTP, BLASTX, tBLASTN o tBLASTX.

Los alineamiento multiples de secuencias de un grupo de secuencias relacionadas se puede llevar a cabo con
CLUSTALW (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson, T.J. (1994) CLUSTALW: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weight
matrix choice. Nucleic Acids Research, 22:4673-4680, http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalW/Top.html) o T-
COFFEE (Cedric Notredame, Desmond G. Higgins, Jaap Heringa, T-Coffee: A novel method for fast and accurate
multiple sequence alignment, J. Mol. Biol. (2000) 302: 205-217)) o PILEUP, que usa alineamientos progresivos por
parejas (Feng y Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 25, 351). Hay disponibles aplicaciones de software de reconocimiento
de patrones para encontrar motivos o secuencias signatura. Por ejemplo, MEME (Multiple Em para Extraccion de
Motivos) encuentra motivos y secuencias signatura en un conjunto de secuencias, y MAST (Herramienta de
Alineamiento y Busqueda de Motivos) usa estos motivos para identificar motivos similares o los mismos motivos en
secuencias problema. Los resultados de MAST se proporcionan como una serie de alineamientos con datos
estadisticos apropiados y un resumen visual de los motivos encontrados. MEME y MAST se desarrollaron en la
University of California, San Diego.

PROSITE (Bairoch y Bucher, 1994, Nucleic Acids Res. 22, 3583; Hofmann et al., 1999, Nucleic Acids Res. 27, 215)
es un método para identificar las funciones de proteinas no caracterizadas traducidas a partir de secuencias
gendémicas o de ADNc. La base de datos PROSITE (www.expasy.org/prosite) contiene patrones y perfiles
bioldgicamente significativos, y esta disefiada de manera que se puede usar con herramientas computacionales
apropiadas para asignar una nueva secuencia a una familia conocida de proteinas o para determinar qué dominio o
dominios conocidos estan presentes en la secuencia (Falquet et al., 2002, Nucleic Acids Res. 30, 235). Prosearch es
una herramienta que puede realizar busquedas en bases de datos SWISS-PROT y EMBL con un patrén o signatura
de secuencia dada.

Funcion de las variantes

La funcién de los polinucleétidos/polipéptidos de la invenciéon se puede evaluar usando métodos proporcionados
aqui. En particular, véase el Ejemplo 7.

Métodos para producir constructos y vectores

Los constructos genéticos de la presente invencion comprenden una o mas secuencias polinucleotidicas de la
invencion y/o polinucleotidos que codifican polipéptidos descritos, y pueden ser Utiles para transformar, por ejemplo,
organismos bacterianos, fungicos, de insectos, de mamiferos o particularmente vegetales. Los constructos genéticos
de la invencién estan destinados a incluir constructos de expresidon como se definen aqui.

Los métodos para producir y usar constructos genéticos y vectores son bien conocidos en la técnica, y se describen
generalmente en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987;
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing, 1987).

Métodos para producir células hospedantes que comprenden constructos y vectores

La invencion proporciona una célula hospedante que comprende un constructo genético o vector de la invencion.
Las células hospedantes pueden derivar de, por ejemplo, organismos bacterianos, fungicos, de insectos, de
mamiferos o vegetales.

Las células hospedantes que comprenden constructos genéticos, tales como constructos de expresion, de la
invencion son utiles en métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing, 1987) para la produccion recombinante de polipéptidos. Tales métodos pueden implicar el cultivo
de células hospedantes en un medio apropiado en condiciones adecuadas para o que conduzcan a la expresion de
un polipéptido de la invencion. El polipéptido recombinante expresado, que puede segregarse opcionalmente en el
cultivo, se puede separar entonces del medio, células hospedantes o medio de cultivo mediante métodos bien
conocidos en la técnica (por ejemplo Deutscher, Ed, 1990, Methods in Enzymology, Vol 182, Guide to Protein
Purification).

Métodos para producir células vegetales y plantas que comprenden constructos y vectores

La invencion proporciona ademas células vegetales que comprenden un constructo genético de la invencion, y
células vegetales modificadas para alterar la expresion de un polinucleétido o polipéptido. Las plantas que
comprenden tales células también forman un aspecto de la invencion.

Los métodos para transformar células vegetales, plantas y sus porciones con polinucleétidos se describen en Draper
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et al., 1988, Plant Genetic Transformation and Gene Expression. A Laboratory Manual. Blackwell Sci. Pub. Oxford, p.
365; Potrykus y Spangenburg, 1995, Gene Transfer to Plants. Springer-Verlag, Berlin.; y Gelvin et al., 1993, Plant
Molecular Biol. Manual. Kluwer Acad. Pub. Dordrecht. En Galun y Breiman, 1997, Transgenic Plants. Imperial
College Press, Londres, se proporciona un repaso de plantas transgénicas, incluyendo técnicas de transformacion.

Las siguientes son publicaciones representativas que describen protocolos de transformacion genética que se
pueden usar para transformar genéticamente las siguientes especies vegetales: arroz (Alam et al., 1999, Plant Cell
Rep. 18, 572); manzana (Yao et al., 1995, Plant Cell Reports 14, 407-412); maiz (Patente US Series n®® 5.177.010 y
5.981.840); trigo (Ortiz et al., 1996, Plant Cell Rep. 15, 1996, 877); tomate (Patente US Serie n° 5.159.135); patata
(Kumar et al., 1996 Plant J. 9: 821); casave (Li et al., 1996 Nat. Biotechnology 14, 736); lechuga (Michelmore et al.,
1987, Plant Cell Rep. 6, 439); tabaco (Horsch et al., 1985, Science 227, 1229); algodon (Patentes US Series n°®
5.846.797 y 5.004.863); ballico (Bajaj et al., 2006, Plant Cell Rep. 25, 651); gramas (Patentes US n> 5.187.073,
6.020.539); menta piperita (Niu et al., 1998, Plant Cell-Rep. 17, 165); citricos (Pena et al., 1995, Plant Sci.104, 183);
alcaravea (Krens et al., 1997, Plant Cell Rep, 17, 39); platano (Patente US Serie n° 5.792.935); haba de soja
(Patente US Serie n*® 5.416.011; 5.569.834; 5.824.877; 5.563.04455 y 5.968.830); pifia (Patente US Serie n°
5.952.543); alamo (Patente US n° 4.795.855); monocotileddneas en general (Patente US n°® 5.591.616 y 6.037.522);
crucifera (Patente US n° 5.188.958; 5.463.174 y 5.750.871); y cereales (Patente US n° 6.074.877); pera (Matsuda et
al., 2005, Plant Cell Rep. 24(1):45-51); Prunus (Ramesh et al., 2006, Plant Cell Rep. 25(8):821-8; Song y Sink 2005,
Plant Cell Rep. 2006; 25(2):117-23; Gonzalez Padilla et al., 2003, Plant Cell Rep. 22(1):38-45); fresa (Oosumi et al.,
2006, Planta.; 223(6):1219-30; Folta et al., 2006, Planta. 14 de abril de 2006; PMID: 16614818), rosa (Li et al., 2003,
Planta. 218(2):226-32), Rubus (Graham et al., 1995, Methods Mol Biol. 1995; 44:129-33), clavo (Voisey et al., 1994,
Plant Cell Reports 13: 309-314, y alfalfa (Bingham, 1991, Crop Science 31: 1098). También se contempla por la
invencion la transformacion de otras especies. Los métodos y protocolos adecuados para la transformacion de otras
especies estan disponibles en la bibliografia cientifica.

Métodos para la manipulacion genética de plantas

Existe un niumero de estrategias para manipular genéticamente las plantas (por ejemplo Birch, 1997, Ann Rev Plant
Phys Plant Mol Biol, 48, 297). Por ejemplo, se pueden disefiar estrategias para incrementar la expresion de un
polinucleétido/polipéptido en una célula vegetal, 6rgano y/o en una etapa de desarrollo particular en la que/cuando
se expresa normalmente, o para expresar ectopicamente un polinucleétido/polipéptido en una célula, tejido, 6rgano
y/o en una etapa de desarrollo particular que/cuando no se expresa normalmente. También se pueden disefar
estrategias para incrementar la expresion de un polinucleotido/polipéptido en respuesta a estimulos externos, tales
como estimulos medioambientales. Los estimulos medioambientales pueden incluir estreses medioambientales tales
como estreses mecanicos (tal como actividad herbivora), deshidratacion, salinidad y temperatura. El
polinucledtido/polipéptido expresado puede derivar de la especie vegetal a transformar, o puede derivar de una
especie vegetal diferente.

Se pueden disefiar estrategias de transformacion para reducir la expresion de un polinucleétido/polipéptido en una
célula vegetal, tejido, 6rgano o en una etapa particular del desarrollo que/cuando se expresa normalmente, o para
reducir la expresion de un polinucledtido/polipéptido en respuesta a estimulos externos. Tales estrategias son
conocidas como estrategias de silenciamiento génico.

Los constructos genéticos para la expresion de genes en plantas transgénicas incluyen tipicamente promotores,
tales como polinucleétidos promotores de la invencién, para conducir la expresion de uno o mas de polinucledtido
clonado, terminadores y secuencias marcadoras seleccionables para detectar la presencia del constructo genético
en la planta transformada.

Los terminadores ejemplares que se usan habitualmente en constructo genético para la transformacion vegetal
incluyen, por ejemplo, el terminador del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S, los terminadores de nopalina
sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el terminador del gen zin de Zea mays, el terminador de
ADP-glucosa pirofosforilasa de Oryza sativa, y el terminador PI-1l de Solanum tuberosum.

Los marcadores seleccionables usados habitualmente en la transformacion vegetal incluyen el gen de neomicina
fosfotransferasa Il (NPT 1l) que confiere resistencia a kanamicina, el gen aadA, que confiere resistencia a
espectinomicina y estreptomicina, el gen de fosfinotricin acetil transferasa (gen bar) para resistencia a Ignite
(AgrEvo) y Basta (Hoechst), y el gen de higromicina fosfotransferasa (hpt) para resistencia a higromicina.

También se contempla el uso de constructos genéticos que comprenden genes informadores (secuencias
codificantes que expresan una actividad que es extrafia al hospedante, habitualmente una actividad enzimatica y/o
una sefal visible (por ejemplo, luciferasa, GUS, GFP) que se pueden usar para el andlisis de la expresion del
promotor en plantas y tejidos vegetales. La bibliografia sobre genes informadores se repasa en Herrera-Estrella et
al., 1993, Nature 303, 209, y Schrott, 1995, en: Gene Transfer to Plants (Potrykus, T., Spangenberg. Eds) Springer
Verlag. Berlin, p. 325-336.

Las estrategias de silenciamiento génico se pueden centrar sobre el propio gen o sobre elementos reguladores que
afectan a la expresion del polipéptido codificado. “Elementos reguladores” se usa aqui en el sentido mas amplio
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posible, e incluye otros genes que interactian con el gen de interés.

Los constructos genéticos disefiados para disminuir o silenciar la expresion de un polinucleétido/polipéptido pueden
incluir una copia antisentido de un polinucleétido. En tales constructos, el polinucleétido se coloca en una orientacion
antisentido con respecto al promotor y terminador.

Un polinucleodtido “antisentido” se obtiene invirtiendo un polinucleétido o un fragmento del polinucleétido de manera
que el transcrito producido sera complementario al transcrito de ARNm del gen, por ejemplo

5" GATCTA 3’ (hebra codificante) 3'CTAGAT 5’ (hebra antisentido)

3'CUAGAU 5 ARNm 5’GAUCUCG 3’ ARN antisentido

Los constructos genéticos disefiados para el silenciamiento génico también pueden incluir una repeticion invertida.
Una “repeticion invertida” es una secuencia que esta repetida, en la que la segunda mitad de la repeticion esta en la
hebra complementaria, por ejemplo

5-GATCTA........ TAGATC-3’
3-CTAGAT......... ATCTAG-5

El transcrito formado puede sufrir emparejamiento de bases complementarias para formar una estructura de
horquilla de pelo. Para permitir la formacién de la horquilla de pelo, habitualmente se requiere un espaciador de al
menos 3-5 pb entre las regiones repetidas.

Otro enfoque de silenciamiento implica el uso de un ARN antisentido pequefio dirigido al transcrito equivalente a un
miARN (Llave et al., 2002, Science 297, 2053). El uso de tal ARN antisentido pequefio que corresponde al
polinucleétido de la invencion esta expresamente contemplado.

La expresion constructo genético, como se usa aqui, también incluye ARN antisentido pequefios y otros
polinucledtidos utiles para efectuar el silenciamiento génico.

La transformaciéon con un constructo de expresion, como se define aqui, también puede dar como resultado el
silenciamiento génico a través de un proceso conocido como supresion de sentido (por ejemplo Napoli et al., 1990,
Plant Cell 2, 279; de Carvalho Niebel et al., 1995, Plant Cell, 7, 347). En algunos casos, la supresion de sentido
puede implicar la sobreexpresién de toda la secuencia codificante o de una secuencia codificante parcial, pero
también puede implicar la expresiéon de una regiéon no codificante del gen, tal como un intrén o un intrén no traducido
de 5 o 3’ (UTR). Para silenciar coordinadamente multiples genes, se pueden usar constructos sentido parciales
quiméricos (Abbott et al., 2002, Plant Physiol. 128(3): 844-53; Jones et al., 1998, Planta 204: 499-505). El uso de
tales estrategias de supresion de sentido para silenciar la expresion de una secuencia enlazada operativamente al
promotor de la invencién también esta contemplado.

Los insertos polinucleotidicos en constructos genéticos disefiados para el silenciamiento génico pueden
corresponder a secuencia codificante y/o a secuencia no codificante, tal como una secuencia promotora y/o intrénica
y/o 5’ 0 3’ UTR, o el gen correspondiente.

Otras estrategias de silenciamiento génico incluyen enfoques dominantes negativos y el uso de constructos
ribozimicos (Mclntyre, 1996, Transgenic Res, 5, 257).

El silenciamiento pre-transcripcional se puede provocar a través de la mutaciéon del propio gen o sus elementos
reguladores. Tales mutaciones pueden incluir mutaciones de punto, desplazamientos del marco, inserciones,
supresiones y sustituciones.

Plantas

El término “planta” estd destinado a incluir una planta completa o cualquier parte de una planta, propagulos y
progenie de una planta.

El término “progenie”, como se usa aqui, se refiere a cualquier célula, planta o parte de la misma que se ha obtenido
o deriva de una célula o planta transgénica de la presente invencion. De este modo, el término progenie incluye,
pero no se limita a, semillas, plantas obtenidas de semillas, plantas o partes de las mismas, o derivadas de técnicas
de cultivo tisular vegetal, o de clonacion.

El término “propagulo” significa cualquier parte de una planta que se puede usar en reproduccion o propagacion, ya
sea sexual o asexual, incluyendo semillas y esquejes.

Una planta “transgénica” o “transformada” se refiere a una planta que contiene nuevo material genético como
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resultado de manipulacién o transformacion genética. El nuevo material genético puede derivar de una planta de la
misma especie como la planta transgénica o transformada resultante, o de una especie diferente. Una planta
transformada incluye una planta que esta transformada ya sea de forma estable o transitoriamente con nuevo
material genético.

Las plantas de la invencion se pueden hacer crecer y se pueden autofecundar o se pueden cruzar con una estirpe
vegetal diferente, y se pueden identificar los hibridos resultantes, con las caracteristicas fenotipicas deseadas. Se
pueden hacer crecer dos 0 mas generaciones. Las plantas que resultan de tales enfoques de reproduccion estandar
también forman parte de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Otros aspectos de la presente invencion seran manifiestos a partir de la siguiente descripcion que se da a titulo de
ejemplo solamente y con referencia a los dibujos que se acomparian, en los que:

La Figura 1 muestra la ruta general de taninos condensados;

La Figura 2(A) ilustra la secuencia de ADNc que representa la secuencia de ADNc de longitud completa de
TaMYB14, clonado a partir de tejido de hoja madura de T. arvense.

La Figura 2(B) ilustra la traduccién de aminoacidos de TaMYB14.

La Figura 3 muestra los niveles de transcrito de TaMYB14 en tejidos variados de la especie Trifolium y
variedades de cultivo que se hicieron crecer en condiciones de invernadero idénticas. Linea 1, (escalera);
Linea 2, libreria de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 3, libreria de ADNc
de raiz madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 4, libreria de ADNc de estolon maduro de T.
repens (variedad de cultivo Huia); Linea 5, libreria de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo
DC111); Linea 6, ADNc de hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 7, ADNc de hoja
madura de T. repens (variedad de cultivo Isabelle rica en antocianinas); Linea 8, ADNc de hoja inmadura de
T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Linea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo
AZ2925); Linea 10, ADNCc floral de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 11, ADNc de
hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 12, ADNc solamente de tricoma de
meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 13, libreria de ADNc de planta (hoja, raiz y estolén)
madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Linea 14, libreria de ADNc de nodo maduro de T. repens
(variedad de cultivo Huia); Linea 15, clon de MYB14cDNA de T. arvense clonado en TOPO, Linea 16, clon
gendémico de MYB14 de T. arvense clonado en TOPO, Linea 17, ADN gendémico de T. occidentale; Linea 17,
ADN genoémico de T. repens; Linea 17, ADN gendmico de T. arvense; Linea 20, (escalera).

La Figura 4 muestra los niveles de transcrito de BANYULS (A) y LAR (B) en tejidos variados de la especie
Trifolium y variedades de cultivo que se hicieron crecer en condiciones de invernadero idénticas. Linea 1,
(escalera); Linea 2, libreria de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 3, libreria
de ADNc de raiz madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 4, libreria de ADNc de estolon
maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 5, libreria de ADNc floral madura de T. repens
(variedad de cultivo DC111); Linea 6, ADNc de hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea
7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Isabelle rica en antocianinas); Linea 8, ADNc de
hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Linea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense
(variedad de cultivo AZ2925); Linea 10, ADNc floral de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia);
Linea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 12, ADNc solamente de
tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 13, libreria de ADNc de planta (hoja, raiz
y estolon) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Linea 14, libreria de ADNc de nodo maduro de
T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 15, clon de BAN o LAR de ADNc de T. arvense clonado en TOPO,
Linea 16, clon gendémico de BAN o LAR de T. arvense clonado en TOPO, Linea 17, ADN gendémico de T.
occidentale; Linea 17, ADN genémico de T. repens; Linea 17, ADN genomico de T. arvense; Linea 20,
(escalera).

La Figura 5 muestra los resultados de la tincion con DMACA de tejido de hoja madura de trébol blanco
transformado. La tincion con DMACA (color gris claro/oscuro) de tejido de hoja de trébol blanco madura que
identifica taninos condensados en (A) tipo salvaje y (B) transformado con el gen TaMYB14.

La Figura 6 muestra el vector plasmidico M14ApHZBarP, usado para la transformacion vegetal. E1, E2 y E3
indican los 3 exones del alelo genémico TaMYB14-1.

La Figura 7 muestra el alineamiento de las secuencias de ADNc de longitud completa de MYB14 de Trifolium,
los aciertos de BLASTN principales y AtTT2 con similitudes resaltados en gris claro.

La Figura 8 muestra el alineamiento de los marcos de lectura abiertos traducidos de TaMYB14 de Trifolium
arvense, los aciertos de BLASTP principales y AtTT2 con similitudes resaltados en gris claro, y los motivos en
cajas.
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La Figura 9 muestra el alineamiento de las secuencias proteicas de longitud completa de TaMYB14
(TaMYB14FTa expresado y TaMYB14-2S silencioso), alelo de ToMYB14, y alelos de TrMYB14 con las
diferencias resaltadas en regiones de gris oscuro/blanco, y las areas de supresién/insercion resaltadas en
cajas.

La Figura 10 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN gendmico de longitud completa de los alelos
de TrMYB14 de Trifolium repens (TRM*) alineados con los alelos de TaMYB14 de Trifolium arvense (TaM3,
TaM4), resaltandose las diferencias en exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).

La Figura 11 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN gendmico de longitud completa de los alelos
de ToMYB14 de Trifolium occidentale (To1, To6) alineados con los alelos de TaMYB14 de Trifolium arvense
(TaM3, TaM4), resaltandose las diferencias en exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).

La Figura 12 muestra el alineamiento de las secuencias de ADN gendmico de longitud completa de los alelos
de TaMYB14 de Trifolium arvense (Ta*) y alelos de TafMYB14 de Trifolium affine (Taf*), mostrando
diferencias los exones (gris claro) e intrones (gris oscuro).

La Figura 13 muestra el mapa segun Vector NTI del constructo pHZbarSMYB, que contiene el fragmento Notl
de MYB14pHANNIBAL, que contiene un segmento de ADNc de TaMYB14 de T. arvense en orientacion de
sentido (SMYB14F) y antisentido (SMYB14R) que flanquea al intrén pdk.

La Figura 14 muestra la reaccion de PCR para la presencia de M14ApHZBAR de ADN gendémico aislado de
trébol blanco transformado putativamente. Lineas; A1, B1 escalera; A2-18 y B2-B15 tréboles transformados,
B16 trébol blanco no transformado, B17 control plasmidico, B18 control de agua. Los cebadores fueron 35S
(promotor) y PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de 1.244 pb.

La Figura 15 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de hojas de T. repens de tipo salvaje (A) y
transgénicas (B a D), transformadas con el constructo TaMYB14.

La Figura 16 muestra microscopia mediante aceite de tricomas (E-G), células epidérmicas (H) y célula
mesdfila (I-K) de foliolos transgénicos tefiidos con DMACA que expresan el gen TaMyb14A.

La Figura 17 muestra mondmeros de extracto de semillas de uva — se muestran debajo los cromatogramas
SRM de los monémeros en un extracto de semillas de uva. La sefial A es una suma de los iones del producto
123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (catequina (C) y epicatequina (EC)). La sefial B es una suma de
los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (galocatequina (GC) y epigalocatequina (EGC)).

La Figura 18 muestra dimeros y trimeros de extracto de semillas de uva. Se muestran debajo los
cromatogramas SRM de los dimeros y trimeros en un extracto de semillas de uva. La sefial A es una suma
de los iones del producto 291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dimero PC:PC). La sefal B es una suma
de los iones de producto 291, 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z (dimero PC:PD). La sefial C es una
suma de los iones de producto 291, 577 y 579 m/z del SRM de 867,3 m/z (trimero 3PC). Se proporcionan los
espectros MS2 de un dimero PC:PC, un dimero PC:PD, y dos trimeros 3PC como prueba de la identificacion
de estos metabolitos.

La Figura 19 muestra los cromatogramas SRM de monémeros para plantas de control (trébol blanco —ve) y
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La sefial A es una suma de los iones del producto
123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina). La sefial B es una suma de los
iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina). Las escalas
del cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de monémeros en la planta modificada. No se detectaron
monomeros en la planta de control. Los espectros MS2 de epicatequina (EC) y epigalocatequina (EGC) se
proporcionan a partir de la planta modificada como prueba de la identificacién de estos metabolitos.

La Figura 20 muestra los cromatogramas SRM de monémeros para plantas de control (trébol blanco —ve) y
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La sefial A es una suma de los iones del producto
291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dimero PC:PC). La sefial B es una suma de los iones de producto
291, 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z (dimero PC:PD). La sefial C es una suma de los iones de
producto 307 y 443 m/z del SRM de 611,3 m/z (dimero PD:PD). Las escalas del cromatograma se fijan para
mostrar el aspecto de dimeros en la planta modificada. No se detectaron dimeros en la planta de control. Los
espectros MS2 de tres dimeros PD:PD (1-3) y un dimero mixto PC:PD (4) se proporcionan a partir de la
planta modificada como prueba de la identificacién de esos metabolitos.

La Figura 21 muestra los cromatogramas SRM de trimeros para plantas de control (trébol blanco —ve) y
transgénicas (trébol blanco +ve) que expresan MYB14. La sefial A es una suma de los iones del producto
291, 577 y 579 nv/z del SRM de 867,3 m/z (trimero 3PC). La sefial B es una suma de los iones de producto
291, 307, 427, 443, 577, 579, 593, 595 y 757 m/z del SRM de 883,3 m/z (dimero PC:PD). La sefial C es una
suma de los iones de producto 291, 307, 443, 593, 595, 611, 731, 757 773 m/z del SRM de 899,3 m/z
(trimero 1PC:2PD). La sefial D es una suma de los iones de producto 307, 443, 609, 611, 747, 773 y 789 m/z
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del SRM de 915,3 m/z (trimero 3PD). Las escalas del cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de
trimeros en la planta modificada. No se detectaron trimeros en la planta de control. Los espectros MS2 de un
trimero 3PD y un trimero mixto 1PC:2PD se proporcionan a partir de la planta modificada como prueba de la
identificacion de esos metabolitos.

La Figura 22 muestra la reaccién de PCR para la presencia de M14ApHZBAR a partir de ADN gendmico
aislado de plantulas de tabaco putativamente transformadas. Lineas A1, escalera; A2-10 tabaco
transformado, A13, 14, controles de tabaco, A15 control plasmidico. Los cebadores fueron 35S (promotor) y
PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de 1.244 pb.

La Figura 23 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum)
transgénico (A a G), transformadas con el constructo M14ApHZBAR.

La Figura 24 muestra los cromatogramas SRM para plantas de control (tipo salvaje) y modificadas
(transgénicas) que expresan MYB14. La sefial A es una suma de los iones del producto 123, 139 y 165 m/z
del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina). La sefial B es una suma de los iones de producto 139
y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina). La sefial C es una suma de los
iones de producto 291, 409 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z (dimero PC:PC). La sefial D es una suma de los
iones de producto 291, 577 y 579 m/z del SRM de 867,3 m/z (trimero PC:PC:PC). Las escalas del
cromatograma se fijan para mostrar el aspecto de monémeros, dimeros y trimeros en la planta modificada.
No se detectaron mondmeros en la planta de control. Obsérvese que no se detectaron dimeros o trimeros
mixtos PC:PD o 100% PD.

La Figura 25 muestra los espectros MS2 de epicatequina (EC), galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC),
dimero PC:PC 1y 2, y el trimero PC:PC:PC proporcionados de las plantas modificadas (transgénicas) que
expresan MYB14, como prueba de la identificacion de estos metabolitos.

La Figura 26 muestra la reaccion de PCR para la presencia de M14pHANNIBAL en ADN gendmico aislado de
T. arvense putativamente transformado. Lineas; A1 vector de control negativo pHANNIBAL, A2
M14ApHZBAR que contiene 35S y constructo de gen genémico — control que amplifica un fragmento de
1.244 pb; A3 M14pHANNIBAL control plasmidico positivo que contiene el constructo de ARNhp, A4
pHANNIBAL que contiene el fragmento MYB en orientacion antisentido en direccion 5’ del terminador ocs
(control negativo), A5 pHZBARSMYB control plasmidico positivo, A6 escalera, A7-18 T. arvense
transformado, A19 ADN genémico de T. arvense de tipo salvaje, A20 control de agua.

B: B1 escalera, B2-B11 T. arvense transformado, B12 M14pHANNIBAL control plasmidico positivo. Los
cebadores fueron 35S (promotor) y PHMYBR (hasta el extremo 3’ del gen) que amplifican un fragmento de
393 pb.

La Figura 27 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de callo (A) y plantulas (B a D) de T.
arvense de tipo salvaje regenerados en medios de cultivo tisular. No se produce tincion mediante DMACA en
callo y cribado mediante DMACA de plantulas de T. arvense transgénicas (E a L) regeneradas en medios de
cultivo tisular. La tincién esta enormemente disminuida en comparacion con plantas de tipo salvaje.

La Figura 28 muestra los cuatro cromatogramas SRM de mondmeros para plantas de T. arvense de control y
genosuprimidas: La sefial A es una suma de los iones del producto 123, 139 y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z
(PC; catequina y epicatequina) para una planta de control. B es una suma de los iones de producto 123, 139
y 165 m/z del SRM de 291,3 m/z (PC; catequina y epicatequina) para una planta genosuprimida. C es una
suma de los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z (PD; galocatequina y epigalocatequina)
para una planta de control. D es una suma de los iones de producto 139 y 151 m/z del SRM de 307,3 m/z
(PD; galocatequina y epigalocatequina) para una planta genosuprimida. Los espectros MS2 se proporcionan
de la planta de control como prueba de catequina y galocatequina en la planta de control. Las escalas de los
cromatogramas para las sefiales A, B, C y D se han fijado para mostrar la desaparicion de catequina y
galocatequina en la planta genosuprimida.

La Figura 29 muestra los cromatogramas SRM de dimeros para plantas de T. arvense de control y
genosuprimidas. La sefal A es una suma de los iones del producto 291 y 427 m/z del SRM de 579,3 m/z
(dimero PC:PC). La sefial B es una suma de los iones de producto 307, 427 y 443 m/z del SRM de 595,3 m/z
(dimero PC:PD). La sefial C es una suma de los iones de producto 307 y 443 m/z del SRM de 611,3 m/z
(dimero PD:PD). Las escalas de los cromatogramas se fijan para mostrar la desaparicion de dimeros en la
planta genosuprimida. Los espectros MS2 se proporcionan de la planta de control como prueba de los tres
tipos de dimeros en el control.

La Figura 30 muestra el analisis de PCR para la presencia de pTaMyb14A de ADN gendmico aislado de
alfalfa putativamente transformada. Lineas L; escalera; 1-3, no transformada, 4-10 transformada, 11 tipo
salvaje, 12 control de agua, 13 control plasmidico. Los cebadores fueron 35S y PMYBR (hasta el extremo 3’
del gen).

25



10

15

ES 2537342 T3

La Figura 31 muestra el analisis de PCR para la presencia de M14ApHZBAR de ADN gendmico aislado de
plantulas de crucifera putativamente transformadas. Linea 8, control de crucifera; Linea 18 escalera; Linea 1-
7 y 9-17 crucifera transformada. Los cebadores fueron 35S (promotor) y PMYBR (hasta el extremo 3’ del gen)
que amplifican un fragmento de 1.244 pb.

La Figura 32 muestra los resultados del cribado mediante DMACA de crucifera de tipo salvaje (Brassica
oleracea) (A) y hojas transgénicas (B a D), transformadas con el constructo M14ApHZBARP.

La Figura 33 muestra los cromatogramas SRM de los iones de producto 123, 139 y 165 m/z del SRM de
291,3 mi/z (catequina (C) y epicatequina (EC)) en dos controles y una crucifera transgénica que expresa
MYB14. Los espectros MS2 de la epicatequina detectada en el control verde y la muestra +ve transgénica se
proporcionan como prueba de identificacion de estos metabolitos. No se detectd epicatequina en la muestra
de control rojo.

La Figura 34 muestra un alineamiento de todas las secuencias de la proteina MYB14 de Trifolium
identificadas por el solicitante.

La Figura 35 muestra el porcentaje de identidad entre las secuencias alineadas en la Figura 34.

BREVE DESCRIPCION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID NO: | Descripcion Secuencia correspondiente
1 Polinucledtido,  Trifolium arvense, ADNc de | Secuencia de ADNc de Ta MYB14 de gen
TaMYB14-1 expresado
2 Polinucledtido, Trifolium arvense, ADNg de | Secuencia gendmica de Ta MYB14 1 del
TaMYB14-1 alelo 1 de Trifolium arvense.
3 Polinucledtido, Trifolium arvense, ADNg de | Secuencia gendmica de Ta MYB14 2 del
TaMYB14-2 alelo 2 de Trifolium arvense.
4 Polinucleétido, Trifolium  affine, ADNg de | Secuencia gendmica de Taf MYB14 1 del
TafMYB14-1 alelo 1 de Triforium affine.
5 Polinucleétido, Trifolium  affine, ADNc de | Secuencia de ADNc de Taf MYB14 del gen
TafMYB14-1 expresado
6 Polinucledtido, Trifolium  affine, ADNg de | Secuencia gendmica de Taf MYB14 2 del
TafMYB14-2 alelo 2 de Trifolium affine.
7 Polinucledtido, Trifolium occidentale, ADNg de | Secuencia gendmica de ToMYB14 1 del
ToMYB14-1 alelo 1 e Trifolium occidentale.
8 Polinucleétido, Trifolium occidentale, ADNg de | Secuencia genomica de ToMYB14 2 del
ToMYB14-2 alelo 2 de Trifolium occidentale.
9 Polinucleétido,  Trifolium repens, ADNg de | Secuencia genémica de TrMYB14 1 del alelo
TrMYB14-1 1 de Trifolium repens.
10 Polinucleétido,  Trifolium repens, ADNg de | Secuencia genémica de TrMYB14 2 desde el
TrMYB14-2 alelo 2 de Trifolium repens.
11 Polinucleétido,  Trifolium repens, ADNg de | Secuencia gendmica de TrMYB14 3 del alelo
TrMYB14-3 3 de Trifolium repens.
12 Polinucledtido,  Trifolium repens, ADNg de | Secuencia gendmica de TrMYB14 4 del alelo
TrMYB14-4 4 de Trifolium repens.
13 Polinucleétido, Trifolium arvense, ADNc de | Secuencia de ADNc que representa la
TaMYB14-1 secuencia de ADNc de longitud completa de
TaMYB14
14 Polipéptido, Trifolium arvense, TaMYB14-1 traduccion de aminoacidos de of TaMYB14
15 Polipéptido, artificial, consenso motivo similar al motivo de subgrupo 5
(Stracke et al., 2001) comun a activadores de
MYB de CT conocidos
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SEC ID NO: | Descripcion Secuencia correspondiente

16 Polipéptido, artificial, consenso motivo comun a activadores de MYB de
antocianinas conocidos (Motivo de subgrupo
6, Stracke et al., 2001)

17 Polipéptido, artificial, consenso nuevo motivo de MYB de TFs de MYB14

18 Polinucledtido, artificial, cebador Busqueda del dominio de MYB - MYBFX

19 Polinucledtido, artificial, cebador Busqueda del dominio de MYB — MYBFY

20 Polinucledtido, artificial, cebador Busqueda del dominio de MYB - MYBFZ

21 Polinucledtido, artificial, cebador Aislamiento de longitud completa - M14ATG

22 Polinucledtido, artificial, cebador Aislamiento de longitud completa - M14TGA

23 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP1

24 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP2

25 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - M14TSP3

26 Polinucledtido, artificial, cebador Clonacion en el vector- M14FATG

27 Polinucledtido, artificial, cebador Lotus corniculatus - MYBLF

28 Polinucledtido, artificial, cebador Lotus corniculatus - MYBLR

29 Polinucledtido, artificial, cebador Extremo 5 UTR de MYB14 - MYB148N

30 Polinucledtido, artificial, cebador Extremo 3' UTR de MYB14 - MYB14RR

31 Polinucledtido, artificial, cebador Cebador paraintrén 1 - 15

32 Polinucledtido, artificial, cebador Cebador paraintron 1 - 13

33 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - TSP4

34 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - TSP5

35 Polinucledtido, artificial, cebador Sitio de partida de 5’ directo - MYB148F

36 Polinucledtido, artificial, cebador Sitio de partida de 5’ inverso - MYB14RR

37 Polinucledtido, artificial, cebador Analisis de expresion/ vector de
slienciamiento - MYB14F

38 Polinucledtido, artificial, cebador Analisis de expresion/ vector de
slienciamiento - MYB14R

39 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - MYB14R2

40 Polinucledtido, artificial, cebador Paseo génico - MYB14R3

41 Polinucledtido, artificial, cebador Secuenciaciéon - M13 Directo

42 Polinucledtido, artificial, cebador Secuenciacion - M13 Inverso

43 Polinucledtido, artificial, cebador Produccion de ADNc - BD SMART II™ A
Oligonucleotide

44 Polinucledtido, artificial, cebador Produccion de ADNc - 3 BD SMAR™ CDS
Primer Il A

45 Polinucledtido, artificial, cebador Amplificacion de ARNm - 5° PCR Primer Il A

46 Polipéptido, Trifolium arvense, TaMYB14-2
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SEC ID NO: | Descripcion Secuencia correspondiente

47 Polipéptido, Trifolium affine, TafMYB14-1

48 Polipéptido, Trifolium affine, TafMYB14-2

49 Polipéptido, Trifolium occidentale, TOMYB14-1

50 Polinucleétido, Trifolium occidentale, ToMYB14-2

51 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-1

52 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-2

53 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-3

54 Polipéptido, Trifolium repens, TrMYB14-4

55 Polinucledétido, Trifolium arvense, ADNc/ORF de
TaMYB14-1

56 Polinucledétido, Trifolium arvense, ADNc/ORF de
TaMYB14-2

57 Polinucledtido, Trifolium affine, ADNc/ORF de
TafMYB14-1

58 Polinucledtido, Trifolium affine, ADNc/ORF de
TafMYB14-2

59 Polinucledétido, Trifolium occidentale, ADNc/ORF de
ToMYB14-1

60 Polinucledétido, Trifolium occidentale, ADNc/ORF de
ToMYB14-2

61 Polinucleétido, Trifolium repens, ADNc/ORF de
TrMYB14-1

62 Polinucleétido, Trifolium repens, ADNc/ORF de
TrMYB14-2

63 Polinucleétido, Trifolium repens, ADNc/ORF de
TrMYB14-3

64 Polinucleétido, Trifolium repens, ADNc/ORF de
TrMYB14-4

65 Polinucleétido,  Trifolium  arvense, secuencia
silenciamiento

66 Polinucleétido, artifical, cebador, MYB F1

67 Polinucleétido, artifical, cebador, MYB R

68 Polinucleétido, artificial, cebador, MYB F

69 Polinucleétido, artifical, cebador, MYB R1

La invencion se ilustrara ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Identificacion de los genes/acidos nucleicos/proteinas de MYB14 de la invencion, y analisis de
los perfiles de expresion.

Introduccion

Usando cebadores disefiados para el dominio de MYB de especie de legumbre, el solicitante ha amplificado
secuencias que codifican nuevos factores de transcripcion (TFs) de MYB mediante PCR de ADNc y ADN gendmico
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(ADNg) aislados de un abanico de especies de Trifolium. Estas especies difieren en su capacidad para acumular
CTs en tejido de hoja madura. Debido a que el trébol blanco no expresa genes de CT en tejido de hoja, se usé una
estrategia alternativa que permitié el aislamiento del TF de MYB expresado de especies de Trifolium estrechamente
relacionadas (T. arvense; T affine) que si acumulan CTs en todas las células de tejido foliar a lo largo de la vida de la
hoja. Esto se logré investigando los patrones de expresion diferencial de TFs de MYB en diversos tipos de hoja de
Trifolium; a saber, (a) en tejido de hoja de trébol blanco (T. repens), en el que la expresion del gen de CT esta
restringida a los tricomas de la hoja durante el desarrollo meristematico antes de la emergencia de la hoja; (b) en las
especies estrechamente relacionadas (T. arvense), en las que la expresion del gen de CT se encuentra en la
mayoria de las células de la hoja durante todo el tiempo de vida (excepto los pelos del tricoma); (c) en el tejido de
hoja madura de trébol, en el que la biosintesis de CTs ya ha cesado. Tal expresion temporal y espacial especifica
requiere la regulacion diferencial por diferentes TFs de MYB especificos para la ruta de la rama de CTs. La
comparacion de los TFs de MYB a partir de cada tipo de hoja elimind factores de MYB comunes que tienen
funciones distintas en la biosintesis de CTs. El analisis de los TFs de MYB aislados que quedan permitid la
identificacion de aquellos que son Unicos para tejidos que acumulan CTs.

La secuenciacion de productos de la PCR dio como resultado la identificacion de TFs de MYB previamente no
identificados a partir de un nimero de especies de Trifolium. La secuenciacion de longitud completa de estos genes
de MYB revel6 un cdédigo proteico muy desigual cuando se compara con la secuencia de A{TT2 publicada
(NP_198405), incluyendo la presencia de varias supresiones e inserciones de bases en los genes de las diferentes
especies de Trifolium (Figuras 7 y 8). La traduccion de la secuencia de ADNc revel6 que la proteina codificada por
este TF de MYB también tiene un numero sustancial de supresiones, inserciones e intercambios de aminoacidos
(Figura 9). Se ha disefiado este gen TaMYB14. El analisis de las secuencias de ADNg de longitud completa
procedentes de 2 especies diferentes de Trifolium revel6 la presencia de tres exones y dos intrones de tamafios
variables en todas las isoformas/alelos de TaMYB14 (Figuras 10-12).

Se hicieron crecer en un invernadero semillas procedentes de un nimero de accesos que representan diversos
genotipos de cuatro especies de Trifolium, respectivamente, y se determiné la presencia o ausencia de CTs en hojas
usando tincion con DMACA. Se disefaron cebadores especificos para TaMYB14, y los niveles de transcrito en
diversos tejidos se determinaron mediante PCR. La expresiéon de TaMYB14 estaba correlacionada con la
acumulacion de CTs en tejidos de hoja. Su expresion fue indetectable en tejidos libres de CTs. TaMYB14 se expreso
de forma muy importante en tejidos que acumulan activamente CTs, y coincidid con la expresion detectable de las
dos enzimas especificamente implicadas en la biosintesis de CTs, a saber, ANR y LAR.

La transformacion y sobreexpresion de TaMYB14 en trébol blanco (véase el Ejemplo 2) dio como resultado mayores
niveles de CTs en tejidos habitualmente desprovistos de CTs. Esto muestra que la expresion de TaMYB14 es critica
para la acumulacién de CTs. La sobreexpresion de TaMYB14 en T. repens por medio de transgénesis permitira por
lo tanto la acumulacion de niveles significativos de CTs en tejidos foliares de diversas especies vegetales,
proporcionando de ese modo los medios para mejorar la calidad de la pastura para el ganado.

Materiales y métodos
Material vegetal y analisis de niveles de taninos condensados

Se hicieron crecer en invernaderos semillas de varias variedades de cultivo de cuatro especies de legumbre que
difieren en sus niveles de CT foliar. Trifolium repens (Huia); T. arvense (AZ2925; AZ4755; AZ1353); T. affine
(AZ925), y T. occidentale (AZ4270). El material vegetal de diversas edades y tipos se cosechd, y el material se
congeld inmediatamente en nitrogeno liquido y se triturd y se usé subsiguientemente para el aislamiento de ADN o
ARN.

Tincion del material vegetal con DMACA

Los CTs se analizaron histoquimicamente usando el método de DMACA (4-dimetilamino-cinamaldehido) acidificado,
esencialmente como se describe por Li et al. (1996). Este método usa el reactivo de DMACA (p-
dimetilaminocinamaldehido) como una tincién histoquimica rapida que permite cribar especificamente material
vegetal en busca de la acumulacién muy baja de CTs. El protocolo de DMACA-HCI es muy especifico para
proantocianidinas. Este método se uso preferentemente con respecto al ensayo de vainillina, ya que las antocianinas
interfieren seriamente con el ensayo de vainillina. Tejidos de diversas edades se muestrearon y se evaluaron.

Métodos de seleccion de candidatos de MYB R2R3

Se usaron dos métodos para identificar secuencias de legumbre que contienen un dominio de unién a ADN de MYB
R2R3: los modelos ocultos de Markov (HMMs) y perfiles. Ambos métodos dependen de crear en primer lugar un
“modelo” del dominio a partir de secuencias proteicas conocidas del dominio de unién a ADN de MYB R2R3, que
entonces se usa como la base de la investigacion. Los modelos de HMM y de perfil se crearon usando dominios
vegetales de MYB R2R3 conocidos como se indica en la Tabla 1 a continuacién. Estos se tomaron de la Figura 2 en
Miyake et. al. (2003) y de la Figura 4C en Nesi et. al. (2001; se excluyd la secuencia de MYB humana en esta
figura). La distribucion de especies de las secuencias usadas para construir el modelo fue la siguiente:
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Fuente Especies Recuento de dominios
Miyake et. al. (2003) Lotus japonicus 3

Glycine max 1
Nesi et. al. (2001) Arabidopsis thaliana 10

Zea mays 3

Hordeum vulgare subsp. vulgare 2

Oryza sativa 1

Petunia x hybrida 1

Picea mariana 1

TABLA 1. Dominios vegetales de MYB R2R3 tomados de Miyake et. al. (2003) y Nesi et. al. (2001)

Los conjuntos de secuencias de legumbre buscados se dan en la Tabla 2 a continuaciéon. Antes de la busqueda,
todos los conjuntos de EST y céntigos de EST se tradujeron en seis marcos para generar secuencias proteicas
adecuadas para los analisis de HMM/perfil. Las secuencias proteicas de M. truncatula se usaron tal cual (estas son
predicciones génicas de FGENESH obtenidas de TIGR).

Se us6 el programa hmmbuild de HMMER para crear un HMM a partir de los dominios de union a ADN modelo, y se
inspecciono frente a los conjuntos de secuencias de legumbre usando el programa hmmsearch de HMMER (valor E
de corte = 0,01). Se uso el programa prophecy de EMBOSS para crear un perfil a partir de los mismos dominios, y
también se inspecciond frente a las secuencias de legumbre usando el programa profit de EMBOSS (corte de
puntuacion = 50). En la Tabla 2 a continuaciéon se dan los niumeros de aciertos identificados por cada método en
cada conjunto de secuencias:

Conjunto de secuencias Numero total de | Nimero de | Nimero de | Nimero de aciertos
secuencias aciertos — | aciertos — | que se hacen pasar a

Método de | Método de | andlisis filogenético
perfil HMM

Coéntigos de EST de trébol blanco | 17.758 18 24 17

(CS35)

NR de PG de trébol blanco 159.017 0 9 3

Contigos de EST de trébol rojo 38.099 1 2 0

Coéntigo de EST de Lotus 28.460 5 9 4

Contigo de EST de haba de soja 63.676 15 40 15

Proteinas predichas de Medicago | 41.315 60 80 69

truncatula

ESTs de tricoma glandular Medicago | 5.647 1 2 1

sativa

Total 353.972 100 166 109

TABLA 2: Conjuntos de secuencias de legumbre investigados

El método de HMM parecié ser mas sensible que el método del perfil, identificando todos los aciertos del perfil asi
como muchos aciertos adicionales. Por esta razén, el método de HMM se seleccioné como el método de eleccion —
las proteinas de los aciertos de HMM se usaron para generar los alineamientos y se hicieron pasar al analisis
filogenético. Los aciertos del perfil todavia son bastante utiles: el método de perfil es mas restrictivo, y por lo tanto
hay una mayor probabilidad de que los candidatos del perfil representen aciertos verdaderos.

Generacion de alineamientos

Las secuencias de los dominios de unién a ADN se extrajeron de los 166 candidatos de MYB R2R3 de legumbre
identificados anteriormente. Los dominios proteicos se alinearon usando el programa de alineamiento hmmalign de
HMMER, el cual alinea los dominios usando informacion en el modelo de HMM original. Los alineamientos
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nucleotidicos se generaron superponiendo las secuencias nucleotidicas correspondientes sobre los alineamientos
proteicos, preservando de ese modo la estructura de los alineamientos al nivel proteico. Esto se realizd para obtener
un alineamiento mas exacto que representa mejor la estructura de los dominios.

Analisis filogenético

Se llevo a cabo un andlisis filogenético sobre los dominios de union a ADN MYB R2R3 vegetales, para ver si los
nodos de arbol resultantes se podrian usar para identificar subtipos de MYB R2R3, relacionados con factores de
transcripcion TT2. Se extrajeron 109 dominios de unién a ADN de longitud completa a partir de los 166 candidatos
de MYB R2R3 de legumbre identificados en este estudio, y se combinaron con los genes de MYB R2R3 conocidos
de Nesi et. al. (2001) y Miyake et. al. (2003), dando en total 130 dominios de union a ADN. Se generé un
alineamiento proteico de estos 130 dominios usando hmmalign, y las secuencias de los dominios nucleotidicas
correspondientes se alinearon basandose en esto. El alineamiento nucleotidico se sometié a un analisis de
probabilidad maxima para generar un arbol filogenético basado en 100 réplicas de bootstrap, usando los programas
fastDNAmI y el programa consensus de Phylip para generar el arbol de consenso. Esta informaciéon se uso para
disefar tres cebadores para el dominio de MYBR2R3 de legumbre.

Aislamiento de ADN y ARN, y sintesis de ADNc

ADN gendmico se aislé de tejidos vegetales recientes o congelados (100 mg) usando DNeasy® Plant Mini kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las preparaciones de ADN se trataron con RNAse H (Sigma)
para eliminar el ARN de las muestras. EI ARN total se aislo de tejidos recientes o congelados usando RNeasy® Plant
Mini kit (Qiagen). El ARN total aislado (100 ng) se traté con DNAse | libre de RNAse para eliminar el ADN de las
muestras durante el aislamiento, siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza de las
muestras de ADN y de ARN se evaluaron determinando la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm usando un
espectrofotometro NanoDrop ND-100. EI ARN total (1 ng) se transcribi6 de forma inversa en ADNc usando
SMART™ cDNA Synthesis Kit (Clontech) usando los oligonucleétidos SMART™ CDS primer IIA y SMART [I™ A,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y clonacion TOPO de los productos de PCR

Se llevaron a cabo reacciones estandar de PCR en un Thermal Cycler (Applied Biosystems), usando como molde
una cantidad de aproximadamente 5 ng de ADN o 1 ul de ADNc. Las condiciones del ciclo térmico fueron las
siguientes: reaccion inicial a 94°C durante 30 s, 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 50-64°C durante 30 s (dependiendo
de la Tm de los cebadores), y a 72°C durante 1-2 min. (1 min./kb), respectivamente, y una reaccion final a 72°C
durante 10 min.

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa, y se visualizaron mediante tincion
con bromuro de etidio. Las bandas de interés se cortaron, y el ADN se extrajo subsiguientemente de la silice en gel
usando el QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de la PCR
extraidos se clonaron en vectores TOPO 2.1 (Invitrogen) y se transformaron en células de Escherichia coli
OneShot® mediante transformacion quimica siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bacterias se cultivaron
subsiguientemente en placas de agar Luria-Bertani (LB; Invitrogen) precalentadas (1% de triptona, 0,5% de extracto
de levadura, 1,0% de NaCl, y 1,5% de agar) que contienen 50 ug ml” de kanamicina y 40 pl de 40 mg ml” X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-X-D-galactopirandsido; Invitrogen), y se incubaron a 37°C toda la noche. Las colonias
positivas se seleccionaron usando seleccién blanco-azul en combinacién con seleccidn con antibidticos. Las
colonias se recogieron y se inocularon en 6 ml de caldo LB (1% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, 1,0% de
NaCl) que contiene 50 pg ml™ de kanamicina, y se incubaron a 37°C en una incubadora de agitacion a 200 rpm.

Los cultivos bacterianos se extrajeron y purificaron del cultivo del caldo LB usando el Qiagen Prep Plasmid Miniprep
Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion del ADN

El ADN plasmidico aislado se secuencié usando el método de terminaciéon de cadena por didesoxinucleétido
(Sanger et al., 1977), usando quimica Big-Dye (Version 3.1) (Applied Biosystems). Se usaron cebadores directos o
inversos M13 o cebadores génicos especificos. Los productos se separaron en un analizador genético ABI Prism
3100 (Applied Biosystems), y los datos de secuencias se compararon con la informacion de secuencia publicada en
GenBank (NCBI) usando AlignX (Invitrogen).

Resultados
Identificacion y secuenciacion de TaMYB14

Se aislaron ARN total y ADN gendmico (ADNg) de tejido de hoja en desarrollo y madura de T. arvense, y el ARN
total se transcribié de forma inversa en ADNc. Inicialmente, se disefiaron cebadores para la region genérica de MYB
de la secuencia codificante, y se llevo a cabo la PCR. Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa, y
se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio. Las bandas que oscilan en tamafio se cortaron, el ADN se
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extrajo, se purificd, se cloné en vectores TOPO, y se transformd en células de E. coli. Se escogieron al azar
doscientos transformantes del suceso de clonacion, el ADN plasmidico se aislé y se secuencié subsiguientemente.
Se disefiaron cebadores adicionales para secuenciar las regiones N-terminales cuando era necesario (Tabla 4).

Se identific6 una matriz de MYBs parciales secuenciando el ADNc aislado; >50% fueron desconocidas, no
produciendo acierto sustancial con respecto a proteinas MYB conocidas. Las restantes se identificaron como
ortélogos para MYBs expresados durante estrés abidtico, respuesta a falta de agua, estimulo luminico, estrés salino,
estimulo etilénico, estimulo auxinico, estimulo con acido abscisico, estimulo con acido giberélico, estimulo con acido
salicilico, estimulo con acido jasmonico, cadmio, luz, movimiento y control estomatico, regulacion, similar a mixta
(crecimiento de células epidérmicas), disminucién de acido cafeico O-metil-transferasa, y control de meristemo.

Dos ADNc de MYB parciales codificaron una proteina que cay6 dentro de los clados correctos de MYB (NO8 y NO9)
cuyos miembros incluyen aquellos que se sabe que activan la biosintesis de antocianinas o CTs. Se disefiaron
cebadores para el extremo 3’ del gen para aislar el extremo 5’ restante, y por tanto todo el clon de ADNc. El
TaMYB14 de longitud completa contiene una region codificante de 942 pb que codifica una proteina de 314
aminoacidos. En comparacion, AtTT2 codifica una proteina de 258 aminoacidos.

Resultados Blast para TaMYB14

La secuencia de ADNc de TaMYB14 procedente del genotipo AZ2925 de T. arvense se sometio a blast frente a las
bases de datos publicas. BlastN devolvié los siguientes 5 aciertos principales:

AB300033.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-1 para el factor de transcripcion R2R3-MYB”, (valor e 3e-69)
AB300035.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-3 para el factor de transcripcion R2R3-MYB”, (valor e 4e-62)
AB300034.1 “ARNm de Lotus japonicus LjTT2-2 para el factor de transcripcion R2R3-MYB”, (valor e 4e-59)
AF336284.1 ARNmM de Gossypium hirsutum GhMYB36, (valor e 1e-40)

AB298506.1 ARNmM de Daucus carota DcMYB3-1 para factor de transcripcion, (valor e 7e-39)

A su vez, BlastX de la secuencia traducida de TaMYB14 procedente del genotipo AZ2925 de T. arvense devolvié los
siguientes 5 aciertos principales:

BAG12893.1 “Factor de transcripcion R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-1”, (valor e 2e-81)
AAK19615.1AF336282_1 “Gossypium hirsutum GhMYB10”, (valor e 3e-76);

BAG12895.1 “Factor de transcripcion R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-3", (valor e 8e-74);
BAG12894.1 “Factor de transcripciéon R2R3-MYB de Lotus japonicus LjTT2-2", (valor e 2e-72);
AAZ20431.1 “MYB11 “[Malus x domestica], (valor e 2e-66)

El alineamiento de ADNc de TaMYB14 frente a AfTT2 y otros aciertos de BLAST se muestra en la Figura 7,
mostrandose en amarillo las similitudes mas elevadas. La traduccién del marco de lectura abierto también mostro
diferencias sustanciales en la composicion de aminoacidos, compartiendo una homologia de 52% con respecto a
TT2 de A. thaliana (Figura 8). Ademas, TaMYB14 comparte los motivos comunes a activadores de MYB de CT
conocidos (NO9).

El alineamiento de ADNc de TaMYB14 frente a AfTT2 y otros aciertos de BLAST se muestra en la Figura 7,
resaltandose en amarillo y en azul las similitudes. La traduccion del marco de lectura abierto (Figura 8) también
mostro diferencias sustanciales en la composicién de aminoacidos, compartiendo una homologia de 52% con
respecto a TT2 de A. thaliana, principalmente en la region del dominio de MYB.

TaMYB14 incluye un motivo similar al motivo del subgrupo 5 (DExWRLxxT) segun Stracke et al., 2001, que es
comun a activadores de MYB de CT previamente conocidos.

TaMYB14 carece del motivo de subgrupo 6 (KPRPR[S/T, mostrado en SEC ID NO:16) segun Stracke et al., 2001,
que es comun a activadores de MYB de antocianinas previamente conocidos.

Ademas, este alineamiento ha identificado un nuevo motivo de MYB (VI/VRTKAXR/KxSK). Este nuevo motivo
(resaltado en la Figura 8) parece asociado con un numero de nuevos TFs de MYB14 que regulan las rutas de CTs.

Niveles de transcrito de TaMYB14

La acumulacion de CTs se produjo en las especies T. arvense y T. affine, en las que fue detectable a lo largo de
toda la lamina foliar en la capa epidérmica abaxial y adaxial, y el peciolo; excepto la region del pecidlulo. Los CTs
son detectables solamente en T. repens y T. occidentale en los tricomas foliares en la superficie epidérmica abaxial.
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El analisis de transcritos usando cebadores especificos para TaMYB14 revel6 que este gen se expresaba solamente
en tejidos que acumulan de forma activa CTs. TaMYB14 se expreso en tejido de hoja madura e inmadura de T.
arvense, pero no en el callo (que no sintetiza CTs). Los cebadores disefiados para TaMYB14 también amplificaron
un MYB14 en T. repens, que se expreso en hoja de meristemo y tricomas meristematicos tempranos, en los que los
CTs se acumulan de forma activa, pero no se detectaron en tejido de hoja madura o emergente, estolones,
internodos, raices, y peciolos. MYB14 tampoco se detectd en tejidos maduros de T. occidentale, en los que los CTs
solamente estan presentes en los tricomas de las hojas. Los resultados del analisis se muestran en la Tabla 3 a

continuacion:

Especie Libreria Resultado | Esperado Ruta
T. repens Huia hoja madura - - ¢(CT?
T. repens Huia hoja joven - -

T. repens Huia hoja de meristemo + +

T. repens Huia tricoma temprano + +

T. repens Huia nodos e internados de estolén | - -

T. repens Huia Raices - -

T. repens Huia floral -+ +

T. repens Huia peciolos - -

T. occidentale planta madura - -

T. repens Isabelle hoja madura - - Antocianina
T. arvense callo - - CT-ve
T. arvense hoja madura + + CT

T. arvense hoja inmadura + +

TABLA 3: La expresion de MYB14 también coincide con la expresion de antocianidina reductasa (ANR; BAN) y LAR,
dos enzimas clave especificas para la biosintesis de CTs en legumbres.

Las Figuras 3 y 4 también mostraron la comparacion de niveles de transcrito en diversos tejidos en la especie de
Trifolium; la Figura 3 muestra niveles de transcrito de TaMYB14 en tejidos variados de la especie de Trifolium y
variedades de cultivo que se hacen crecer en condiciones idénticas de invernadero; Linea 1, (escalera); Linea 2,
libreria de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 3, libreria de ADNc de raiz madura
de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 4, libreria de ADNc de estolén maduro de T. repens (variedad de
cultivo Huia); Linea 5, libreria de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo DC111); Linea 6, ADNc de
hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de
cultivo Isabelle rica en antocianinas); Linea 8, ADNc de hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925);
Linea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Linea 10, ADNCc floral de meristemo de
T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia);
Linea 12, ADNc solamente de tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 13, libreria de
ADNCc de planta (hoja, raiz y estolén) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Linea 14, libreria de ADNc
de nodo maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 15, clon de MYB14cDNA de T. arvense clonado en
TOPO, Linea 16, clon gendmico de MYB14 de T. arvense clonado en TOPO, Linea 17, ADN gendmico de T.
occidentale; Linea 17, ADN gendémico de T. repens; Linea 17, ADN gendmico de T. arvense; Linea 20, (escalera).

Mientras, la Figura 4 muestra niveles de transcrito de BANYULS(A) y LAR (B) en tejidos variables de la especie de
Trifolium y variedades de cultivo que se hacen crecer en condiciones de invernadero idénticas. Linea 1, (escalera);
Linea 2, libreria de ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 3, libreria de ADNc de raiz
madura de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 4, libreria de ADNc de estoléon maduro de T. repens (variedad
de cultivo Huia); Linea 5, libreria de ADNc floral madura de T. repens (variedad de cultivo DC111); Linea 6, ADNc de
hoja emergente de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 7, ADNc de hoja madura de T. repens (variedad de
cultivo Isabelle rica en antocianinas); Linea 8, ADNc de hoja inmadura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925);
Linea 9, ADNc de hoja madura de T. arvense (variedad de cultivo AZ2925); Linea 10, ADNc floral de meristemo de
T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 11, ADNc de hoja de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia);
Linea 12, ADNc solamente de tricoma de meristemo de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 13, libreria de
ADNCc de planta (hoja, raiz y estolén) madura de T. occidentale (variedad de cultivo Huia); Linea 14, libreria de ADNc
de nodo maduro de T. repens (variedad de cultivo Huia); Linea 15, clon de BAN o LAR de ADNc de T. arvense
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clonado en TOPO, Linea 16, clon gendmico de BAN o LAR de T. arvense clonado en TOPO, Linea 17, ADN
gendémico de T. occidentale; Linea 17, ADN gendmico de T. repens; Linea 17, ADN gendémico de T. arvense; Linea
20, (escalera).

Identificacion y secuenciacion de MYB14 de ADNg de T. arvense, T. affine, T. occidentale y T. repens

Usando cebadores disefiados para la region de inicio y parada de TaMYB14 (véase la Tabla 4), los inventores
amplificaron homdélogos de TaMYB14 mediante PCR de ADNc y ADNg aislados de un abanico de varias especies de
Trifolium, a saber, T. arvense, T. affine, T. repens 'y T. occidentale. El aislamiento de la secuencia de ADN gendmico
y la secuenciacion de longitud completa de los productos de la PCR clonados mostré que T. arvense tiene dos
isoformas o alelos de este gen, uno de los cuales corresponde a la secuencia de ADNc expresada, correspondiendo
el otro a una variante alélica/isoforma previamente no identificada de TaMYB14.

El alineamiento de estas isoformas o variantes alélicas revel6 la presencia de varias supresiones e inserciones de
bases en comparacion con la secuencia de ADNc de TaMYB14 (véase la Figura 10). La traduccion de la secuencia
de ADNCc putativa revelé que la proteina codificada por esta isoforma o variante alélica también tiene supresiones,
inserciones e intercambios de aminoacidos (véase la Figura 9). A la variante alélica se le denominé como TaMYB14-
2.

Las secuencias de ADNg de longitud completa correspondientes para este gen también se aislaron a partir de otras
tres especies de Trifolium: T. affine, T. repens y T. occidentale. Todos los alelos de MYB14 tuvieron tres exones y
dos intrones de tamafios variables (véanse las Figuras 10-12). T. affine y T. occidentale tienen ambas un alelo,
mientras que T. repens tiene dos alelos. Las secuencias traducidas de MYB14 de las diversas especies fueron 95%
homologas a TaMYB14, con cambios en la composicion de aminoacidos. La mayoria de las diferencias de
aminoacidos estan situadas en la region tnica de 3’ en direccion 3’ del dominio de MYB.

Uso de cebadores Cddigo Secuencia del cebador SEC ID NO:

GACAATGAGATAAAGAAT 18
Busqueda del dominio de MYB MYBFX TACTTG

AAGAGTTGTAGACTTAGM 19
Busqueda del dominio de MYB MYBFY GG
Busqueda del dominio de MYB MYBFZ YTKGGSAACAGGTTGTC 20

ATGGGGAGAAGCCCTTGT 21
Aislamiento de longitud completa | M14ATG TGTGC

TCATTCTCCTAGTACTTCC 22
Aislamiento de longitud completa | M14TGA TCACTGG

CTCTTTTTGGAAGGTYITC 23
Paseo génico M14TSP1 TCC

TTCTCCATTTTCCTTCACC 24
Paseo génico M14TSP2 ATGG
Paseo génico M14TSP3 TCCAAGCACCTCTATTCA AGCC | 25

CTCGAGATGCAATGCTGG 26
Clonacién en el vector M14FATG TTGATGGTGTGGC

CATTGCCTGTAGATTCTG 27
Lotus corniculatus MYBLF TAGCC

TGAAGATTGTTGGACACA 28
Lotus corniculatus MYBLR TTGG

AGGTTGGAATACAAGACA 29
Extremo 5’ UTR de MYB14 MYB148N GAC

TCTCCTAGTACTTCCTCA 30
Extremo 3' UTR de MYB14 MYB14RR CTGG

ATAATCATACTAATTAACA 31
Cebador para intron 1 15 TCAC
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Uso de cebadores Cddigo Secuencia del cebador SEC ID NO:
TGATAGATCATGICATTG 32
Cebador para intron 1 13 TG
GCCTTCCTTTGCACAACA 33
Paseo génico TSP4 AGGGC
GCACAACAAGGGCTTCTC 34
Paseo génico TSP5 ccc
ATGGGGAGAAGCCCTTGT 35
Sitio de partida de 5’ directo MYB148F TGTGC
TCTCCTAGTACTTCCTCA 36
Sitio de partida de 5’ inverso MYB14RR CTGG
Analisis de expresién/ vector de CTCGAGCAATGCTGGTTG 37
slienciamiento MYB14F ATGGTGTGGS
Analisis de expresién/ vector de TCTAGAGGACACATTTGT 38
slienciamiento MYB14R CTCATCAGC
TCTAGATIGAGTITGGTC 39
Paseo génico MYB14R2 CGAACAAGGS
TCTAGAAATCTTCTAGCAA 40
Paseo génico MYB14R3 ATCTGRCGEG
Secuenciacion M13 Directo GTAAAACGACGGCCAG 41
M13 Inverso CAGGAAACAGCTATGAC 42
BD SMART II™ A | AAGCAGTGGTATCAACGC 43
Produccion de ADNc Oligonucleotide AGAGTACGCGGG
3 BD SMART™ CDS AAGCAGTGGTATCAACGC 44
Produccién de ADNc Primer Il A AGAGTACT(30}V N-3'
AAGCAGTGGTATCAACGC 45
Amplificacion del ARNm 5" PCR Primer Il A AGAGT

TABLA 4: Secuencias de cebadores para PCR, clonacion y secuenciacion de MYB14 de diversas especies de
Trifolium (T. arvense; T. repens; T. affine; T. occidentale).

En resumen, se han identificado y aislado diez nuevas proteinas/genes MYB14, como se resume en la Tabla 5 a
continuacién, que también muestra la SEC ID NO: asociada con cada secuencia en el listado de secuencias:

SEC ID NO:
Especie, y referencia de secuencia ADNCc de longitud completa ADNg Proteina ORF
Trifolium arvense, TaMYB14-1 1,13 2 14 55
Trifolium arvense, TaMYB14-2 - 3 46 56
Trifolium affine, TafMYB14-1 5 4 47 57
Trifolium affine, TafMYB14-2 - 6 48 58
Trifolium occidentale, ToMYB14-1 - 7 49 59
Trifolium occidentale, ToMYB14-2 - 8 50 60
Trifolium repens, TrMYB14-1 - 9 51 61
Trifolium repens, TrMYB14-2 - 10 52 62
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SEC ID NO:
Especie, y referencia de secuencia ADNCc de longitud completa ADNg Proteina ORF
Trifolium repens, TrMYB14-3 - 11 53 63
Trifolium repens, TrMYB14-4 - 12 54 64

TABLA 5: Resumen de secuencias de MYB14 de la invencion

En la Figura 34 se muestra un alineamiento de todas estas secuencias de MYB14. Se identificaron dos motivos de
secuencia comunes a todas las secuencias proteicas de MYB14.

El primer motivo es DDEILKN (SEC ID NO:15).
El segundo motivo es X{VVRTX,AX3KCSK (SEC ID NO:17),enelque X1 =N,YoH, X =Ko R,y Xz=Tol.

La presencia de cualquiera o de ambos de estos motivos parece que es un diagndstico para proteinas MYB14,
particularmente cuando se asocia con una falta de motivo de SEC ID NO:16.

La Figura 35 muestra el porcentaje de identidad entre cada una de las proteinas MYB14 alineadas en la Figura 34.

También se ha mostrado que el patron de expresion espacial y temporal de TaMYB14 esta correlacionado
consistentemente con la producciéon de CT en plantas in vivo.

Ejemplo 2: Uso de la secuencia de acido nucleico de MYB14 de la invencion para producir taninos
condensados en trébol blanco (Trifolium repens)

Materiales y métodos
Constructos genéticos usados en el protocolo de transformacion

El vector de transformacion vegetal pHZBar deriva de pART27 (Gleave 1992). El casete de seleccion pnos-nptll-
nos3’ se ha sustituido por el casete de seleccion CaMV35S-BAR-OCS3’ con el gen bar (que confiere resistencia al
herbicida glufosinato de amonio) expresado a partir del promotor del CaMV 35S. La clonacién de los casetes de
expresion en este vector binario se facilit6 mediante un sitio de restriccion Nofl Unico y la seleccion de
recombinantes por cribado mediante azul/blanco para B-galactosidasa. El trébol blanco se transformé usando
M14ApHZBarP, que contiene el alelo expresado de Trifolium arvense. Los casetes de sobreexpresion para
M14ApHZBarP se clonaron en primer lugar en pART7. El constructo se transportdé entonces a pHZBar como un
fragmento Notl. Los ADN-T de los constructos genéticos, que muestran la orientacion de genes clonados, se
representan graficamente en la Figura 6.

Los constructos genéticos en pHZBar se transfirieron a la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens como ADN
plasmidico usando el método de transformacion de congelacion-descongelacion (Ditta et al 1980). La estructura de
los constructos mantenidos en Agrobacterium se confirmé mediante digestion de restriccion de los ADN plasmidicos
preparados a partir de cultivo bacteriano. Los cultivos de Agrobacterium se prepararon en glicerol y se transfirieron
hasta -80°C para el almacenamiento a largo plazo. Los constructos genéticos mantenidos en la cepa GV3101 de
Agrobacterium se inoculan en 25 ml de caldo MGL que contiene espectinomicina a una concentracion de 100 mg/I.
Los cultivos se hacen crecer toda la noche (16 horas) en un agitador giratorio (200 rpm) a 28°C. Los cultivos
bacterianos se cosechan mediante centrifugacion (3000 x g, 10 minutos). El sobrenadante se elimina, y las células
se resuspenden en 5 ml de disolucion de MgSO4 10 mM.

Transformacién de explantes cotiledonarios

El trébol se transformé usando un método modificado de Voisey et al. (1994). Las semillas se pesaron para
proporcionar aproximadamente 400-500 cotiledones (es decir, 200-250 semillas) para diseccion (0,06 g = 100
semillas). En un tubo de centrifugadora, las semillas se enjuagaron con etanol al 70% durante 1 minuto. Las semillas
se esterilizan superficialmente en lejia (5% de cloro disponible) agitando en una mezcladora circular durante 15
minutos, seguido de cuatro lavados en agua estéril. Las semillas se empapan toda la noche a 4°C. Los cotiledones
se disecan de las semillas usando un microscopio de diseccion. Inicialmente, se eliminan el tegumento y el
endospermo. Los cotiledones se separan del radical con el escalpelo colocando la cuchilla entre los cotiledones y
cortando a lo largo del tallo que queda. Los explantes cotiledonarios se cosechan sobre un disco de filtro estéril en
medio CRY.

Para la transformacion, se dispensa una alicuota de 3 ul de suspension de Agrobacterium sobre cada cotiledon
disecado. Las placas se cierran herméticamente y se cultivan a 25°C en un fotoperiodo de 16 horas. Después de un
periodo de 72 horas de cocultivo, los cotiledones transformados se transfieren a placas que contienen medio CR7
suplementado con glufosinato de amonio (2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l), y se devolvieron a la habitacion de cultivo.
Tras la regeneracion de brotes, los explantes se transfirieron a medio CR5 suplementado con glufosinato de amonio

36




10

15

20

25

30

35

ES 2537342 T3

(2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l). Los brotes que se regeneran se subcultivan tres semanas a medio CR5 reciente
que contiene seleccion. A medida que se produce la formacion de raices, las plantulas se transfieren en recipientes
que contienen medio CRO que contiene seleccion mediante glufosinato de amonio. En esta etapa, los grandes
agrupamientos de regenerantes se dividen en plantulas individuales. Las plantas enraizadas completas que crecen
bajo seleccion se plantan entonces en macetas en tapones de turba estéril.

Metodologia LCMSMS para el analisis mediante HPLC

Para extraer flavonoides para el analisis mediante HPLC, se congela tejido de hoja (0,5 g de peso reciente) en N,
liquido, se tritura hasta un polvo fino y se extrae con acido acético:metanol (80:20 v/v) durante 30 min. a 4°C. El
desecho vegetal se peletizé en una microcentrifugadora a 13K rpm durante 10 min. El sobrenadante se elimind y se
colocé a -20°C durante 30 min. Para el analisis mediante HPLC se usé una alicuota. Se analizé una alicuota
mediante HPLC usando deteccién tanto mediante UV-PDA como MS/MS en un sistema de espectréometro de masas
con trampa de iones Thermo LTQ. Los extractos se resolvieron en una columna de fase inversa Phenomonex Luna
C18 mediante elucion por gradiente con agua y acetonitrilo con 0,1% de acido férmico como el sistema de fase
movil. La deteccion de las antocianinas se realizé mediante absorcion de UV a 550 nm, y los otros metabolitos se
estimaron mediante deteccion MS1 o MS2 mediante el espectrometro de masas.

El instrumento usado fue un espectrometro de masas con trampa de iones lineal (Thermo LTQ) acoplado a un
sistema de HPLC Thermo Finnigan Surveyor (ambos de San Jose, CA, USA) equipado con un detector de conjunto
de fotodiodos (PDA) Thermo. Para la adquisicién y procesamiento de datos, se usé el software Thermo Finnigan
Xcalibur (version 2.0).

Se inyectd una alicuota de muestra de 5 pl en una columna de 150 x 2,1 mm Luna C18(2) (Phenomenex, Torrance,
CA) mantenida a 25°C constantemente. Los disolventes de la HPLC usados fueron: disolvente A = 0,1% de acido
férmico en H,0O; disolvente B = 0,1% de acido formico en acetonitrilo. El caudal fue 200 pl min'1, y el gradiente de
disolvente usado se muestra en la Tabla 6 a continuacion. Los datos de PDA se recogieron a lo largo del intervalo de
220 nm-600 nm para todo el cromatograma.

Tiempo (min) Disolvente A% Disolvente B%
0 95 5
6 95 5
11 90 10
26 83 17
31 77 23
41 70 30
45 50 50
52 50 50
52 3 97
59 3 97
62 95 5
70 95 5

TABLA 6: Gradiente de HPLC

El espectrometro de masas se ajustd para ionizacion por electropulverizacion en modo positivo. El voltaje de
pulverizacion fue 4,5 kV y la temperatura del capilar 275°C, y los caudales de gas de desolvatacion, gas auxiliar, y
gas de barrido se ajustaron (en unidades arbitrarias/min.) a 20, 10 y 5, respectivamente. Los primeros 4 y los ultimos
11 minutos del caudal procedente de la HPLC se deswaron a residuos. El MS se programo para barrer de 150-2000
miz (barrido MS"), y después se llevé a cabo MS® dependiente de los datos en el ion de MS' mas intenso. Las
ventanas de aislamiento para el método de MS? dependiente de los datos fue 2 mu (unidades de masa nomlnales) y
la fragmentacion (35% CE (energia de colision relativa)) del ion mas intenso procedente del espectro MS' fue
seguida del aislamiento (2 mu) y fragmentacion (35% CE) del ion mas intenso procedente del espectro MS®. El
espectrometro de masas llevé a cabo entonces secuencialmente la monitorizacién de la reaccién seleccionada
(SRM) sobre las masas en la Tabla 7 a continuacién, con ventanas de aislamiento para cada SRM de 2,5 mu y
fragmentacion CE de 35%. Estas masas enumeradas cubren las diferentes combinaciones de masas de
procianidina (catequina y/o epicatequina) y prodelfinidina (galocatequina o epigalocatequina) hasta el trimero.
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masa de SRM (m/z) | Intervalo de barrido de MS2 (m/z) | Compuesto diana
291,3 80-700 monoémeros de PC
307,3 80-700 monoémeros de PD
579,3 155-2000 dimeros de PC:PC
595,3 160-2000 dimeros de PC:PD
611,3 165-2000 dimeros de PD:PD
867,3 235-2000 trimeros de PC:PC:PC
883,3 240-2000 trimeros de PC:PC:PD
899,3 245-2000 trimeros de PC:PD:PD
915,3 250-2000 trimeros de PD:PD:PD

Tabla 7: Masas de SRM para monémeros, dimeros y trimeros.
Resultados
Analisis mediante DMACA de trébol blanco con MYB14 de ADNg de T. arvense

Los cotiledones de trébol blanco se transformaron con el alelo de T. arvense correspondiente a la secuencia de
ADNCc expresada, bajo el control del promotor del CaMV 35S, y se regeneraron como se describe en los métodos.
Las hojas procedentes de todas las plantulas regeneradas se cribaron en busca de la produccion de CTs con tincion
mediante DMACA, como se describe en el Ejemplo 1. Un nimero de estas plantas transformadas fueron positivas
para la produccion de CTs, dando como resultado tincion azul cuando se tifien con DMACA. Tal tincién se produjo
en la mayoria de las células epidérmicas de los tejidos de las hojas, incluyendo las seis células centrales de tricomas
de las hojas. En comparacion, las plantas de trébol blanco de tipo salvaje no transformadas fueron negativas para
CT, excepto los tricomas en el lado de la hoja abaxial (Figura 5). Los CTs también estuvieron presentes en algunas
células de la raiz y peciolares de algunas plantas. Esto indica que la expresion constitutiva de TaMYB14 altera el
patron temporal y espacial de la acumulacion de CTs en plantas de trébol blanco.

Analisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquimica de trébol blanco transgénico
Analisis molecular de trébol blanco

El ADN extraido de plantas de trébol blanco transgénicas se estudi®é en busca de la integracion del vector
M14ApHZBAR. Se llevaron a cabo reacciones de PCR usando conjuntos de cebadores disefiados para amplificar un
producto que incluye una porcion del promotor 35S y la mayoria del gen TaMYB14. Los resultados de este analisis
indicaron la integracion del vector binario que contiene el gen TaMyb14A en el genoma del trébol blanco (Figura 14).

Analisis mediante DMACA de trébol blanco

Se muestran los resultados logrados a partir de la tincion con DMACA de tejidos foliares de trébol blanco (Figura 15).
El colorante especifico de CTs, DMACA, ha tefiido fuertemente el limbo y el peciolo de la hoja de las hojas de trébol
transgénico (B, C, D, G, H), en comparacion con la hoja de trébol blanco de tipo salvaje (A, E, F).

Ademas (Figura 16), las células de la capa de tricomas y las células apicales se tifieron mucho mas fuertemente (F,
G) que lo observado normalmente en hojas de tipo salvaje (E). Las células oclusivas de los estomas también se tifid
fuertemente (H). Hubo una tincién evidente en el nucleo de las células epidérmicas de la misma forma que en la
célula del tricoma del tallo. Las células epidérmicas se tifieron mas uniformemente de lo normal, y las células
basales de la roseta también se tifieron fuertemente (G). Se llevo a cabo el rasgado de las hojas para ayudar a
establecer qué células especificas tienen tincion con DMACA (I a K). En esta ocasion, la epidermis inferior (parte
mas alta de la superficie exterior) se separd de la capa mesofilica. Las células epidérmicas (excepto células
especializadas tales como estomas y tricomas) tuvieron poca actividad en comparaciéon con la capa celular
mesofilica. Las células mesofilicas mostraron fuerte tincion definida por toda la célula, con sublocalizacién definida
en organulos especificos semejantes a vacuolas, que son obviamente multiples por célula. Por lo tanto, hay una
compartimentalizacion de la tinciéon por DMACA en las células mesofilicas.

Analisis mediante HPLC/LCMS de trébol blanco

El analisis bioquimico de los solicitantes del tejido transgénico transformado con M14ApHZBAR proporcion6 pruebas
irrefutables de que la sobreexpresion de TaMYB14 conduce a la acumulacion de mondmeros, dimeros y trimeros de
taninos condensados en tejido foliar en trébol blanco y tabaco. También es posible que estén presentes taninos de
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cadenas mas largas, pero la resolucion de esto esta mas alla del alcance de nuestro equipo.

Se uso extracto de semilla de uva purificado como el estandar para todas las medidas de LCMSMS HPLC, debido a
que su perfil de taninos se ha caracterizado muy bien y se muestra en las Figuras 17 y 18. Este extracto permite la
identificacion definida de catequina (C), epicatequina (EC), galocatequina (GC) y epigalocatequina (EGC), asi como
la deteccion de dimeros PC:PC, un dimero PC:PD y dos trimeros 3PC.

Los espectros MS2 de los cuatro monémeros se proporcionan como prueba de la identificacion de estos metabolitos.

Los flavonoides se extraen de plantas de trébol blanco transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesan via
HPLC/LCMS. Los resultados de estos analisis confirmaron la presencia de CT en extractos de hojas procedentes de
muestras de trébol transgénico. La mayoria de los monémeros detectados fueron epicatequina y epigalocatequina,
con trazas de galocatequina. Esto es consistente ya que los taninos de trébol derivan de delfinidina. No se
detectaron mondmeros en tejido de hoja de trébol blanco de tipo salvaje (Figura 19). También se detectaron dimeros
y trimeros (Figuras 20, 21).

Ejemplo 3: Uso de la secuencia de acido nucleico de MYB14 de la invencion para producir taninos
condensados en tabaco (Nicotiana tabacum)

Materiales y métodos
Constructo genético usado en protocolos de transformacion

El fragmento Notl procedente del plasmido M14ApHZBAR (Figura 6) se aisld y se clond en pART27 (Gleave, 1992)
para la transformacion de tabaco. Este vector binario contiene el gen de seleccion nptll para resistencia a
kanamicina bajo el control del promotor del CaMV 358S.

Transformacion de tabaco

Se transformd tabaco via el método de transformacion-regeneracion de discos de hojas (Horsch et al. 1985). Discos
de hojas procedentes de plantas de tabaco W38 de tipo salvaje estériles se inocularon con una cepa de
Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector binario, y se cultivaron durante 3 dias. Los discos de hojas se
transfirieron entonces a medio selectivo MS que contiene 100 mg/ml de kanamicina y 300 mg/l de cefotaxima. La
regeneracion de los brotes se produjo a alrededor de un mes, y los explantes foliares se colocaron en medio libre de
hormonas que contiene kanamicina, para la formacién de raices.

Resultados
Analisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquimica de tabaco transgénico
Analisis molecular de tabaco

El ADN extraido de plantas de tabaco transgénicas se estudié para determinar la integracion del vector binario
M14ApHZBAR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores disefiados para
amplificar una porcion del promotor 35S y la mayoria del gen. Los resultados de este analisis indicaron integracion
del vector binario, que contiene el gen TaMyb14A, en el genoma del trébol blanco (Figura 22).

Analisis mediante DMACA del tabaco

El analisis mediante DMACA se llevé a cabo sobre las plantas de tabaco como se describe para el trébol en el
Ejemplo 1. Las plantulas de tabaco transgénicas que expresan TaMYB14A (bajo el control del promotor del virus del
mosaico de la coliflor 35S) no mostraron diferencias significativas en el crecimiento en comparacion con plantas de
tipo salvaje. Ademas, se detectd CT en tejido foliar de plantulas de tabaco transgénicas derivadas de células de
tabaco de tipo salvaje o de tabaco transgénico (que ya acumulan antocianina), en comparacion con tabaco sin
transformar de tipo salvaje que no acumula CT en tejidos vegetativos. Esto indica que el gen de MYB14 de T.
arvense es capaz de activar todos los genes de la ruta de CT en tabaco, por si mismo. Se muestran ejemplos de la
tincion mediante DMACA de hojas de tabaco transgénicas (Figura 23). El colorante especifico de CT, DMACA, tifi¢
fuertemente el limbo de la hoja de las hojas de tabaco transgénicas (A a G) en comparacion con las hojas de tipo
salvaje, que estan siempre desprovistas de CT.

Analisis mediante HPLC/LCMS de tabaco

El analisis mediante HPLC/LCMS se llevé a cabo para tabaco como se describe para el trébol en el Ejemplo 2. Se
extrajeron flavonoides de plantas de tabaco transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron via HPLC. Los
resultados de estos analisis confirmaron la presencia de CT en extractos foliares procedentes de las muestras de
tabaco transgénico. Las muestras de control de tabaco estaban desprovistas de unidades de CT. La mayoria de
monomeros detectados fueron epicatequina, con pequefias cantidades de mondmeros epigalocatequina y
galocatequina (Figura 24). También se detectaron dimeros y trimeros (Figura 25).
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Ejemplo 4: Uso de la secuencia de acido nucleico de MYB14 de la invenciéon para reducir la produccion de
taninos condensados en Trifolium arvense

Materiales y métodos
Constructo genético usado en el protocolo de silenciamiento

Se usé pHANNIBAL (Helliwell y Waterhouse, 2003), un vector vegetal de ARNi de horquilla de pelo, para transformar
cotiledones de T. arvense con un constructo que expresa porciones autocomplementarias de una secuencia
homadloga a una porcion del ADNc de TaMYB14. Todo el ADNc para el MYB14 (previamente aislado de una libreria
de hojas) se us6 para amplificar un fragmento de 299 pb de longitud del ADNc procedente del extremo 3’ del gen
(caatgctggttgatggtgtggctagtgaticaatgagtaacaacgaaatggaacacggttatggatttttgtcattttgcgatgaagaga
aagaactatccgcagatttgctagaagattttaacatcgcggatgatatttgcttatctgaacttttgaactctgatttctcaaatgcgtgca
atttcgattacaatgatctattgtcaccttgttcggaccaaactcaaatgttctctgatgatgagattctcaagaattggacacaatgtaact
ttgctgatgagacaaatgtgtcc - SEC ID NO:65). Los cebadores se disefiaron para permitir la clonacion de los fragmentos
en el vector de silenciamiento pHANNIBAL (Tabla 5). El fragmento se cloné en el sitio Xhol en la direccion sentido
delante del intrén pdk, o en los sitios Xbal, después del intrén pdk, en la direcciéon antisentido. La direccién de la
clonacion se determind mediante PCR para asegurarse de que el fragmento estaba en la orientacion correcta. El
fragmento Notl procedente de MYB14pHANNIBAL que contiene el casete de ARNhp se subclondé en pHZBar
(denominado pHZBARSMYB (Figura 13) y se us6 en experimentos de transformacion.

Cebador Secuencia

MYB14F1 TCTAGACAATGCTGGTTGATGGTGTGGC (SEQ ID NO:66)
MYB14R TCTAGAGGACACATTTGTCTCATCAGC(SEQ ID NO:67)
MYB14F CTCGAGCAATGCTGGTTGATGGTGTGGC(SEQ ID NO:68)
MYB14R1 CTCGAGGGACACATTTGTCTCATCAGC(SEQ ID NO:69)

Tabla 8: Cebadores modificados para incluir un sitio de enzima de restriccion Xbal (resaltado en cursiva) o un sitio
de enzima de restriccion Xhol (resaltado en negrita) en el extremo 5’ de los cebadores, para permitir la clonacion.

Transformacion de T. arvense:

Se transformaron variedades de cultivo de T. arvense con el vector binario de silenciamiento pHZbarSMYB,
esencialmente como se describe para T. repens, con algunas modificaciones pequefias (Voisey et al., 1994). El nivel
de glufosinato de amonio se disminuyé hasta 1,25 mg/l, y las plantas se colocaron en medio CR5 durante solamente
una quincena antes de la colocacion sobre medio CRO para la regeneracion de raices.

Resultados
Analisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquimica de Trifolium arvense transgénico
Analisis molecular de T. arvense

El ADN extraido de plantas transgénicas de T. arvense se estudio para determinar la integracion del vector binario
M14pHANNIBAL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores disefiados para
amplificar una porcién del promotor 35S y el extremo 3’ del fragmento génico de ADNc. Los resultados de este
analisis indicaron integracion del vector binario, que contiene el constructo génico de ARNhp, en el genoma (Figura
26).

Analisis mediante DMACA de T. arvense

El material vegetal procedente de T. arvense de control y algunas de las plantulas transformadas se ha tefiido
usando DMACA (Figura 27) como se describe en el Ejemplo 1. Las plantas transformadas se compararon con las
hojas maduras de tipo salvaje también regeneradas a través de cultivo tisular, ya que el cultivo tisular afecta a la
regeneracion de las hojas, y el comienzo de la produccion de tanino se comparé con plantas que se hicieron crecer
de forma natural en el suelo derivadas de semillas. El callo de T. arvense de tipo salvaje no produce tanino (A), pero
las células comienzan a acumular tanino en hojas que se asemejan a tejidos (B a D — color purpura). Las plantas
transgénicas tampoco producen tanino en el callo, pero el tejido foliar tefiido de forma similar con DMACA mostré
solamente una tincion azul de color claro (E-L), indicando que los niveles de CT se redujeron drasticamente en
plantas que expresan el constructo de silenciamiento.

Analisis mediante HPLC/LCMS de T. arvense

Se extrajeron flavonoides de plantas de T. arvense transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron via
HPLC/LCMS, como se describe en el Ejemplo 2. Las plantulas de T. arvense de tipo salvaje (no transformadas)
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tuvieron niveles detectables elevados de mondmeros de CT. La mayoria de estos mondémeros fueron catequina, con
pequenias cantidades de mondmeros de galocatequina (Figura 28). También se detectaron dimeros (Figura 29). Por
el contrario, solamente se detectaron trazas de estos compuestos en las plantulas transformadas, si es que se
detectaron. Por lo tanto, el analisis mediante HPLC de plantulas de T. arvense silenciadas confirmdé que la
acumulaciéon de CT se habia reducido significativamente. Estos resultados confirman que la ausencia de CT en
extractos foliares procedentes de las plantas transgénicas de T. arvense esta asociada con la presencia del vector
disefiado para silenciar la expresién de TaMYB14.

Ejemplo 5: Uso de la secuencia de acido nucleico de MYB14 de la invencion para producir taninos
condensados en alfalfa (Medicago sativa)

Materiales y métodos
Transformacion de alfalfa mediante bombardeo con microproyectiles

Para todos los experimentos de transformacion se us6 la variedad de cultivo Regen-SY (Bingham 1991). El
protocolo de transformacion se adapté de Samac et al (1995). Se iniciaron cultivos de callo a partir de explantes de
peciolos, y se hicieron crecer en la oscuridad en medio Schenk y Hildebrandt media (Schenk y Hildebrandt, 1972)
suplementado con acido 2,4-diclorofenoxiacético y quinetina (SHDK). Los cultivos en desarrollo se hicieron pasar por
subcultivo normal sobre medio reciente a intervalos de cuatro semanas. El callo de Regen Sy de ocho a doce
semanas se transformé mediante bombardeo con microproyectiles en un aparato de sistema de suministro de
particulas Bio-Rad PDS1000/He Biolistic®. Los cultivos de callo se incubaron durante un minimo de cuatro horas en
medio SHDK suplementado con una concentracion 0,7 M de sorbitol y manitol para inducir la plasmdlisis celular.
ADN plasmidico (1 pg/ul) de p35STaMyb14A (que contiene el fragmento Nofl procedente de M14ApHZBAR) y
pCW122 (que contiene un gen nptll para conferir resistencia al antibidtico kanamicina; Walter et al, 1998) se
precipitaron sobre particulas de tungsteno (M17, Bio-Rad) como se describe por el fabricante. Se usaron parametros
estandar (vacio de 27” de Hg, ruptura de 1100 psi, y distancia a la diana de 100 mm) para la transformacion segun el
manual de instrucciones.

Los tejidos transformados se hicieron descansar toda la noche antes de transferirlos a medio SHDK. Después de
dos dias, los cultivos se transfirieron a medio SHDK que contiene seleccion de antibidticos (kanamicina 50 mg/l),
para la seleccion de células transformadas. Este material se subcultivd hasta tres veces a intervalos de tres
semanas antes de transferirlo a medio SH libre de hormonas o medio de Blaydes (Blaydes, 1966), y se coloco en la
luz para la regeneracion. Los embriones somaticos que germinan se disecaron a partir de la masa de callo y se
transfirieron a un medio de Murashige y Skoog de fuerza media (Murashige y Skoog, 1962) para el desarrollo de
raices y brotes.

Objetivo

Se llevaron a cabo experimentos de transformacion para introducir un plasmido que contiene el gen TaMyb14 bajo el
control del promotor CaMV35S en alfalfa. El objetivo fue generar plantas que expresan TaMyb14 y cribar en busca
de la acumulacioén de taninos condensados en tejidos foliares.

Resultados
Analisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquimica de alfalfa transgénica
Analisis molecular de alfalfa

El ADN extraido de la alfalfa transgénica se evalud para determinar la integraciéon del vector p35STaMyb14A. Se
usaron conjuntos de cebadores disefiados para amplificar el producto a partir del gen nptll o del gen TaMyb14. Los
resultados de este analisis indicaron integracion de ambos constructos plasmidicos en el genoma de la alfalfa
(Figura 30).

Analisis mediante DMACA de la alfalfa

Para evaluar la acumulacioén de taninos condensados, se puede llevar a cabo el analisis mediante DMACA para las
plantas de alfalfa como se describe para el trébol en el Ejemplo 1.

Analisis mediante HPLC/LCMS de alfalfa

El analisis mediante HPLC/LCMS como se describe para trébol en el Ejemplo 2 anterior se puede usar para detectar
de forma exacta la presencia de mondémeros, dimeros y trimeros de taninos en alfalfa transgénica. Para llevar a
cabo el analisis, se extraen flavonoides de plantas de alfalfa transgénicas y de control de tipo salvaje, como se
describe para trébol. La alfalfa de tipo salvaje acumula (en el tegumento) principalmente taninos derivados de
cianidina y pequefas cantidades de taninos derivados de delfinidina (Pang et al., 2007). Las hojas de las estirpes de
alfalfa transgénicas que expresan TaMYB14 se pueden evaluar para determinar la produccion de monémeros de
epicatequina, catequina y epigalocatequina, y galocatequina, asi como combinaciones de dimeros y trimeros de
estas unidades de base.
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Ejemplo 6: Uso de la secuencia de acido nucleico de MYB14 de la invencion para producir taninos
condensados en col silvestre (Brassica oleracea)

Materiales y métodos
Transformacioén de estirpes de Brassica

Semillas de Brassica oleracea var. acephala cv. Coleor (berza forrajera roja) y Gruner (berza forrajera verde) se
hicieron germinar in vitro como se describe en Christey et al. (1997, 2006). Explantes de hipocotilo y peciolos
cotiledonarios procedentes de plantones de 4-5 dias se cocultivaron brevemente con un cultivo de Agrobacterium
tumefaciens que se hizo crecer toda la noche en medio LB que contiene antibidticos antes de la diluciéon 1:10 en
medio minimo libre de antibioticos (7,6 mM de (NH4)2SO4, 1,7 mM de citrato de sodio, 78,7 mM de K:HPO,, 0,33 M
de KH2PO4, 1 mM de MgSOs4, 0,2% de sacarosa) con crecimiento minimo durante otras 4 h. Los explantes se
cultivaron en medio a base de Murashige-Skoog (MS, Murashige y Skoog, 1962) con vitaminas B5 y 2,5 mg/l de BA,
y se solidificaron con agar estandar Danisco 10 gm/L. Después de 3 dias de cocultivo, los explantes se transfirieron
al mismo medio con la adicién de 300 mg/l de Timentina (SmithKline Beecham) y 15/l de kanamicina. Los explantes
se transfirieron cada 3-4 semanas a medio de seleccioén reciente. Los brotes verdes se transfirieron a medida que
aparecieron a medio a base de Linsmaier-Skoog libre de hormonas (LS, Linsmaier y Skoog, 1965) que contiene 50
mg/l de kanamicina, y se solidificaron con agar estandar Danisco 10 gm/L. Los explantes se cultivaron en capsulas
de Petri altas (9 cm de diametro, 2 cm de altura) cerradas herméticamente con cinta quirargica Micropore (3M). Los
brotes se cultivaron en recipientes de plastico transparentes (98 mm, 250 ml, Vertex). Todas las manipulaciones de
los cultivos vegetales se realizaron a 25°C con un fotoperiodo de 16 h/dia, proporcionado por luces fluorescentes
blancas frias, 20 uE/m?s.

RESULTADOS
Analisis molecular, cribado mediante DMACA, y bioquimica de Brassica transgénica
Analisis molecular de Brassica

El ADN extraido de plantas de brassica transgénicas se evaluaron para determinar la integracion del vector binario
M14ApHZBAR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando conjuntos de cebadores disefiados para
amplificar una porcién del promotor 35S y la mayoria del gen. Los resultados de este analisis indicaron la integracion
del vector binario, que contiene el gen TaMyb14A, en el genoma de brassica (mostrado en la Figura 31).

Analisis mediante DMACA de Brassica

El analisis mediante DMACA se llevo a cabo en las plantas de Brassica como se describe para trébol en el Ejemplo
1. Las plantulas de brassica transgénicas que expresan TaMYB14A (bajo el control del promotor del virus del
mosaico de la coliflor 35S) fueron indistinguibles de las plantas de tipo salvaje. La col no transformada de tipo
salvaje de cualquier variedad de cultivo que no acumule de forma natural CT en tejidos vegetativos permanecio sin
tefiir. Sin embargo, se detectd CT en tejido foliar de plantulas de brassica transgénicas derivadas de las variedades
de cultivo que acumulan antocianinas, como se evidencia mediante la tincién positiva por DMACA. La tincién no fue
tan intensa como la observada para tabaco y tréboles. Por el contrario, las plantulas transgénicas derivadas de la
variedad de cultivo verde de tipo salvaje nunca se tifieron con DMACA.

Esto indica que el gen de MYB14 de T. arvense es capaz de activar una porcién de los genes de la ruta de CT en
brassica, pero puede requerir una ruta de antocianinas activa para la produccion de CTs. Los ejemplos de la tincion
mediante DMACA de hojas de brassica transgénicas se muestran en los dibujos mas abajo (Figura 32). El colorante
especifico de CT, DMACA, tifi6 el limbo de la hoja de la brassica transgénica (B a D) en comparacién con hojas de
tipo salvaje (A), que siempre estan desprovistas de CT.

Analisis mediante HPLC/LCMS de Brassica

Se extrajeron flavonoides de plantas de Brassica transgénicas y de control de tipo salvaje, y se procesaron via
HPLC como se describe para trébol en el Ejemplo 2. Los resultados de esos analisis confirmaron la presencia de CT
en extractos de hojas procedentes de una muestra de brassica transgénica. La transformacion de brassica se realizé
tanto con brassica de color verde normal asi como con una estirpe de brassica que acumula antocianina. El analisis
mediante HPLC detectd epicatequina en brassica de color verde pero no monémeros de tanino en las estirpes que
acumulan antocianina. La brassica transgénica que sobreexpresa TaMYB14 que acumulé CTs en la hoja derivé de
una estirpe que acumula antocianina. Solamente se detectaron mondmeros de epicatequina en la estirpe
transgénica, como se muestra en la Figura 33.

Ejemplo 6: Para demostrar la modificacion de la poblacion de taninos condensados por la variante de MYB14

Cualesquiera secuencias de MYB variantes, que se pueden identificar mediante métodos descritos aqui, se pueden
evaluar para determinar su capacidad para alterar taninos condensados en plantas usando los métodos descritos en
los Ejemplos 2 a 5.
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De forma breve, las secuencias codificantes (tales como, pero sin limitarse a, aquellas de SEC ID NO: 56-64) de las
secuencias variantes se pueden clonar en una expresion adecuada consistente (por ejemplo pHZBar, como se
describe en el Ejemplo 2) y se puede transformar en una célula vegetal o planta. Un enfoque particularmente
conveniente y relativamente simple es usar tabaco como planta de ensayo como se describe en el Ejemplo 3. El
analisis mediante DMACA se puede usar como un ensayo rapido y conveniente para alteraciones en la produccion
de taninos condensados como se describe en el Ejemplo 1.

De esta manera, se puede confirmar rapidamente la funciéon de variantes de MYB14 a la hora de regular la
produccién de taninos condensados.

También se pueden llevar a cabo analisis mas detallados de los taninos condensados usando analisis mediante
HPLC/LCMS como se describe en el Ejemplo 2.

Sumario de ejemplos

Los ejemplos demuestran claramente que el gen de MYB14 de la invencion es util para manipular la produccion de
flavonoides, especificamente taninos condensados, en un abanico de géneros de plantas, incluyendo tabaco
(Nicotiana tabacum; familia Solanaceae), y en las legumbres trébol blanco (Trifolium repens; familia Fabaceae) y
brassica (Brassica oferacea, familia Brassicaceae).

Se ha demostrado tanto el incremento como la disminucién en la produccién de taninos condensados usando los
métodos y polinucleétidos de la invencion.
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ES 2537342 T3

ggcttgaata
ctccatggtg
aaaagttgta
tccteggatg
ctaatagccg
datttaggaa
aaactttctg
atggagccaa
ataaactcac
acaacaacaa
agtaacaacg
ctatccgcag
ctaaacttcg
tcggaccaaa
tttgctgetg
tga

tgtrgcaaagq
gaatacatta
ttcattctgt
ftrctigtat
gacatgtttt
agacttagat
gaagaagaac

atcattaatt

50

gaggtgcttg
aaggaaaaty
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaggttaa
ctcaactaaa
actcaaatgt
cccccaacte
agtcatcaat
aaatggaata
atttgctaga
atttctcaaa
cacaaatgtt

agacaaatta

aaggcttgaa
agctccatgg
atcttacaat
tttttettce
tgcaaatatg
ggttgaatta
ttatcatccg

tattaacggt

gacaactcaa

gagaaacctt

gttgaattat

tatcatccga

aggacgaaca
dgatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaccaatyg
gccatcaatg
cggtgatgga
agattttaac

tgcgtgcaat

ctctgatgat

tgtgtccaac

tagaggtget
tgaaggaaaa
tatagattaa
atttttcatg
tttatgecat
tctaagacca
acttcacaaa

tatctataat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933

60
120
180
240
300
360
420
480



ttgttttttt

ctttaatttg

aaataaagaa’

acaccaacaa
agaaacagat
ccaagtgttc
tgcagaacaa
atggcgtgge
cattttgcga
atgatatttg
acaacgatct
tcaagaattc
ccagtgagga
<210>7
<211> 1252
<212> ADN

gacaattatc
tggtagatgg
ctactggaac
ttcttctect
caatcctaag
taaggcattg
agctgaggca
tagtgattca
tgacgataaa
cttatccgaa
attgtcgcct
gacacaatgt

agtactagga

<213> Trifolium occidentale

<400> 7

gaattcgeoc
tggacaactc
tggagaaacc
atcactttca
gtgaaatgca
tgcgaggttt
cagatattaa
aactactcgg
aatttgtttt
ttitgececttta
caatgaaata
acaaaacacc
caaacagaaa
agctaccaag
tttgcagaac
ggctagtgat
cgatgaagag
ttgcttatct
tctattgtem
ttggacacaa

ttcctttett

ttatggggag

aagaagacaa
ttccaaaaag
tacttttgtt
aattactagt
aaaaagatgc
gcgaggtaat
aaacaggtaa
ttittgacaat
atttgtggta
aagaactact
aacaagtctt
cagatcaatc
tgttctaagyg
aaagctgagg
tcaatgagta
aaagaactat
gaacttttga
ccttgttcgy
tgtaactttg

gaatccagtg

actacaaatt
tctctaatag
acaaatttag
actaaacttt
ccaatggagc
ttcataaact
gagacaacaa
atgagtaaca
gaactatccg
tttctaaact
tgttcggacc
aactttygctg

gaatgaaagg

aagccctigt
aatcctcact
agcaggttca
tgcttataaa
acattattat
ggaaaaagtit
atatcctcgg
aagtaccgac
tagtactact
gatggtctet
ggaacacaaa
Ctcctactaa
Ctaagccaat
tattgttcat
cagagacaac
acaacgaaat
ccgcagattt
actctgattt
accaaacteca
ctgatgagac

aggaagtact
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taattttata
ccggaagact
gaaaaaaggt
ctgctcaact
Caaactcaaa
caccccccaa
caaagtcatc
acgaaatgga
cagatttgct
tcgatttete
aaacacaaat
ctgagacaaa

gcgaattc

tgtgcaaagq
gaatacatta
ttcattctag
ttttcttgca
ggatatgttt
gtagacttag
atgaagaaga
ataatcacta
aatttaattt
aatagccgga
tttaggaaaa
actctctgct
gaagccaaac
aaactcactc
aacaaagcca
ggaacacggt
gctagaagat
ctcaaatgcg
aatgttctct
aaatgtgtcc

aggagaatga

51

atgtgcgcta
tccagggcga
taaggatctt
aaaaaatgca
tgttotccgt
ctcaccacca
aatgccatca
atacggtgat
agaagatttt
aaatgcgtyc
gttctctggt

ttatgtgtcc

aaggcttgaa
agctccatgg
tatcrtgcaa
ttttttctte
ttgcaaatat
atggttgaat
acttatcatc
acttattaac
tataatgtgt
agacttccag
aaggttaagg
caaccaaaaa
tcaaatgttg
cccaactcac
tcaatgctgg
tatggatttt

tttaacatcg

tgcaattticg
gatgatgaga
aacaaccttc

aagggcgaat

atttgcttgt
acagacaatd
aatcaagaaa
aagatcaaac
acaaaagcta
atgcatgatt
atgctggttg
ggatttgttt
aacatctcgg
aatttcgatt
gatgagattc

aacaaccaat

tagaggtgct
tgaaggaaaa
ttatagatca
aattttccat
gtgtatgcca
tatctaagac
agacttcaca
atttatctat
gctaatttge
gacgaacaga
atcttaatca
atgcaaagat
tccgtacaag
caatgcatga
ttgatggtgt
tgtcattttg

cggatgatat

attacaatga

ttctcaagaa

‘attcttttge

tc

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1238

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

1020
1080
1140
1200
1252



10

<210> 8
<211> 1164
<212> ADN

<213> Triforium occidentale

<400> 8

gaattcgcee
tggacagctc
tggagaaacc
ataatcactt
acattattat
atggttgaat
acttatcatt
Cttactaaca
tctctaatag
acgaatttag
actaaacctt
cctaagccaa
gtattgttca
aaaacaaaga
atggaacgag
ttgctagatg
ttctcaaatg
Caaatgttct
acaaargtgt

ctaggagaat
<210>9
<211> 1205
<212> ADN

ttatggggag
atgaagacaa
ttccaaaaag
tcatgtattt
ggacatgttt
tatcttagac
agacttcaca
tttgtttata
ccggaagact
gaaaaaaggt
ctgctcaacc
tgaagccaaa
taaactcacc
catcaatgtt
gtaatggatt
attitaacat
cgtgcaattit
ctgatgatga
ccaacaacct

gaaagggcga

<213> Trifolium repens

<400> 9

aagcccttgt
aatcctcact
agcaggttca
Trtttectte
ttccaggttt
cagatattaa
aactacttgg
atgtgtacta
teccagggcga
taaggatctt
aaaaaatgca
ctcgaatgtt
accaatgcat
ggttaatggt
fitgtcattt
cgcggatgac
cgattacaat
gattctcaag
tcattctttt

attc
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tgtgcaaagg
gaatacatta
ttcattctgt
cattttccat
aaaaagatgt
gagaggtaat
aaaccggtaa
attgcgatte
acagacaatg
aatcaacaaa
aagatcaaac
gtccgtacaa
aatttgcaga
gtagctagtg
cgcgatgaag
atttgecttat
gatctattgt
aattggacac

gcttectttc

aaggtttgaa
agctccatgg
atcttactat
tagaaatgca
ggaaaaagtt
atatcgtccy
agtatcgaca
ctttgatttg
aaataaaaaa
acaccaacaa
agaaacaaca
aagctaccaa
acaaagctga
attcaatgag
agaaagaact
ccgaatttct
caccttgtic
aatgtaactt

tcgaatccag

tagaggtgct
tgaaggaaaa
ttatagatca
aattaatagt
gtagacttag
atgaagaaga
taatcactaa
tggtagatgg
ttactggaac
ttcttctcct
gatcaataat
atgttciaag
ggcagagaca
taacaacgaa
atccgctgat
aaactccgat
ggatcaaact
tgctgatgag
tgaggaagta

gaattcgccc ttatggggag aagocctitgt tgtgcaaaag aaggcttgaa tagaggtgot

tggacagctc atgaagacaa aatcctcact gaatacatta agctccatgg tgaaggaaaa

tggagaaacc ttccaaaaag agcaggttca ttcattctgt atcttactat tatagatcaa

52

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

1020
1080
1140 .
1164

60
120
180



taatcacttt
ccattagaaa
tecatgeagy
gaccggatat
acaaactact
ataatgtgtyg
acttccaggg
agttaaggat
accaaaaaat
ctcgaatgtt
accaatgcat
ggttaatggt
tttgtcattt
cgcggatgat
cgattacaat
gattctcaag
taattctttt
attct
<210> 10
<211> 1202
<212> ADN

cacacttttt
tgcaaattaa
tttaaaaaga
taagagaggt
cggaaaccgg
ctaattgctc
cgaacagaca
cttaatcaac
gcaaatatca
gtccgtacaa
aatttgcaga
gtagctagtg
tgcgacgaag
atttgcttat
gatctattgt
aattggacac

gcttctttte

<213> Trifolium repens

<400> 10

gaattcgece
tggacagctc
tggagaaacc
taatcacttt
attagaaatg
catgcaggtt
ccggatatta
aaactactcg
aatgtytgctr
ttccagggeg
ttaaggatct
caaaaaatgc

cgaatgttgt

ttatggggag
atgaagacaa
ttccaaaaag
cacacttttt
caaattaata
taaaaagatg
agagaggtaa
gaaaccggta
aattgctctt
aacagacaat
taatcaacaa
aaatatcaaa

ccgtacaaaa

tttttactta
tagtacatta
‘tgtggaaaaa
aatatatcgt
taaagtatcg
ttcctttgat
atgaaataaa
aaaacaccaa
aacagaaaca
aagctaccaa
acaaagctga
attcaatgag
agaaagaact
ctgaatttct
cgcecttgttc
aatgtaactt

tcgaatccag

aagcccttgt
aatcctcact
agcaggttca
titacttata
gtacattatt
tggaaaaagt
tatatcgteyg
aagtatcgac
cetttgattt
gaaataaaga
aacaccaaca
cagaaacaac

gctaccaaat
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taaattttca
ttatggacat
gttgtagact
cggatgaaga
acataatcac
ttgtggtaga
gaactactgg
caattcttct
acagatcaat
atgttctaag
ggcagagaca
taacaacgaa
atccgcagat
aaactccgat
ggatcaaact
tgctgatgag
tgaggaagta

tgtgcaaaag
gaatacatta
ttcattctgt
aattttcatg
atggacatgt
tgtagactaa
gatgaagaag
ataatcacta
gtggtagatg
actactggaa
attcttctcc
agatcaatcc

gttctaaggt

53

tgtatttttt
gttttttcaa
aaggtggttyg
agaacttatc
tgacttacta
tggtctctaa
aacacaaatt
cctactaaac
cctaagccaa
gtattgttca
aaaacaaagc
atggaacgcg
ttgctagatg
ttctcaaaty
caaatgttct
acaaatgtgt
ctaggagaat

aaggcttgaa
agctccatgg
atcttactat
tattttttct
tttttcaaaa
ggtggttgaa
aacttatcat
acttactaac
gtctctaata
cacaaattta
tactaaacct
‘taagccaaty

attgttcata

cttccatttt
aaatgtgtat
aattatctta
attagacttc
acatttgttt
tagccggaag
taggaaaaaa
cttctgctca
tgaagccaaa
taaactcacc
cattaatgct
gtaatggatt
attttaacat
cgtgcaattt
ctgatgatga
ccaacaacct

gazagggcga

tagaggtgct
tgaaggaaaa
tatagatcaa
tccattttcc
atgtgtattc
ttatcttaga
tagacttcac
atttgtttat
gccggaagac
ggaaaaaaag
tctgetcaac
aagccaaact

aactcaccac

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1205

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



10

caatgcataa
ttaatggtgt
tgtcattttg
cggatgatat
attacaatga
ttctcaagaa
attcrtttge
tc

<210> 11
<211> 1203
<212> ADN

tttgcagaac
agctagtgat
cgacgaagag
ttgcttacct
tctattgtcy
ttggacacaa

Trtcttttetc

<213> Trifolium repens

<400> 11
gaattcgccce
tggacagcetc
tggagaaacc
tagtcacttt
cattagaaat
ccatgcaggt
accggatatt
caaactactc
taatgtgtge
cttccagggc
gttaaggatc
ccdaaaaatg
tcgaatgtty
Ccaatgcata
gttaatggtg
rtgtcatttt
gcggatgata
gattacaatg
attctcaaga
cattcttttg
tic

<210> 12
<211> 1206
<212> ADN

ttatggggay
atgaagacaa
ttccaaaaag
cacactrttt
gcaaattaat
ttaaaaagat
aagagaggta
ggaaaccogt
taattgctet
gaacagacaa
ttaatcaaca
caaatatcaa
teccgtacaaa
atttgcagaa
tagctagtga
gcgacgaaga
tttgettatc
atctattgtc
attggacaca

cttcectttct

<213> Trifolium repens

<400> 12

aaagctgagg
tcaatgagta
aaagaactat
gaatttctaa
ccttgttcgo
tgtaactttg

gaatccagtg

aagcccttgt
aatcctcact
agcaggttca
ttttacttat
agtacattat
gtggaaaaag
atatatcgtc
aaagtatcga
tcctttgatt
tgaaataaag
aaacaccaac
acagaaacaa
agctaccaaa
caaagctgag
ttcaatgagt
gaaagaacta
tgaatttcta
gecttgttcg
atgtaacttt

cgaatccagt
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Ldydydideadd
acaacgaaat
ccgcagattt
actccgattt
atcaaactca
ctgatgagac

aggaagtact

tgtogcaaaag
gaatacatta
ttcattctgt
aaattttcat
tatggacatg
ttgtagacta
ggatgaagaa
cataatcact
tgtggtrtagat
aactactgga
aatrcttctc
cagatcaatc
tgttctaaggy
gcagagacaa
aacaacgaaa
tccgcagatt
aactccgatt
gatcaaactc
gctgatgaga
gaggaagtac

54

dacaaayeca
ggaacgcggt
gctagatgat
ctcaaatgcg
aatgttctct
aaatgtgtcc

agdgagaatda

aaggcttgaa
agctcecatgg
atcttactat
gtattttttc
ftttttcaaa
aggtggttga
gaacttatca
aacttactaa
ggtctctaat
acacaaattt
ctactaaacc
ctaagccaat
tattgttcat
agacaaagcc
tggaacgcyg
tgctagatga
tctcaaatge
aaatgttctc
caaatgtgtc

taggagaatg

ttaatgctgg
aatggatttt
tttaacatcg
tgcaatttecg
gatgatgaga
aacaacctta

aagggcgaat

tagaggtgct
tgaaggaaaa
tatagatcaa
ttccattttc
aatgtgtatt
attatcttag
ttagacttca
catttgttta
agccggaaga
aggaaaaaaa
ttctgctcaa
gaagccaaac
aaactcacca
attaatgctg
taatggattt
ttttaacaic
gtgcaatitc
tgatgatgag
Caacaacctt

aaagggcgaa

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1202

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

1020
1080
1140
1200
1203



gaattcgccc
tggacagcte
tggagaaacc
taatcacttt
ttccattaga
attccatgcea
tagaccggat
tcacaaacta
ttataatgtg
agacttccag
aaagttaagg
caaccaaaaa
aactcgaatg
ccaccaatgc
ctggttaatg
tttttgtcat
atcgcggatg
ttcgattaca
gagattctca
cttaattctt

gaattc
<210> 13
<211> 1243
<212> ADN

ttatggggag
atgaggacaa
ttcCaaaaag
cacactttrt
aatgcaaatt
gygtttaaaaa
attaagagag
ctcggaaacc
tgctaattgc
ggcgaacaga
atcttaatca
atgcaaatat
ttgtccgtac
ataatttgca
gtgtagctag
tttgcgacga
atatttgctt
atgatctatt
agaattggac
ttgcttettt

<213> Trifolium arvense

<400> 13

gaattcgccce
tctacatcaa
tggggagaag
aagacaaaat
caaaaagagc
taagaccaga

ttcacaaact

ttaagcagtg
acacttcaag
ccettgttgt
cctcactgaa
agatttaaaa
tattaagcga

actcggaaac

aagcccttgt
aatcctcact
agcaggttca
tttftttact
aatagtacat
gatgtggaaa
gtaatatatc
ggtaaagtat
tettectttg
caatgaaata
acaaaacacc
Cadacagaaa
aaaagctacc
gaacaaagct
tgattcaatg
agagaaagaa
atctgaattt
gtcgcecttgt
acaatgtaac

tctcgaatece

gtatcaacgc
aggttggaat
gcaaaggaag
tacattaagc
agatgtggaa
ggtaatatat

agatggtctc
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tgtgcaaaag
gaatacatta
ttcattcrgt
tataaatttt
tattatggac
aagttgtaga
gtcggatgaa
cgacataatc
atttgtggta
aagaactact
aacaattctt
caacagatca
aaatgticta
gaggcagaga
agtaécaacg
ctatccgcag
ctaaactccg
tcggatcaaa
tttgctgatg
agtrgaggaag

agagracgcg
acaagacaga
gcttgaatag
tccatggtga
aaagttgtag
ccccggatga

taatagccgg

55

aaggcrtgaa
agctccatgg
atcttactat
catgtatttt
atgttttttc
ctaaggtggt
gaagaactta
actaacttac
gatggtctct
ggaacacaaa
ctcctactaa
atcctaagec
aggtattgtt
caaaaacaaa
aaatggaacg
atttgctaga
atttctcaaa
ctcaaatgtt
agacaaatgt

tactaggaga

ggggaagtta
ctaattaaga
aggtgcrtyy
aggaaaatgg
acttagatgg
agaagaactt

aagacttcca

tagaggtgct
tgaaggaaaa
tatagatcaa
ttctteccatt
aaaaatgtgt
tgaattatict
tcattagact
taacatttgt
aatagccgga
tttaggaaaa
accttctygct
aatgaagcca
cataaactca
gccattaatg
cggtaatgga
tgattttaac
tgcgtgcaat
ctctgatgat
gtccaacaac

atgaaagggc

tttaatttta
ataacatcaa
acaactcaag
agaaaccttc
ttgaattatc

attatccgac

gggcgaacag

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

1020
1080
1140
1200
1206

60
120
180
240G
300
360
420



acaatgaaat
aacaaaacac
tcaaacagaa
aagctaccaa
atttgcagaa
tggctagiga
gcgatgaaga
tttgctrate
atctattgte
attggacaca
cttcetrect
aataaaatta
tggtttaata
aaaaagtact
<210> 14
<211> 313
<212> PRT

aaagaactac
caacaattct
acagatcaat
gtgttctaag
caaagctgag
ttcaatgagt
gaaagaacta
tgaacttttg
accttgtteg
atgtaacttt
tgaatccagt
actactctag
aataaatata

ctgcgttgat

<213> Trifolium arvense

<400> 14

Met Gly Arg
1

Trp Thr Thr

Gly Glu

35

Cys Gly

Lys
50

Ile Lys Ar
65 9

Leu His Lys

Pra Gly Arg

Gly Lys Lys

Gly

Ser Pro
5

Gln Glu

20

Lys Trp

Ser

Cys

Gly Asn

Cys

Asp

Arg

Arg

Ile

tggaacacaa
tetectacta
cctaagccaa
gtattgttca
gcagagacaa
aacaacgaaa
tccgeagatt
aactctgatt
gaccaaactc
gctgatgaga
gaggaagtac
grtttttett
ttctatggtt

accactgctt

Cys Ala

Lys Ile

Asn Leu

40

Leu
55

Arg

ser ser

70

Leu
85

Leu

Thr
100

Asp

val Lys

Gly

Asn

ASp

Asn Arg

Glu Tle

Leu Asn

126
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atttaggaaa
aactttctgc
tgaagccaaa
taaactcact
caacaaagcc
tggaacacqgg
tgcragaaga
tetcaaatge
aaatgttctc
caaatgtgtc
taggagaatg
tttrttttta
taatattgca

aagggcgaat

Glu
10

Lys Gly

Leu Thr Glu

25

Pro Lys Arg

Trp Leu Asn

Glu
75

Asp Glu

Ser Leu

Trp
0

Lys Asn Tyr

105

GIn GIn Asn

56

aaaggttaag
tcaaccaaaa
ctcaaatgtt
ccccaactea
atcaatgctg
ttatggattt
tttraacatc
grgcaatttc
tgatgatgag
caacaacctt
ataataaaaa
atttcaatit
dddddddada

Tcc

Leu Asn

Tyr Ile

Ala Gly

45

Tyr
60

Leu
Glu Leu
Ala

Ile

Trp Asn

Arg

Ile

Gly

Thr

gatcttaatc
aatgcaaaga
gtccgtacaa
ccaatgcatg
gttgatggtg
trgtcattt
gcggatgata
gattacaatg
attctcaaga
cattctttty
ttcattitec
catgttagyy

daaadaadaad

Gly Ala

15

teu His

Lys Arg

Pro Asp

Iie Arg

80

Arg Ley

as

Asn Leu

110

Thr Asn

125

Asn

Ser Ser

. 480

540
600
660

720

780
840
900
960
1029
1080
1140
12006
1243



10

15

Pro Thr Lys
130

Gin Ile Asn
145

Lys Ala Thr
ser Pro Met

Lys Pro Ser
195

Ash Glu Met
210

Lys Glu Leu
225

Ile Cys lLeu
Phe Asp Tyr
Phe Ser Asp

Asp Glu Thr
290

Glu ser ser
305

<210> 15
<<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Motivo
<400> 15

Asp Asp Glu
1

<210> 16
<<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Motivo
<400> 16

Leu

Pro

Lys

His

180

Met

Glu

Ser

Ser

ASN

260

Asp

Asn

Glu

ser

Lys

Cys

165

Asp

Leu

His

Ala

Giu

245

Asp

Glu

val

Glu

Ala GlIn
135

Pro Met
150

ser Lys

Leu Gln

val Asp

Gly Tyr
215

Asp Leu
230

Leu Leu

Leu Leu

i1le Leu

ser Asn

295

val Leu
310

Ile Leu Lys Asnh
5

Pro

Lys

val

Asn

Gly

Gly

Leu

Asn

Ser

Lys

Asn

Gly
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Lys

Pro

Leu

Lys

185

val

Phe

Glu

Ser

Pro

265

Asn

Leu

Glu

Asn

Asn

Phe

170

Ala

Ala

Leu

ASp

Trp

His

Ala

Ser

155

Ile

Glu

Ser

Ser

Phe

235

Phe

Ser

Thr

Ser

57

Lys
140
Asn
AsSh
Ala
Asp
Phe
220
AsSn
Ser
ASp

Gln

Phe
300

Ile

vai

Ser

Glu

Ser

205

cys

AsNh

G1n

Cys

285

Ala

LyS

val

Leu

Thr

190

Met

Asp

Ala

Ala

Thr

270

Asn

sSer

Glin

Arg

Pro

175

Thr

Ser

Glu

ASp

Cys

Gln

Phe

Phe

Lys
Thr
160
Asn

Thr

Asn

AsSh

Met

Ala

Leu
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Lys Pro Arg Pro Arg Ser Thr
1 5

<210> 17

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo

<220>

<221> CARACTERISTICA DIVERSA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser Asn, Tyr o His
<220>

<221> CARACTERISTICA DIVERSA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Lys o Arg
<220>

<221> CARACTERISTICA DIVERSA
<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser lle o Thr
<400> 17

ﬁaa val val Arg ghr Xaa Ala Xaa Lys E%s Ser Lys

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 18

gacaatgaga taaagaatta cttg 24
<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 19
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aagagttgta gacttagmtg g 21
<210> 20

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 20

ytkggsaaca ggttgtc 17

<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 21

atggggagaa gcccttgttg tgc 23
<210> 22

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 22

tcattctect agtacttect cactgg 26
<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 23

ctctttttgg aaggtttctc ¢ 21
<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 24

ttctecattt tecttcacca tgg 23
<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 25

tccaagcacc tctattcaag cc 22
<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 26

ctcgagatgc aatgctggtt gatggtgtgg c 31
<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 27

cattgcctgt agattctgta gec 23
<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 28

tgaagattgt tggacacatt gg 22
<210> 29
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<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 29

aggttggaat acaagacaga c 21
<210> 30

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 30

tctectagta cttectcact gg 22
<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 31

ataatcatac taattaacat cac 23
<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 32

tgatagatca tgtcattgtg 20
<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
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<400> 33

gccttecttt gcacaacaag ggc 23
<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 34

gcacaacaag ggcttctccc ¢ 21
<210> 35

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 35

atggggagaa gcccttgttg tgc 23
<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 36

tctectagta cttectcact gg 22
<210> 37

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 37

ctcgagcaat gcetggttgat ggtgtggce 28
<210> 38

<211> 27

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 38

tctagaggac acatttgtct catcagc 27
<210> 39

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 39

tctagattga gtttggtccg aacaagg 27
<210> 40

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 40

tctagaaatc ttctagcaaa tctgcgg 27
<210> 41

<211> 16

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 41

gtaaaacgac ggccag 16
<210> 42

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 42

caggaaacag ctatgac 17
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<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 43

aagcagtggt atcaacgcag agtacgcggg 30
<210> 44

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<220>

<221> CARACTERISTICA DIVERSA
<222> (28)..(28)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 44

aagcagtggt atcaacgcag agtactvn 28
<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 45

aagcagtggt atcaacgcag agt 23
<210> 46

<211> 316

<212> PRT

<213> Trifolium arvense

<400> 46
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Met

Trp

Gly

Cys

Ile

65

Leu

Pro

Gly

Pro

Gln

145

Lys

Met

Lys

Met

As

22

Ala

Ala

Thr

Ash

ser
305

Gly

Thr

Glu

Gly
50

Lys

His

Gly

LYsS

Thr

130

Ile

Cys

His

Pro

ser

210

Glu

Asp

Cys

Gln

Phe

290

Phe

Arg
Thr
Gly
35

Lys
Arg

Lys

Arg
Lys
Lys
Asn
ser
Asp
ser
195
Asn
Glu
Asp
Asp
Met
275

Ala

Leu

ser

Gln

20

Lys

Ser

Gly

Leu

Thr

100

val

Leu

Pro

LYys

Leu

180

Met

Asn

Lys

Ile

Ile

260

Phe

Asp

Glu

Pro
Glu
Trp
Cys
Asn

Leu

85

Asp
Lys
ser
Lys
val
165
GIn
Pro
Glu
Glu
cys
245
Asp
Pro

Glu

ser

Cys

Asp

Arg

Arg

Ile

70

Gly

Asn

Asp

Ala

Pro

150

leu

Ser

ser

Met

Leu

230

Leu

Tyr

ASD

Thr

ser
310

Cys

Lys

AsD

Leu

sSer

Asn

Glu

Leu

Gln

135

Asn

Phe

Lys

Me't

Glu

Ser

ser

ASNn

Asp

Asn

295

Glu

Ala

Ile

Leu

40

Arg

Pro

Arg

Ile

ser

Ile

Ala

Leu

200

Cys

Ala

Glu

ASp

Glu

280

val

Glu

ES 2537342 T3

Lys

Leu

25

Pro

Trp

Asp

Trp

Lys

Gln

Lys

Tyr

Asnh

Glu

185

val

Gly

ASp

Phe

Leu

265

Ile

ser

vatl

Glu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

ser

90

Asn

GlIn

Asn

val

ser

170

Ala

ASp

Asn

Leu

Leu

250

Leu

Leu

Asn

Leu

Gly

Glu

Arg

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

Ash

Ala

val

155

Pro

Glu

Gly

Gly

Leu

235

Asn

Ser

Lys

Asn

Gly

65

Leu

TYr

Ala

TYP

Glu

Ile

Trp

Thyr

Glu

140

Arg

Pro

Thr

val

Phe

220

Glu

Phe

Pro

Asn

Leu

300

Glu

Asn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

125

Ile

Thr

AsSNh

Thr

Ala

205

Leu

Asp

Asp

Ccys

Trp

G1n

Arg

Lys

Leu

Arg

Ile

Gly

Thr

110

AsSn

Lys

Lys

Ser

Thr

150

Ser

ser

Phe

Phe

ser

270

Thr

ser

Gly
15

Leu
Lys
Pro

Ile

Arg
95

Asn
Ser
GIn
Ala
Pro
175
Thr
Asp
Phe
Asn
Ser
255
Asp

Gin

Ser

Ala
His
Arg
Asp
Arg

80

Leu

Leu
ser
Lys
Thr
160
Pro
Thr
ser
Cys
Ite
240
Ash
Gln
cys

Ala



ES 2537342 T3

<210> 47

<211> 310

<212> PRT

<213> Trifolium affine
<400> 47

Met Gly Arg Ser Pro Cys Cys Ala Lys Glu Gly Leu Asn Arg Gly Ala
1 5 10 15
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Trp

Gly

cys

Ile

65

Leu

Pro

Gly

Pro

Gln

145

Lys

Ser

Thr

ser

225

Ile

ASH

Gln

Cys

Glu
305

Thr

Glu

Gly

50

Lys

His

Gly

LYys

Thr

130

Ile

Ala

Pro

Lys

Met

210

ASp

Ser

Ala

Thr

Asn
290

Glu

<210> 48

<211> 296

Thr

Gly

35

Lys

Arg

Lys

Arg

Asn

Thr

Pro

Ser

195

Ser

Asp

Asp

cys

Gin
275

Phe

val

<212> PRT

Gln

20

Lys

sSer

Gly

Leu

Thr

100

val

Leu

Pro

Lys

Met

180

ser

Asn

Asp

Asp

Asn

260

Met

Ala

Leu

Glu

Trp

Cys

AsSn

Leu

85

Asp

Lys

ser

Lys

Cys

165

His

Met

Asn

Lys

Ile

245

Phe

Phe

Ala

Gly

Asp

Arg

Arg

Ile

70

Gly

AsSn

Asp

Ala

Pro

150

Ser

Asp

Pro

Glu

Glu

230

Cys

Asp

Ser

GTu

Glu
310

Lys
Asn
Leu
55

Ser
ASN
Glu
Leu
Gln
135
Met
Lys
Leu
ser
Met
215
Leu
Leu
Tyr
AsSp

Thr
295

Ile

Leu

40

Arg

ser

Arg

Ile

Asn

120

Leu

Glu

Ala

Gin

Met

200

Glu

ser

ser

AsSn

Asp
280

Asn

ES 2537342 T3

Leu

25

Pro

Trp

Asp

Trp

Lys

105

Gln

Lys

Pro

Leu

Asn

185

Leu

Tyr

Ala

Glu

Asp

265

Glu

TYyr

Thr

Lys

Leu

Glu

ser

90

Asn

Glu

ASn

Asn

Phe

17¢

Lys

val

Gly

Asp

Phe

250

Leu

Ile

val

Glu

Arg

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

Asn

Ala

ser

155

Ile

Ala

Asp

Asp

Leu

235

Leu

Leu

Leu

ser

67

Tyr
Ala
Tyr
60

Glu
Ile
Trp
Thr
40
Asn
Asn
Glu
Gly
Gly
Leu
Asn
Ser
Lys

Asn
360

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

125

Ile

val

Ser

Ala

val

205

Phe

Glu

Phe

Pro

Asn
285

Asn

Arg

Ile

Gly

Thr

110

Asn

Lys

val

Pro

Glu

190

Ala

val

Asp

ASD

Cys

270

Ser

Gin

Leu

Lys

Leu

Ile

Arg

95

Asn

Ser

Glh

Arg

Pro

175

Thr

ser

ser

Phe

ser

Thr

ser

His

Arg

Asp

Arg

80

Leu

Leu

ser

Lys

Thr

160

Asn

Thr

Asp

Phe

Asn

240

Ser

Asp

Pro

Ser



<213> Trifolium affine

<400> 48

Met
1
Trp
Gly
Cys
ITe
65
Leu
Pro
Gly
Pro
Gin
145
Lys

ser

Thr
Ser
Cys
225
Ile
ASn

Gln

Cys

Gly
Thre
Glu
Gly
50

Lys
His
Gly
Lys
Thr
130
Ile
Ala
Pro
Lys
Met
210
Asp
ser
Ala

Thr

Asn
290

<210> 49

Arg

Thr

Gly

35

Lys

Arg

Lys

Arg

Lys

115

LysS

Asn

Thr

Pro

Ser
195

Ser

Asp

AsSh

Ccys

Gln

275

Phe

Ser

Gln

20

Lys

Ser

Gly

Leu

Thr

100

val

Leu

PIro

Lys

Met

180

Ser

Asn

ASD

ASp

Asn

260

Met

Ala

Pro

Glu

Trp

Cys

Asn

Leu

85

Asp

Lys

ser

Lys

Cys

165

His

Met

Asn

Lys

Ile

245

Phe

Phe

Ala

Cys
Asp
Arg
Arg
Ile
70

Gly
AsSn
ASD
Ala
Pro
150
Ser

ASp

Pro
Glu
Glu
230
Cys
Asp

ser

Glu

Cys

Lys

Asn

Leu

55

Ser

ASN

Glu

Leu

Glin

135

Met

LyS

Leu

ser

Met

215

Leu

Leu

Tyr

ASD

Thr
295

Ala

Ile

Leu

40

Arg

Ser

Arg

Ile

AsSn

120

Leu

Glu

Ala

Gln

Met
200

Glu

Ser

ser

Asn

ES 2537342 T3

Lys
Leu
25

Pro
Trp
Asp
Trp
Lys
Gln
Lys
Pra
Leu
Asn

185

Leu
Tyr
Ala
(ﬂu
Asp

265

Glu

Glu
10

Thr
Lys
Leu
Glu
ser
90

Ash
Glu
ASN
Asn
Phe
170

Lys

val
Gly
Asp
Phe
250

Leu

Ile

Gly

Glu

Arg

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

Asn

Ala

Ser

155

Ile

Ala

ASp
Asp
Leu
235
Leu
Leu

Leu

68

Leu
TYr
Ala
TV
60,
Glu
Ile
Trp
Thr
LYyS
149
Asn
Asn
Glu
Gly
Gly
2
Leu
ASn

ser

LYS

ASn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

125

Ile

val

Ser

Ala

val
205

Phe

Glu

Phe

Pro

Asn
285

Arg

Ile

Gly

Thr

110

Asn

Lys

val

Pro

Glu

190

Ala

val

Asp

Asp

Cys

270

ser

Gly
15

Leu
Lys
Pro
Ile
Arg
95

Asnh
ser
GlIn
Arg
Pro
175

Thr

ser
ser
phe
phe
255

ser

Thr

Ala
His
Arg
Asp
Arg
80

Ley
Leu
Ser
Lys
Thr
160
Asn

Thr

Asp
Phe
Asn
240
ser

Asp

Glin



<211> 313

<212> PRT

<213> Trifolium occidentale

<400> 49

Met
1
Trp
Gly
Cys
Ile
65
Leu
Pro

Gly

Pro

Gly

Thr

Glu

Gly

50

Lys

His

Gly

Lys

Thr
130

Arg ser Pro Cys
5

Thr

Gly

35

Lys

Arg

Lys

Arg

Lys

Lys

Glin
20

Lys
Ser
Gly
Leu
Thr
100

val

Leu

Glu
Trp
Cys
Asn
Leu
85

AsD

Lys

Ser

Asp

Arg

Arg

Ile

70

Gly

Asn

Asp

Ala

Cys

Lys

AsSn

Leu

55

Ser

Asn

Glu

Leu

Ala

Leu

40

Arg

ser

Arg

Ile

ASn

120

Pro

ES 2537342 T3

Pro

Trp

Asp

Jrp

LYys

105

Gln

Lys

Giu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

ser

90

Asn

Gln

Ast

Gly
Glu
Arg
Asn
Glu
75

Leu
Tyr

Asn

Ala

69

Leu

Tyr

Ala

Ile

Trp

Thr

Lys

Asn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Ash

125

Ile

Arg

Ile

Gly

Thr

110

Lys

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Pro

Ile

Arg

95

Asn

ser

Gln

Ala

His

Arg

ASp

Arg

80

Leu

Leu

Ser

Lys



Gln

145

Arg

ser

Lys

Asn

LYs

Ile

Phe

Phe

ASp

Glu
305

Ile

Ala

Pro

Pro

Glu

210

Glu

Cys

ASp

Ser

Glu

290

ser

<210> 50

<211> 312

Asn

Thr

Met

Ser

195

Met

Leu

Leu

Tyr

Asp

Thr

Ser

<212> PRT

Pro

LYS

His

180

Met

Glu

Ser

ser

Asn

260

Asp

Asn

Glu

Lys

Cys

Asp

Leu

His

Ala

Glu

245

ASp

Glu

val

Glu

Pro

150

Ser

Leu

val

Gly

ASD

Leu

Leu

Ile

ser

val
310

<213> Trifolium occidentale

<400> 50

¥et Gly Arg

Trp Thr Ala

Gly Glu Gly
35

Cys Gly Lys
50

Ile Lys Arg

Ser Pro Ccys
5

His Glu Asp
20

Lys Trp Arg

ser Cys Arg

Gly Asn Ile

Met

Lys

Gln

Asp

TYr

215

Leu

Leu

Leu

Leu

Asn

295

Leu

Ccys

Lys

Asn

Leu

55

Sar

Lys

val

AsSn

Gly

Gly

Leu

Ash

ser

Lys

AsSn

Gly

Ala
Ile
Leu
40

Arg

Ser

ES 2537342 T3

Pro

Leu

Phe

Glu

ser

Pro

265

AsSn

Leu

Lys

Leu

25

Pro

Trp

Asp

Asn

Phe

170

Ala

Ala

Leu

Asp

250

Cys

Trp

His

Glu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

Ser

155

Ile

Glu

Ser

Ser

Phe

235

Phe

ser

Thr

Ser

Gly

Glu

Arg

Asnh

Glu

70

Asn

Asn

Ala

Asp

Phe

220

Asn

ser

ASp

GIn

Phe
300

Leu

Tyr

Ala

TYr

60

Glu

val
ser
Giu
ser
205
cys
Ile
Asn
GlIn
Cys

285

Ala

Asn
Ile
Gly
45

Leu

Leu

val

Leu

Thr

190

Met

Asp

Ala

Ala

Thr

270

Asn

ser

Arg

Lys

Leu

Arg

Ile

Arg

Pro

175

Thr

Ser

Glu

Asp

Cys

Glin

Phe

Phe

Gly

15

Leu

Lys

Pro

Ile

Thr
160
ASH

Thr

Asn

Asp

240

ASn

Met

Ala

Leu

Ala

His

Arg

Asp

Arg



65

Leu

Pro

Gly

Pro

Gln

145

Arg

Pro

Thr

Glu

Glu

225

cys

ASp

Ser

Glu

Ser
305

His

Gly

Lys

Thr

130

Gln

Thr

Met

Ser

Met

210

Leu

Leu

Tyr

Asp

Thr

290

Ser

<210> 51

<211> 311

Lys

Arg

115

Lys

Ile

Lys

His

Met

195

Glu

Ser

ser

Asn

ASD

Ash

<212> PRT

Leu

Thr

100

val

Pro

Asn

Ala

Ash

180

Leu

Arg

Ala

val

Glu

Leu

85

Asp

Lys

ser

Asn

Thr

165

_eu

val

Gly

Asp

Phe

245

Leu

Ile

ser

val

<213> Trifolium repens

<400> 51

70

Gly

Asn

Asp

Ala

PO

150

Lys

Gln

Asn

AsSn

Leu

230

Leu

Leu

Leu

AsSn

Leu
310

Asn

Glu

Leu

Gln

135

Lys

Cys

ASN

Gly

Gly

Leu

ASN

Ser

Lys

AsSn

295

Gly

Arg

Ile

Asn

120

Pro

Pro

sSer

Lys

val

200

Phe

Asp

Ser

Pro

Asn

280

Leu

Glu

ES 2537342 T3

Trp
LysS
105
Gin
Lys
Met
Lys
Ala
185
Ala
Leu
Asp
ASD
Cys
265

Trp

His

Ser

20

Asn

Gln

Asn

Lys

val

170

Glu

Ser

Ser

Phe

Phe

250

Ser

Thr

ser

75

Leu

Tyr

Asn

Ala

Pro

155

Leu

Ala

Asp

Phe

Asn

235

ser

Asp

Gln

Phe

71

Ile

Trp

Thr

Lys

Asn

Phe

Glu

Ser

220

Ile

Asn

Gln

Cys

Ala
300

Ala

Ash

Asn

125

Ile

Ser

Ile

Thr

Met

205

Asp

Ala

Ala

Thr

Asn

285

ser

Gly

Thr

110

Asn

Lys

ASn

Asn

Lys

190

ser

Glu

AsSp

cys

Gln

270

Phe

Phe

Arg

95

Asn

Ser

Gln

val

Ser

175

Thr

Asn

Glu

Asp

ASN

255

Met

Ala

Leu

80

Leu

Leu

ser

Lys

val

160

Pro

Lys

Asn

Lys

Ile

240

Phe

Phe

Asp

Gliu



Met

Trp

Gly

Cys

ile

65

Leu

Pro

Gly

Pro

Gln

145

Thr

Met

Leu

Met

Leu

225

Leu

Tyr

Asp

Thr

Ser
305

Gly

Thr

Glu

Gly

50

Lys

His

Gly

Lys

Thr

130

Glin

Lys

His

Met

Glu

210

Ser

ser

Asn

Asp

Ash
290

Glu

<210> 52

Arg
Ala
Gly
35

Lys
Arg
Lys
Arg
115
Lys
Ile
Ala
Asn
Leu
195
Arg
Ala
Glu
Asp
Glu
275

val

Glu

Ser

His

20

Lys

sSer

Gly

Leu

Thr

100

val

Pro

Asn

Thr

Leu

180

val

Gly

Asp

Phe

Leu
260

Ile

ser

val

Pro

Glu

Trp

Cys

Asn

Leu

85

ASp

Lys

Ser

Proc

Asn

AsSn

Leu

Leu

245

Leu

Leu

Asn

Leu

cys

Asp

Arg

Arg

Ile

70

Gly

ASNn

ASp

Ala

Lys

Cys

ASn

Gly

Gly

Leu

230

Asn

Ser

Lys

Asn

Gly

cys

Lys

Asn

Leu

Ser

AsSn

Glu

Leu

GIn

135

Pro

Ser

LYS

val

Phe

215

Asp

Ser

Pro

Asn

Leu
295

Glu

Ala
Ile
Leu
40

Arg
ser
Arg
Ile
Asn
120
Pro
Met
Lys
Ala
Ala
200
Leu
Asp

Asp

Cys

Trp

Asn

ES 2537342 T3

Lys
Leu
25

Pro
Trp
Asp
Trp
LYS
105
GT n
Lys
LYsS
val
Giu
185
Ser
Ser
Phe

Phe

ser

265"

Thr

ser

Glu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

ser

90

Asn

Gln

Asn

Pro

Leu

170

Ala

Asp

Phe

Asn

ser

250

Asp

Gln

rphe

Gly

Glu

Arg

ASnh

Glu

75

Leu

Tyr

Asn

Ala

Asn

155

Phe

Glu

Ser

cys

Ile

235

Asn

GIn

Cys

Ala

72

Leu

Tyr

Ala

TYr

60

Glu

Ile

Trp

Thr

ASn

14¢

Sar

Ile

Thr

Met

Asp

220

Ala

Ala

Thr

Asn

Ser
300

Asn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

AsSn

125

Ile

Asn

Asn

LyS

Ser

205

Glu

Asp

Cys

Gln

Phe
285

Phe

Arg

Lys

30

Ley

Arg

Ile

Gly

Thr

110

Asn

Lys

val

ser

Thr

190

AsSn

Glu

ASp

AsSn

Met
270

Ala

Leu

Gly

15

Leu

Lys

Pro

Ile

Arg

95

AsSh

ser

Gln

val

Pro

175

Lys

Ash

LysS

Ite

Phe

255

Phe

Asp

Glu

Ala

His

Arg

Asp

Arg

80

Leu

Leu

Ser

Lys

Pro
Glu
Glu
Cys
240

Asp

Ser

Glu

Ser



<211> 311

<212> PRT

<213> Trifolium repens

<400> 52

¥et Gly Arg ser

Trp

Gly

Cys

Ile

65

Leu

Pro

Gly

Pro

Gln

145

Thr

Met:

Thr

Glu

Gly

50

Lys

His

Gly

Lys

Thr

130

Gln

Lys

His

Ala

Gly

35

Lys

Arg

Lys

Arg

Lys

Ile

Ala

Asn

His

20

Lys

Ser

Gly

Leu

Thr

100

val

Pro

Asn

Thr

Leu
180

PTo

Glu

Trp

Cys

Asn

Leu

85

Asp

Lys

Ser

Pro

Lys

Gln

Cys

Asp

Arg

Arg

ITe

70

Gly

Asn

Asp

Ala

Lys

Cys

AsSn

Cys

Lys

Asn

Leu

55

ser

Asn

Glu

Leu

Gln

Pro

ser

Lys

Ala

Ile

Leu

40

Arg

ser

Arg

Ile

Asn

120

Pro

Met

Lys

Ala

ES 2537342 T3

Lys

Leu

Pro

Trp

Asp

Trp

Lys

165

Gln

Lys

Lys

val

Glu
185

Glu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

ser

90

Asn

Gln

AsSn

Pro

Leu

170

Ala

Gly

Glu

Arg

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

Asn

Ala

Asn

155

Phe

Glu

73

Leu

Tyr

Ala

Ile

Trp

Thr

Ash

140

ser

Ile

Thr

AsSn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

125

Ile

Asn

Asn

Lys

Arg

Ile

Gly

Thr

110

Asn

Lys

va'l

Ser

Thr
190

Gly

15

Leu

Lys

Pro

Ile

Arg

95

Asn

ser

Gln

val

Pro

175

Lys

Ala

His

Arg

Asp

Arg

80

Leu

Leu

ser

Lys

Arg

160

Pro

Pro



Leu Met Leu
195

Met Glu Arg
210

Leu Ser Ala
225

Leu Pro Glu
Tyr Asn Asp

Asp Asp Glu
275

Thr Asn val
: 290

ser Glu Glu
305

<210> 53
<211> 311
<212> PRT

val

Gly

Asp

Phe

Leu

260

Ile

ser

val

Ash Gly
Ash Gly

Leu Leu
230

Leu Asn

245

Leu Ser

Leu Lys

AsSn Asn

Leu Gly
310

<213> Trifolium repens

<400> 53

Met Gly Arg
1
Trp Thr Ala

Gly Glu Gly
35

Cys Gly Lys
50

Ile Lys Arg
635

Leu His Lys

Pro Gly Arg

Ser

His

20

Lys

Ser

Gly

Leu

Thr
100

Pro Cys

Glu Asp

Trp Arg

Cys Arg

Asn Ile

70

Leu Gly
85

Asp Ash

val

Phe

215

Asp

Ser

Pro

Asn

Leu

295

Glu

Cys

Lys

Asn

Leu

55

Ser

Asn

Glu

Ala

200

Leuw

Asp

Asp

Cys

Ala

Ile

Leu

40

Arg

Ser

Arg

Ile

ES 2537342 T3

ser

Ser

Phe

Phe

ser

265

Thr

ser

Lys

lLeu

25

Pro

Trp

Asp

Trp

Asp

Phe

Asn

Ser

250

Asp

Gln

pPhe

Glu

10

Thr

Lys

Leu

Glu

Ser

90

Asn

Ser

Cys

Ile

Asn

GIn

Cys

Ala

Gly

Glu

Arg

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

74

Met

220

Ala

Ata

Thr

AsSn

Ser

300

Leu

Tyr

Ala

TYr

60

Glu

Ile

Trp

Ser
205
Glu
Asp
Cys
GIn
Phe
285

Phe

Asn

Ile

Gly

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

Glu

Asp

Asn

Met

270

Ala

Leu

Arg

Lys

Leu

Arg

Ile

Gly

Thr
110

Ash

Lys

Ile

Phe
255
Phe

Asp

Glu

Gly
15

Leu
Lys
Pro
Ile
Arg
95

Asn

Glu

cys

240

ASp

ser

Glu

Ser

Ala

His

Arg

Asp

Arg

80

Leu

Leu



Gly LYys.

Pro Thr
130

Gln GIn
145

Thr Lys

Met His

Leu Met

Met Glu
210

Leu Ser
225

Leu Ser

Tyr Asn

ASp AsSp

Thr Asn
290

Ser Glu
305

<210> 54
<211> 311

Lys

115

Lys

Ile

Ala

AsSn

Leu

195

Arg

Ala

Glu

Asp

Glu

275

val

Glu

<212> PRT

val
Pro
Ash
Thr
Leu
180
vat
Gly
Asp
Phe
Leu
260
Ile

Ser

val

Lys

Ser

Pro

Lys

Gln

AsSn

AsSn

Leu

Leu

245

Leu

Leu

Asn

Leu

<213> Trifolium repens

<400> 54

Met Gly
1

Trp Thr

Arg

Ala

Asp

Ala

Lys

Cys

Asn

Gly

Gly

Leuy

230

Ash

Ser

Lys

Asn

Gly
310

Leu

GIn

135

Pro

Ser

Lys

val

Phe

215

Asp

Ser

Pro

Asn

Leu

295

Glu

ASn

120

Pro

Met

Lys

Ala

Ala

200

Leu

Asp

Asp

Cys

Trp

His

Ser Pro Cys Cys Ala
5

His GTu Asp Lys Ile
20

ES 2537342 T3

Gln

Lys

Lys

val

Glu

185

ser

Ser

Phe

Phe

ser

265

Thr

Ser

Lys

Leu
25

Gly Glu Gly Lys Trp Arg Asn Leu Pro

Gln Asn

Ash Ala

Pro Asn
155

Leu Phe
170

Ala Glu

Asp Ser

Phe Cys

ASn Ile

235

ser Asn
250
Asp Gln

GIn Cys

Phe Ala

Thr

Asn

140

Ser

Ile

Thr

Met

Asp

220

Ala

Ala

Thr

Asn

Ser
300

ASn

125

Ile

Asn

Asn

Lys

Ser

205

Glu

Asp

Cys

Gln

Phe

285

Phe

Asn

Lys

val

ser

Thr

190

Ash

Glu

ASp

Asn

Met

270

Ala

Leu

Glu Gly Leu Asn Arg

10

Thr G1u Tyr Ile

ser
Gln
val
fro
175
Lys
ASn
Lys
Ile
rPhe
255
Phe

ASp

Glu

Ser

Lys

Pro

Glu

Cys

240

Asp

Ser

Glu

Ser

Gly Ala
15

Lys Leu His
30

Lys Arg Ala Gly Leu Lys Arg

75



Cys
Ile
65

ey
Pro
Gly
Pro
GlIn
145
Thr
Met
Leu
Met
Leu
225
Leu
Tyr
Asp

Thr

ser

305

Gly

50

Lys

His

Gly

Lys

™r

130

Gin

Lys

His

Met

Glu

210

Ser

Ser

AsSn

Asp

Asn

290

Glu

<210> 55

<211>942

35

Lys

Arg

Lys

Arg

Lys

115

LYyS

Ile

Ala

Asn

Leu

195

Arg

Ala

Glu

ASp

Glu

275

val

Glu

<212> ADN

Ser

Gly

Leu

Thr

100

val

Pro

Asnh

Thr

Leu

130

val

Gly

Asp

Phe

Leu

260

Ile

Ser

val

Cys

Asn

Leu

85

Asp

Lys

Ser

Pro

LYyS

165

GIn

Asn

Asn

Leu

Ley

245

Leu

Ley

Asnh

Leu

<213> Trifolium arvense

<400> 55

Arg

Ile

70

Gly

Asn

ASp

Ala

Cys

Asn

Gly

Gly

Leu

230

Asn

Seyp

Lys

Asn

Gly
310

Leu

55

Ser

Asn

Glu

Leu

GlIn

Pro

ser

Lys

val

Phe

215

Asp

ser

Pro

Asn

Leu

295

Glu

40

Arg

Ser

Arg

Ile

Asn

120

Pro

Met

Lys

Ala

Ala

200

Leu

Asp

ASp

Ccys

Trp

280

His

ES 2537342 T3

Trp

Asp

Trp

Lys

135

GIn

Lys

Lys

val

Glu

185

Ser

Ser

Phe

Phe

Ser

265

Thr

Ser

Leu

Glu

Ser

90

Asn

Gln

Asn

Pro

Leu

170

Ala

Asp

pPhe

Asn

Ser

250

Asp

GIn

Phe

Asn

Glu

75

Leu

Tyr

ASD

Ala

Asn

155

Phe

Glu

Ser

cys

Ile

235

Asn

Gln

Cys

Ala

76

Tyr
60
Glu
TIle
Trp
Thr
Asn
140
sear
Ile
Thr
Met
Asp
2
Ala
Ala
Thr

AsSh

Ser
300

45

Leu

Leu

Ala

Asn

Asn

125

Ile

Asn

Asn

Lys

Ser

205

Glu

Asp

Cys

Gln

Phe

285

Phe

Arg

Ile

Gly

Thr

110

ASn

Lys

val

ser

Thr

190

Asn

Glu

Asp

ASNh

Mat

270

Ala

Leu

Pro

Ile

APrg

95

Asn

Ser

GIn

val

Pro

175

Lys

ASn

Lys

Ile

Phe

255

Phe

Asp

Glu

Asp

Arg

80

Leu

Leu

Ser

Lys

Arg

160

Pro

Pro

Glu

GTu

Cys

240

Asp

Ser

Glu

Ser



10

atggggagaa

gaagacaaaa
ccaaaaagag
ctaagaccag
cttcacaaac
gacaatgaaa
caacaaaaca
atcaaacaga
aaagctacca
gatttgcaga
gtggctagtg
tgcgatgaag
atttgcttat
gatctattgt
aattggacac
getteocttic
<210> 56
<211> 933
<212> ADN

acccttgttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagcg
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacagatcaa
agtgttctaa
acaaagctga
attcaatgag
agaaagaact
ctgaactttt
caccttgttc
aatgtaactt

ttgaatccag

<213> Trifolium arvense

<400> 56

atggggagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
ctaagaccag
cttcacaaac
gacaatgaaa
caagaaaaca
atcaaacaga
aaagctacca
catgatttgc
ctggttgatg
tttgtttcat
atctcggaty
ttcgattaca
gagattctca
aaccaatcca
<210> 57

<211> 933

gccettgrtg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagecg
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacagatcaa
agtgttctaa
agaacaaagc
gcgtggctag
tttgcgatga
atatttgctt
acgatctatt
agaattcgac

gtgaggaagt

tgcaaaggaa
atacattaag
aagatgcgga
aggtaatata
cagatggtct
ctggaacaca
ttctectact
tcctaageca
ggtattgttc
ggcagagaca
taacaacgaa
atccgeagat
gaactctgat
ggaccaaact
tgctgatgag
tgaggaagta

tgcaaaggaa
atacattaag
aagatgtgga
aggtaatata
cagatggtct
ctggaacaca
ttctectact
tectaageca
ggcattgttc
tgaggcagag
tgattcaatg
cgataaagaa
atccgaattt
gtcgecttgt
acaatgtaac

actaggagaa

ES 2537342 T3

ggcttgaata
ctccatgotg
aaaagttgta
teccteggatg
ctaatagccg
aatttaggaa
aaactctctg
atgaagccaa
ataaactcac
acaacaaagc
atggaacacg
ttgctagaag
ttctcaaaty
caaatgttct
acaaatgtgt
ctaggagaat

ggcttgaata
ctecatggtg
aaaagttgta
tcctcggaty
ctaatagccg
aatttaggaa
aaactttctg
atggagccaa
ataaactcac

acaacaacaa

agtaacaacg
ctatccgcag
Ctaaacttcg
tcggaccéaa
tttgctycte
tga

77

gaggtgcttg
aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaggttaa
ctcaaccaaa
actcaaatgt
tccccaactce
catcaatgct
gttatggatt
attttaacat
cgtgcaattt
ctgatgatga
ccaacaacct

ga

gaggtgcttg
aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaggttaa
ctcaactaaa
actcaaatgt
cccccaacte

agtcatcaat

aaatggaata
atttgctaga
atttctcaaa
cacaaatgtt

agacaaatta

gacaactcaa
gagaaacctt
gttgaattat
tatcatcaga
aggacgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaatgcat
ggttgatggt
tttgtcattt
cgcggatgat
cgattacaat
gattctcaag

tcattctttt

gacaactcaa
gagaaacctt
gttgaattat
tatcatccga
agggcgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaccaatg
gccatcaatg
cggtgatgga
agattttaac
tacgtgcaat
ctctggtgat

tgtgtccaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
942

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933



10

<212> ADN

<213> Trifolium affine

<400> 57
atggygagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
ctaagactag
Cttcacaaat
gacaatgaaa
caagaaaaca
atcaaacaga
aaagctacca
catgattigc
ctggttgatg
tttgtttcat
atctcggatg
ttcgattaca
gagattctca
aaccaatcca
<210> 58
<211> 891
<212> ADN

gcccotrgttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagcg
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacagatcaa
agtgttctaa
dgjaacaaagc
gcgtggetag
tttgcgatga
atatttgctt
acgatctatt
agaattcgac

gtgaggaagt

<213> Trifolium affine

<400> 58

atggggagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
ctaagaccag

cttcacaaac

gacaatgaaa
caagaaaaca
atcaaacaga
aaagctacca
catgatttgc
ctggttgatg
trtgtttcat
atctcggatg
ttcgattaca

gagattctca

gcccttgttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagcg

tactcggaaa

taaagaacta
ccaacaattc
aacagatcaa
agtgttctaa
agaacaaagc
gegtggetag
tttgcgatga
atatttgctt
acgatctatt

agaattcgac

tgcgaaggaa
atacattaag
aagatgtgga
aggtaatata
cagatggtct
ctggaacaca
ttctcctact
tcctaagcca
ggcattgttc
tgaggcagag
tgattcaatg
cgataaagaa
atccgaattt
grtcgoettgt
accatgtaac

actaggagaa

tgcaaaggaa
atacattaag
aagatgtgga
aggtaatata

cagatggtct

ctggaacaca
ttctoctact
tcctaagcca
ggcattgttc
tgaggcagag
tgattcaatg
cgataaagaa
atccgaattt
gtcgecttgt

acaatgtaac

ES 2537342 T3

ggcttgaata
ctcecatggtyg
aaaagttgta
tcctecggatg
¢ctaatagccg
aatttaggaa
aaactttctg
atggagccaa
ataaactcac
dcaacaacaa
agtaacaacg
ctatccgceag
ctaaacttcg
fcggaccaaa
tttgctgcty

tga

ggcttgaata
ctcecatggtg
aaaagttgta
tcctcggatg

ctaatagcceg

aatttaggaa
aaa&tttctg
atggagccaa
ataaactcac
acaacaacaa
agtaacaacg
ctatccgeag
ctagacttcg
tcggaccaaa

tttgctgctg

78

gaggtgcttg
aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttecc
aaaaggttaa
ctcaactaaa
actcaaatgt
cccccaactce
agtcatcaat
aaatggaata
atttgctaga
atttctcaaa
cacaaatgtt

agacaaatta

gaggtygcttg
aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact

gaagacttcc

aaaaggttaa
ctcaactaaa
actcaaatgt
ccecccaacte
agtcatcaat
aaatggaata
atttgctaga
atttctcaaa
cacaaatgtt

agacaaatta

gacaactcaa
gagaaacctt
gttgaattat
tatcatccga
aggacgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaccaatg
gccatcaatg
cggtgatgga
agattttaac
tgcgtgcaat
ctctgatgat

tgtgtccaac

gacaactcaa
gagaaacctt
gttgaattat
tatcatccga

agggcgaaca

ggatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaccaatg
gccatcaatg
cggtgatgga
agattttaac
tgcgtgcaat
ctctgatgat

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
891
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<210> 59
<211>942
<212> ADN

<213> Trifolium occidentale

<400> 59

atggggagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
ctaagaccag
cttcacaaac
gacaatgaaa
caacaaaaca
atcaaacaga
agagctacca
gatttgcaga
gtggctagtg
tgcgatgaag
atttgcttat
gatctattgt
aattggacac

gcttecettte
<210> 60
<211>939
<212> ADN

geecttgttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagcg
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaagtc
aacagatcaa
agtgttctaa
acaaagctga
attcaatgag
agaaagaact
ctgaactttt
cmecettgtte
aatgtaactt

ttgaatccag

<213> Trifolium occidentale

<400> 60

tgcaaaggaa
atacattaag
aagatgcgga
aggtaatata
cagatgatct
ctggaacaca
trctcctact
tcctaageca
ggtattgttc
ggcagagaca
taacaacgaa
atccgeagat
gaactctgat
ggaccaaact
tgctgatgag
tgaggaagta

ES 2537342 T3

ggcttgaata
ctccatggtg
aaaagttgta
tcctcggatg
ctaatagccg
aatttaggaa
aaactctctg
atgaagccaa
ataaactcac
acaacaaagqc
atggaacacg
ttgctagaag
ttctcaaatg
caaatgttct
acaaatgtgt

ctaggagaat

gaggtgcrtg
aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaggttaa
ctcaaccaaa
actcaaatgr
tccecaacte
catcaatgct
grtatggatt
attttaacat
cgtgcaattt
ctgatgatga
ccaacaacct

ga

gacaactcaa
gagaaacctt
gttgaattat
tatcatcaga
aggacgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaag
tgtccgtaca
accaatgcat
ggttgatggt
tttgtcattt
cgcggatgat
cgattacaat
gattctcaag

tcattctttt

atggggagaa gccctigtty tgcaaaggaa ggtttgaata gaggtgcttg gacagcetcat

79

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
942

60
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gaagacaaaa
ccaaaaagag
cttagaccag
cttcacaaac
gacaatgaaa
caacaaaaca
atcaaacaga
cgtacaaaag
ttgcagaaca
gctagtgatt
gatgaagaga
tgcttatecg
ctattgtcac
tggacacaat
tecttteteg
<210> 61
<211> 936
<212> ADN

tcctcactga
caggtttaaa
atattaagag
tacttggaaa
taaaaaatta
ccaacaattc
aacaacagat
ctaccaaatyg
aagctgaggc
caatgagtaa
aagaactatc
aatrtctaaa
crtgticgga
gtaactttgc

aatccagtga

<213> Trifolium repens

<400> 61

atggggagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
cttagaccgg
cttcacaaac
gacaatgada
caacaaaaca
atcaaacaga
acaaaagcta
cagaacaaag
agtgattcaa
gaagagaaag
ttatctgaat
ttgtcgeett
acacaatgta

tttctcgaat
<210> 62
<211> 936
<212> ADN

gecececttygttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagag
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacaacagat
ccaaatgttc
ctgaggcaga
tgagtaacaa
aactatccge
ttctaaactc
gttcggatca
actttgctga

ccagtgagga

atacattaaqg
aagatgtgga
aggtaatata
ccgatggtet
ctggaacacg
ttctcctact
caataatcct
ttctaaggta
agagacaaaa
caacgaaatg
cgctgattig
ctccgatttc
tcaaactcaa
tgatgagaca

ggaagtacta

tgcaaaagaa
atacattaag
aagatgtgga
aggtaatata
ccgatggtct
ctggaacaca
ttctectact
caatcctaag
taaggtatig
gacaaaaaca
cgaaatggaa
agatttgcta
cgatttctca
aactcaaatg
tgagacaaat

agtactagga
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ctccatggtg
aaaagttgta
tcgtccgatyg
ctaatagccg
aatttaggaé
aaaccttctig
aagccaatga
ttgttcataa
acaaagacat
gaacgaggta
ctagatgatt
tcaaatgcgt
atgttctctg
aatgtgtcca
ggagaatga

ggcttgaata
ctccatggtg
aaaagttgta
tcgtcggatg
ctaatagccg
aatttaggaa
aaaccttctg
ccaatgaagc
ttcataaact
aagccattaa
cgcggtaatg
gatgatttta
aatgcgtgca
ttctctgatg
gtgtccaaca

gaatga

80

aaggaaaatg
gacttagatg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaggttaa
ctcaaccaaa
agccaaactc
actcaccacc
caatgttggt
atggatttet
ttaacatege
gcaatttcga
atgatgagat

acaaccttca

gaggtgcttg
aaggaaaatg
gactaaggtg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaagttaa
ctcaaccaaa
caaactcgaa
caccaccaat
tgctggttaa
gatttttgtc
acatcgcgoa
atttcgatta
atgagattct

accttaattc

gagaaacctt
gttgaattat
tatcattaga
agggcgaaca
dggatcttaat
aaatgcaaad
gaatgttgtc
aatgcataat
taatggtgta
gtcatttcge
ggatgacatt
ttacaatgat
tctcaagaat

ttcttttgct

gacagctcat
gagaaacctt
gttgaattat
tatcattaga
agggcgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaat
tgttgtccgt
gcataattty
tggtgtagct
attttgcgac
tgatatttgc
caatgatcta
caagaattgg
ttttgcttet

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936
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<213> Trifolium repens

<400> 62
atggggagaa
gaagacaaaa
Cccaaaaagag
cftagaccgg
cttcacaaac
gacaatgaaa
Caacaaaaca
atcaaacaga
acaaaagcta
cagaacaaag
agtgattcaa
gaagagaaag
ttacctgaat
ttgtcgectt
acacaatgta
tttctcgaat
<210> 63
<211> 936
<212> ADN

gcecttgttg
tcctecactga
caggtttaaa
atattaagag
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacaacagat
¢caaatgttc
ctgaggcaga
tgagtaacaa
aactatccgce
ttctaaactc
gttcggatca
actttgctoa
ccagtoagga

<213> Trifolium repens

<400> 63

atggggagaa
gaagacaaaa
¢taaaaagag
cttagaccgg
cttcacaaac
gacaatgaaa
caacaaaaca
atcaaacaga
acaaaagcta
cagaacaaag
agtgattcaa
gaagagaaag
ttatctgaat
ttgtcgectt
acacaatgta

tttctcgaat

gcecettgttg
tecctcactga
caggtttaaa
atattaagag
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacaacagat
ccaaatgttc
ctgaggcaga
tgagtaacaa
aactatccgc
ttctaaactc
gttcggatca
acttigctga
ccagtgagga

tgcaaaagaa
atacattaag
aagatgtgga
aggtaatata
ccgatggtct
ctggaacaca
ttctcctact
caatcctaag
taaggtattg
gacaaaaaca
cgaaatggaa
agatttgcta
cgatttctca
aactcaaatyg
tgagacaaat

agtactagga

tgcaaaagaa
atacattaag
aagatgtaga
aggtaatata
ccgatggtcet
ctggaacaca
ttctcectact
caatcctaag
‘taaggtatty
gacaaagaca
cgaaatggaa
agatttgcta
cgatttctca
aactcaaatg
tgagacaaat

agtactagga
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ggcttgaata
ctccatggtyg
aaaagttgta
tcgtcggatyg
Cctaatagccyg
aatttaggaa
aaaccttctyg
ccaatgaagc
ttcataaact
aagccattaa
cgcggtaatg
gatgatttta
aatgcgtgca
ttctetgaty
gtgtccaaca

gaatga

ggcttgaata
ctccatggtg
aaaagttgta
tcgtcggatg
ctaatagccg
aatttaggaa
aaaccttcrg
ccaatgaagce
ttcataaact
aagccattaa
cgcggtaatg
gatgatttta
aatgcgtgca
ttctetgaty
gtgtccaaca

gaatga

81

gaggtgcttg
aaggaaaatg
gactaaggtg
aagaagaact
gaagactitcc
aaaaagttaa
ctcaaccaaa
caaactcgaa
caccaccaat
tgctggttaa
gattttrtgtc
acatcgcgga
atttcgatta
atgagattct

accttaattc

gaggtgcttyg
aaggaaaatg
gactaaggtg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaagttaa
ctcaaccaaa
caaactcgaa
caccaccaat
tgctggttaa
gatttttgtc

acatcgcgga
atttcgatta
atgagattct

accttcattc

gacagctcat
gagaaacctt
gttgaattat
tatcattéga
agggcgaaca

ggatcttaat

aaatgcaaat.

tgttgtccgt
gcataatttg
tagtgtagct
attttgcgac
tgatatttgce
caatgatcta
caagaattgg
ttttgcttct

gacagctcat
gagaaacctt
gttgaattat
tatcattaga
agggcgaaca
ggatcttaat
aaatgcaaat
tgttgtcegt
gcataatttg
tgotgtagct
attttgcgac
tgatatttgc
caatgatcta
caagaattgg

ttttgcttec

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
936

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936
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15

<210> 64
<211> 936
<212> ADN

<213> Trifolium repens

<400> 64

atggggagaa
gaagacaaaa
ccaaaaagag
cttagaccgg
cttcacaaac
gacaatgaaa
caacaaaaca
atcaaacaga
acaaaagcta
cagaacaaag
agtgattcaa
gaagagaaag
ttatctgaat
ttgtcgcctt
acacaatgta

tttctcgaat
<210> 65
<211> 299
<212> ADN

gcecctigttg
tcctcactga
caggtttaaa
atattaagag
tactcggaaa
taaagaacta
ccaacaattc
aacaacagat
ccaaatgttc
ctgaggcaga
tgagtaacaa
aactatccgc
ttctaaactc
gttcggatca
actttgctga
ccagtgagga

<213> Trifolium arvense

<400> 65
caatgctggt
atggattttt
ttaacatege
gcaatttcga
atgatgagat
<210> 66
<211> 28
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 66

tgatggtgtyg
gtcattttge
ggatgatatt
ttacaatgat

tctcaagaat

tgcaaaagaa
atacattaay
aagatgtgga
aggtaatata
ccgatggtct
ctggaacaca
ttcitcctact
caatcctaag
taaggtattg
gacaaagaca
cgaaatggaa
agatttgcta
cgatttctca
aactcaaatg
tgagacaaat

agtactagga

gctagtgatt
gatgaagaga
tgcttatctg
ctattgtcac

tggacacaat
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ggcttgaata
ctccatggty
aaaagttgta
tcgtcggatg
ctaatagccg
aatttaggaa
aaaccitctg
ccaatgaagc
ttcataaact
aagccattaa
cgcggtaatg
gatgatttta
aatgcgtgca
ttctctgatg
gtgtccaaca

gaatga

caatgagtaa
aagaactatc
aacttttgaa
cttgttcgga

gtaactttgc

82

gaggtgettg
aaggaaaatg
gactaaggtg
aagaagaact
gaagacttcc
aaaaagttaa
ctcaaccaaa
caaactcgaa
caccaccaat
tgetggttaa
gatrtttgtc
acatcgcgga
atttcgatta
atgagattct

accttcattc

caacgaaatg
¢cgeagattty
¢tctgattte
ccaaactcaa

tgatgagaca

gacagctcat
gagaaaccit
gttgaattat

tatcattaga

agggcgaaca

ggatcttaat
aaatgcaaat
tgttgtcegt
gcataatttyg
tggtgtagct
attttgcgac
tgatatttgc
caatgatcta
caagaattgg

ttttgcttcec

gaacacggtt
ctagaagatt
tcaaatgegt
atgttctctg

aatgtgtcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936

60
120
180
240
299
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tctagacaat gctggttgat ggtgtggce 28
<210> 67

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 67

tctagaggac acatttgtct catcagc 27
<210> 68

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 68

ctcgagcaat gcetggttgat ggtgtggce 28
<210> 69

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador
<400> 69

ctcgagggac acatttgtct catcage 27
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica al menos uno de:

a) un polipéptido MYB14 que comprende una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14,
en el que el % de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;

en la que el polipéptido MYB14 en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la produccion de
taninos condensados en plantas.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido MYB14 comprende la
secuencia de SEC ID NO: 14.

3. La molécula de acido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el polipéptido
MYB14, o fragmento funcional, comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 17.

4. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEC ID NO: 1, 2 6 55;
b) un complemento de la secuencia (o secuencias) en a);

c) una secuencia con al menos 70% de identidad con una secuencia en a) o b) a lo largo de toda la longitud
de la secuencia;

d) un fragmento funcional de una secuencia en a) o b);

en la que la secuencia de c) y el fragmento funcional de d) codifican un polipéptido que es capaz de incrementar la
produccién de taninos condensados en plantas.

5. Un polipéptido MYB14 aislado, que comprende al menos uno de:

a) una secuencia con al menos 70% de identidad con SEC ID NO: 14, en el que el % de identidad se calcula
a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO: 14; y

b) un fragmento funcional de SEC ID NO: 14;

en el que la secuencia en a) y el fragmento funcional en b) son capaces de incrementar la produccion de taninos
condensados en plantas.

6. Un constructo que incluye una secuencia nucleotidica como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones
1ab.

7. El constructo de la reivindicacion 6, que incluye:
- al menos un promotor; y
- la molécula de acido nucleico;

en el que el promotor esta enlazado operativamente a la molécula de acido nucleico para controlar la expresion de la
molécula de acido nucleico.

8. Una célula hospedante, célula vegetal o planta, que se ha alterado a partir del tipo salvaje al transformarla para
incluir una molécula de acido nucleico como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un
constructo de la reivindicacion 6 6 7.

9. La semilla de una planta de la reivindicacién 8, que se altera a partir de una semilla de tipo salvaje,
transformandola para incluir una molécula de &acido nucleico como se describe en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o un constructo de la reivindicacién 6 6 7.

10. Un método para producir una composicion que incluye un tanino condensado, en el que el método incluye la
etapa de obtener el tanino condensado a partir de una planta de la reivindicacion 9, o una parte de la misma.

11. Un método para producir una planta alterada o célula vegetal usando una molécula de acido nucleico como se
describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para alterar la planta o célula vegetal, en el que la célula
vegetal o planta se altera en al menos una de:

(a) produccién incrementada de al menos un tanino condensado, o monémero del mismo, y
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(b) la producciéon incrementada de tanino condensado se selecciona de catequina, epicatequina,
epigalocatequina y galocatequina.

12. Una parte, semilla, fruto, material cosechado, propagulo o progenie de una planta de la reivindicacion 9, que se
modifica genéticamente para comprender al menos una molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
5 reivindicaciones 1 a 5, o un constructo de la reivindicacién 7 u 8.
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Figura 1
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Figura 2A

gaattcgcccttaageagtggtatcaacgeagagtacgegggggaagttatttaattitatctacatcaaacacticaagagg
ttggaatacaagacagactaattaagaataacatcaatggggagaagcecctigttgtgcaaaggaaggcettgaatagaggt
gcttggacaactcaagaagacaaaatectcactgaatacattaag ctecatggtygaaggaaaatggagaaaccttccaaa

aagagcagatttaaanagatgtogaaaaagtigtagacttagatggttgaattatctaagaccagatattaagegaggtaata
tatccccggatgaagaagaacttattatccgacttcacaaactactcggaaacagatggtctctaatageccggaagactice
agggcgaacagacaatgaaataaagaactaciggaacacaaatttaggaaaaaagyttaaggatcttaatcaacaaaaca
ccaacaattctictecetactaaactttctgctcaaccaaaaaatycaaagatcaaacagaaacagatcaatectaageccaat

gaagccaaactcaaatgtigtccgtacaaaagcotaccaagtgtictaaggtattgticataaacteactceccaactcaccaa
tgcatgatttgcagaacaaagcetgaggcagagacaacaacaaagcecatecaatgcetggitgatggtgtggetagtgaticaa
tgagtaacaacgaaatggaacacyggttatggattitigtcattitgcqgatgaagagaaagaactatccgcagatttgetagaa
daftttaacatcgcggatgatalitigctitatctgaactiitgaactetgatitctcaaatgegtgcaatticgattacaatgatctait
gtcacctigticggaccaaactcaaatgtictctgatgatgagaticfecaagaatiggacacaatgtaactttgetgatgagac

aaatgtgtccaacaaccttcattcttttgcttcctttcttgaatccagtgaggaagtactaggagaatgataataaaaaﬁc attte
cczataaaattaactactctaggttttttitttttitttttaatitcaatitcatgttagggtogtttaataaataaatatattctatggtita

atattgcaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaagtacteigegtigataccactgettaagggegaatice

Figura 2B

MGRSPCCAKEGLNRGAWTTQEDKILTEYIKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCGKSCRLRWLNYL
RPDIKRGNISSDEEELHRLHKLL.GNRWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNTNLGKKVKDLNQQNTN
NSSEPTKLSAQPKNAKIKQKQINPKPMKPNSNVVRTKATKCSKVLFINSLPNSPMHDLQNKAEA
ETTTKPSMLVDGVASDSMSNNEMEHGYGFLSFCDEEKELSADLLEDFNIADDICLSELLNSDF

SNACNFDYNDLLSPCSDQTQMFSDDENL KNWTQCNFADETNVSNNLHSFASFLESSEEVLGE”
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Figura 3
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Figura 4

A[1T 2 3 4 5 67 8 9,10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20|

g

o

;'!._':' f
G Ll

[ —

A AR ilinte: “I pro— “n il N e

Rooav s

g .0

111213 14 15156 17 18 °'19-20. §

=

89




ES 2537342 T3

Figura 5
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Figura 7

101 150
——————————————————— ATGEGRAGRAGCCCTTEGTIGTTCA—~~——~h
CTAATTAAGAATAACATCAATGGGGAGAAGCCCTTGTTGTGL‘A--————A
------------ GCABARARTGGEAAGEGCTLCTTETTGTTCC- ~=mm A

----GRRGRATGGGARGGAGCLCTTGTIGCTCA- ---—-A
——————————————————— RTGEGARGEAGTCCTTGTIGTTCT—- - ~—A
CACAACAACAAGAGAGATGATGAGARAGAGRGARAGTAGTAAGGTGRAGE
——————————————————— ATGGEARCARGTCCATGTIGCTCC-——~—-2
151 200

BAGCAGGETTTGAACCGRAGGTGCCTGGACAGCACAGGARGACCAAATCCTC
AGGAAGuCTTGAATAGAGGTGCTTGGACAACTCAAGAAGACAAAATCCTC
AAGTGGGGTTGCACAAAGGTCCATGGACTCCTAAAGAAGATGCATTGCTT
RRGTTGGGCTGAACAAAGbAGCCTGGACCACTGCTGAGGACAAAATTCTC
AGGAAGoCCTTAACAGAGGAGCTTGGACTGC"CTTGAAGACAAAATTCTT
AAGAGGAGETAAACAGAGGGGCTTGGACCGATCAAGAAGACAAGRTCCTT
AGGAAGGPCTCAACAAAGGAGCTTGGACTGCTTTAGAAGATAAARTACTT

201 250
CeACKCTATGTTCATCICCAT GECCARGEARAATGGAGGARCCTTCCTCA
ACTGAATHCATTRAGCTCCATCGTGAAGGAABATPFAGARACLTTCCAAA
RCCAAGIATATCMAAGCTCATGGAGAAGGCCﬁATGGAAATCACTACCCAA
ACTGATTTCATTCATCTTCATGGTGAAGGTGGATGGAGAAAFCTTCCCAA
HAAGATTATATCRAAGTACA GGTGARGGTCGTTGGAGARATLTCCCCAR
AAAGACTATATCATGTTCCACGGCGAAuGAAAATGGACCACALTCCCAAA
GCATCATATATTCATGTTCATGGTGAAGGCAAATGGPGAAACCTCCCCAA

25L 300
AAGTGCAGGTTTGAAACGTTGTGGCAAAAGCTGTACACTTAGATGGTTGA
AAGAGCAGATTTARHAAGATGTGGAAAAAGTTGTAGACTTAGATGGTTGA
ARRAGOA GCTTCTTAGATGTGGAAAAAGTTGTAGATTGAGATGGATGA
AAGAGCA TGAAGAGATGCGGAAAGAGﬁTGCAGGCTGAGATGGTTGH
AAGAGCTGGTCTTAAGAGATGTGGGAAAAGTTGTAGGCTTCGGTGGTTGA
CCAAGCTGGTCTOAAGAGGTGTGGCAAAAGCTGCAGACTTCGGTGGAAGA
GAGAGCTGGTTTGAAGAGATGTGGCHAAAGTTGCAGACTTAGATGGCTGA

301 330
ATTATCTAAGACCAGATATCAAAAGAGGCAATATRTCCAGAGATGAAG

ATTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCCCGGATGAAGAA
ACTATCTGAGACCAGACATAAAGAGAGGGAACATAGCACCAGAAGAAGAT
ATTATTTGKGACCGGATATCAAGAGAGGCAALATTTCTGATGATGAAGAH
ATTATTTGAGACCTGRTATTAAAAGAGGTAACAFATCACCTGACGAGGAA
ACTACTTGAGACCAGGCATAAAGCGCGGAAACATCTCATCTGATGAAGAA
ATTATCTTAGACCAGATATTAAAAGAGGCAACATCTCTCATGATGAAGAA

351 400
GAGCTTATCATCCGACTTCACAAGUTCCTAGGARACAGATGGTCTCTART
GAACTTATTATCCGACTTCACAAACTACTCGGAAACAGATGGTCTCTAAT
GATCTTATAARTCAGRATGCATTCACT T TTGGEARACAGATGGTCCCTCAT
GACCTCATCATTCGTCTTCACAAGCTTCTCGGTAATAGGTGGTCTTTAAT
GAGCTmATCATCAAACTCCACAAACTCTTGGGAAACAGATGGTCTTTGAT
GAACTTATAATCCGCCTCCATAATCTCCTTGGAAACAFATGGTCGTTGAT
GAACTCATTATAAGACTCCATAATCTTCTTGGCAACAGAlGGTCTTTAAT

401 45cC
AGCTGGRAGGCTTCCAGGAAGARCAGACAATGAGATARAGARCTACTGGA
AGCCGGARGACTTCCAGGGCEARCAGACAATGARATARAGAACTACTGGR -
BAGCAGGARGGTTACCAGGGAGARCAGACAATGAAATARAGAACTACTGGA
AGCTGGAAGGCTCCCTGGCCGAACAGACAATGAAATCAAGAACTACTGGA
AGCTGGEEAGGCTTCCAGGACGAACAGACAATCARATARAGAATTACTGGA
AGCTGGGAGGCTTCCAGGGCCARCAGACARRTGARATARAGAACCACTGGA
AGCTGGAAGGCTACCCGGGCGAACAGACAATGAAATCAAGAACTACTGGA

92



LiTTZa
MYBL4TaF
MYBS2Gmax
DeMYB3
GHMYBL0
BnTT2-3
GHMYB3é6

LijTT2a
MYBl4iTaP
MYBS2Gmax
DcMYB3
GHMYB10
BnTT2-3
GHMYB36

LiTT2a
MYB14TaF
MYB92G6max
DeMYB3
GHMYB10
BnTT2-3
GHMYB36

LjTT2a
MYBl4TaF
MYB92Gmax
DcMYB3
GHMYBL10
BaTT2-3
GEMYB36

L3iTT2a
MYBl4TaF
MYBS2Gmax
DeMYB3
GEMYB10
BrnTT2-3
GHIMYB3&

LiTT2a
MYB14TaF
MYBS2Gmax
DcMYR3
GHMYRB10
BnTT2-3
GHMYRB36

LiTT2a
MYBl4TaF
MYB926max
DcMYB3
GHMY210
BnTT2-3
GHMY236

LITTZ2a
MYBl4TaP
MYBSZ2Gmax
Deyn3
GHMYB10
BnTT2-3

ES 2537342 T3

431 500
ACACCAATCTATGTAARAGACTTCAAGATGGTG—-—*TTGATGTTGGTGA
ACACAAATTTAGGAAAAAAGGTTAAGGA~-7TC———7TTAATCAACAAAN
ACACCCATCTAAGCAAAAAGCTGAAAAT —————————— TCARGGHACAGAA
ACACGACATTGAGGAAAAAGGCTCATGATAATCACACTTCATCTGCAGCT
ACACCAACTTAAGTAAAAGAGTTTCCGA ————————————— TCGTCAAAA
ACTCAAACCTCCGCAAAAGACTTCCAAAAT—~ -------- CmCAAACCAA
ACACTACTTTAGGTAAGAFAGCTAAAGC ————————— TCRAGCATCCATT
501 550
CT*HCCAAAACCCCATCTTCPCAAGAAAAGAACAATCACCATGATCAGAA
CB- - GCABRCAATTCTTCTCCT - ———— RCTABACTTTCTGCTCARCCARARN

GA——CACAGACACACAbAAAATGTTAGAGAATCCTCAAGAAGAGGCTGCA
GCTCCAAAGACCCCGACTAAAC~—*AATGCAACAACAAGAAbACGAR Y
GT—-CACCCGCCGCTCCTTCG ———————— AAAAAACCCGAGGCGGCTCGR
CCAACAGAABAGTCGAAAACATTCCAAA~CAPCAPCAACATGAATAAAGT
GATGCTAAAACGATACCAACCGAGT—CTAGGCTCAATGAACCCTQGAAA

551 600
A-——GCAAAGCCTCAATCTGTTA“TCuCTCAGTATTCTCCTCATCACAGC
BAT- GCAAAGA-TCAAACAGAAACAGA~TCAATCCTAAG CRATGA- AGC
A~—“GTGATGGTGGCAACAACAACAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAACGG
ACACABGAAGAAGCGCGAGAAATCTGAGCCAATTAAACCGGAAATCAAGG
CGAGGAACTGCTGGTAATGGCAATACC—-AATGGTAATGGTAGTGGTACT
ATGTCTTATACGTCCAAAGGCGATTAG—~GATCCCAAAGGCTLTGACATT
A———GTTCRACATAAAATCGAAGTGATTCGAAC“AAAGCTATTAGGTGT

601 650
CTAA%AACAAT--EATGTGATTCGTALAAAG&CATCGAAbTGCTCCAAGb

C———AAACTC AATGTTCTuCCTACAAAPGCTACCAAGTGTTCTAAGG
TGGCAAAAAGH-—RCAAGCAGAACARCAAAGGCAAAGAAAA—-——TCATG
C==~CARTGCA- - TCCGATGT TAGGGCCAAGGCCECTCT GG -~—~ ACGA

T——CCPCGRCA——CACGTEGTGCGGACAAGGGCGACAAGGTGCTCCAAGG
TCAGAATCAGAGTAGTATTGGTAGTACCA—GTCTTC”TACTGT——GAAGG
P——GCRGCAAGGTGATGGTCCCATTACAACCACCTGCAA T————CA”CA

651 700
TGCTGCTCCGGGATCCTCTTCTCC——CTTGCCCG CCAATGCAARCECAG
TATTGTTCATAAA——CTCA CTCC-—CCAACTCA—"CAA%CCAT-
AGCCCC—CAAACACACAAGTTTPC——FTACCAAAACCAATTAGAGTFAAf
GGCTGATCATCAACTCATAP”TﬂGTACTAGTAFCATGGAGCFATTGCTTC

TTTE——-CATAAACCCTCATCACC —————— ACACA-—CAAARCAG===B-—
AAAACGTGATTGA—-—TCATCAAGCTGGTTCTCCTTCGTTGTTGG———-G
NCATG ‘uAACATCACTGTACAAA ————— TAATAATGAAGAAATGGGTGb

701 750
AGCGACGATTT- CATCGCAAAATTATTAGAAGAAGCAGAAGGBGAGCCHT
——~-’—GATTTGCAGAACAAAGCTGAG-GCAGAGACAACAACAAAGCCAT
GCAATGTATTTACAAAGAACGGATAGTAACACCTTCACCTlTGATTCCAA
AACAAGCATTR-CAAAATAAGACTACT——-—GATCAATCTTCGGATCTGG

———CACCCAAAGCCTTCC———————TCAACTT——GTTCAAA
——A- AT---CTTAAAATCGATTTT-——-— GATAAAATTCAGTCTGAG
————TGCTATTGCAACAATTGAAGCTC———ACAATGGAATTCAAATGCTC
751 800
~~~~~~ TGCTTTC-TGCTETGGCCARTGATTT TACTA - —— -~~~ GTGECG
CAATGCTGETTGA-TGGTCTGGCTAGTGATTCAATGA - - ————— LUARCA

IFTCAGCTACTGGA-TCANCARGCCARGAGAAGGAGGARAGCCCCGTCEATA
TCCCTGCCGTTCACTCCAGLGACANGTGCTTAACGGATTTT ~-- CTTAATT
T----CATGCCGA-TCACCCGCAACCTARAACARTGAATGAGT TGTTATT
TATCTCTTCTCTGATTTARTGGGCTTTGATGCTTTGGET - - ~TGTGGAA
GAGTCATTGTACACTGATGECGGCT CARATT TGTTGAGCTT—CGAGATS

gol 830
ACGAAG—-—--ACGGG-GTTCTTTCATTTGATCCTTGTGGA~~A- ~ATGAG
ﬂCGAﬁATGGAACACG-GTTATGGATTTTTGTCATTTTGCG—-?TGAAGAG
ARAGAATCARACGTG-GTTAGTGRAGT TGETAATGTGCGAGRAGARRGTG
ATGATTTCTCAGGTTTGTTARACACTGATATTANTCACCAGGAT TACGAC
ACCGAT-~-AATGTC-————-— AGAARTCCGAGAATGAAGGG-————-— ACGAC
ACGTAR———-- TGTCTCTTGTTTCATCTGACGAGGTGCTA~H~—«G“GAQ
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{640} AATGAAC—=—~TGTI—=—==- GAAA;CACACGATQGTG§3GAAT—TTGggD
851 0
(688) AAGGAACT--CTCCACGERATTIGCTCTIGGATTTGGACATTGG ~~TGAR
(792) AAAGAACT—-ATVCGCAGATTTQC%AGAAGATTTTAALATCGCGQATGAT
{708) ATGGITTTGECTICTTCAGTGAGGACCATGACT TAGT CARCGTCTCAGAT
(711} ATGGAGAGCGCGTCGCCTTGTxcGTCGTCGGAGAAGchATAATGCAGAT
(642) C-GATCATATATCATCGEATTTTACATTTGACTTCAACATGEE--~AGAG
{741 ATTATGTTH~—TCGGCTGAT——GCTTCTTGTCTGGFTAATCTT—--"GAT
{679) GAGRATCCTATGCAGCAGCACTTTCCGTTOGGTGAGGCARTGLTTAAG-G
901 :
(733) ATTTGCTTG-~CCTGAAT-TTATCHACTCA- GATT——TT-—~T]
(840) ATTTGCTTA--TCIGARC-TTTTGRACICT- GAﬂT——TC——*—TLAAATG
(758) ATTGAATGC--CACTCTI-ATTTTCCCACA-GATCA-TE-——~—GCARCCT
(761) ACTGGAGGAGTTICTGGAA-TGCAGAGGAAC-CATGTCTG-——GTTTCTA
1688) TTTTGTTTA~—TCGGATC TTTTGARTTCC - GATTTCTGCGATGTAAACG
{782) CTTARTAGACCTTTCACT— TCTTGTCTTCAAGAAGAT"b— ~TCTCTGGG
(728) ATTGGTCTACATGTCATTATCTTGATGACH - ~ATGG~TG~——~CCACTGA
951 1000
(773) TGTGTGACTTCAGCTACAR -CAO-TCATGAGGATCTARTG
(880) CGTGCAATTTCGpTTACAATGATCTATTGTCACCTTG:TCGGACCAAACT
{799) RCRGCARTTGTATGANGRAT ~———- ATTTCCAGCTCTTGARCATGEACT-
(805) ACTLTAATC”TTPTT“TACCTCH—-ATTATCAGAGTGITTACTGGGTGAT
{734 AGCTTAATTACAGCAATGuTTTTGATTCGTCAGCCTCACCGGATCAGCCT
{828) ACPTTAATTGTTAGACCCT—==mnn ATCGTAAA——TCTFCATATATTACG
(771) TTTGGAATCATTGGCCTTTITGC--~TTGACAL-—~—TGRTGARTGGCCA
1001 1050
{811) C---TTTTTICCGAGARTACACTTGTICCAG~-~GCACAGRA-GTACCTC
(930} CARATGTTCTCTIGATGRTGA ;crCAAGAATTGGACACAATGTAACTT
{843) =--~ATGGCCAATTCGAACTGAATTCATTT G v CAGAATCTTTATT
(852} TGGTTGGCCLAATATGTGAAAACTGGGAAGTG‘“—“ CATTTTACTGT
(784) CCTATGGATTTCTCCCACEAAATGCTARA ~—==m AGAGTGGACEGC
(870) TC- TACCTCTGTACGAACAAAA ATATA"TTATAT" GTTIG |
(814) TB A o o e o e e e e
1051 1100
(853) GG~ TGATGAAACAAATTTGGTAAAEA@ ——————— FTGTTTT——— === =
(280) TGCTGATGAGACAAATG:GTCC CAACCTTCAEECT%TTGCTTCCTTmc
(883) AGf~“ATTAAAAGRATAICAACARAGAT-f——ATTGTTCACTTCA'**TG
(897) TGTTCATTTThCTTAACTTCCCGGAAATAAAGATGCATGTATCATAGITC
(825) CGCCGCC“CCACTCACTGCTG"CACCBAAGTGCGGCTTCCAATC~———EC
{919} TCTRAATT ACARGTARATATCT ~ = ——= e — e m oo e
(B17) = e e e ——
1150
(886) BATGAGGAGR-~— RGEAT -~ ARTGETTGCTAA - -~ -~
(1030) TTGRATCCAGTGAGGAAGTACT GAG——-hATﬁATAATHAAAATTCATT
(922) AAGATCACATTGCTTACAT—H—ATAAA—--CTWTGTTGATAGATCATATG
(947 Aﬂr-—-ATAATGACTA“TTCTGATGTGTTGAATTGTTGTAhAAAAAAAAA
(871) CRGT-——CCTTGCCTCCATTTATTGAA——HRATGGAATTGhA”GA ~~~~~
(839) ~——mmm o - -
(B17) ———rm e - - R e L DT
1151 1200
(913) ==-me—mmmmem e o i e -
(1097 TTCCAATARAATTAACTACTCTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATTICA
(966) TADATATATCTGTAAATGATCTCTGAGTTATGAGATCTTTTITGTCTTTA
(993)
(916)
(939
(817)
1201 1250
(913) ~w—ommemm— e
(1127) ATTICATGTTAGGGTGGETTTBATAAATAAATATATTCTATGGTTTAATAT
(1016) ATARATATCGCCATCTAACTCAARAARARABARA - ———~——m— =
(L1001) ~cmmmmm e i ————————— e
{910) —mm e e ———— -
(839) = e e
(B17) ——mmmmmm ———————
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1301 1317
GCTTAAGGGCGAATTCC
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Figura 8

1 50
—MGHRPTTSJRGEELNRGAWTDHEDKILRDYlTTHGLGKWSTLPNQAGLK
MMRKRLSSKVKKEELNRJAWTDQEDKILKDYIMFHGEGKWSTLPNQAGLK
—MGRR——ACCAKEGVKRuAWTAKEDQILAAYVKAHGEGKWBEVPQKAGLR

-MGRS--PCCSKEGLNRGPWTALEDRILKDYIKUHGEGRWRNLPBRAGLK
~MGRS——PCCAKEGLNRGAWTTQEDKILTEYIKLHGEGKWRNLPRRAGLK

—MGRA——PCCSRVGJHRGSWTAREDTLLTKYIQAKGEGHWRSLPKKAGLL
—MGRS—~PCCSKQGANRGAWTAQEDQILRDYVHLHGQGKWRNLPOSAGLK
_MGRA_”PCCSKVGMHRGPWTPREDAﬂLTKYIQTHGEGQWRSLPKRAGLL
-MGR§P-CCSKDEGLNRGAWTAMEDKVLTEYIGNHGEGKWRNLPKRAGLh
51 100
RCGKSCRLRWEKNYLRPGIKRGNISSDEEELITRLHANLLGNRWSLIAGRLE

RCGKSCRLRWKNYLRPGIKRGNISSDEEELIIRLHNLIGNRWSLI&GRLP
RCGKSCRLRWLNYLRENIKRGNISYDEEE&IVRLHKLLUNRWSLIAGRLP
RCGKSCRLRWLNYLRPDIKRGVISPDEEELIIKLHRLLGNRWSLIPGRLP
RCGKSCRLRWLNYLRPDIKRGQISSDEEELIIRLHKLLGNRWSLIAGRLP
HCGKSCRLRWMNYLRPDIKRGNPTPDBIIEIIRLKSLLGNQWSLIPGRLP
RCCKSCRLRWLNYLRPDIKRGNISRDFEELIIRLHKLLGNQWQLTPGRLP
RPCBSCRLRWMNYLRPDIKRGNITPEEDDLIVRMHSLLG“RWSLIAGPLP
RCGKSCRLRWLNYLRPDIKRGNITRDEEELIIRLHRLLGHRWSLIAGRLP

101 150
CRTDNEIKNHWNSNLRKRLPKTQTK ————————————————— OPKRIKHS
GRTDNEIKNHWMSNLRKRLPKSQTN ————————————————— QOKSRKHS
GRTDNEIKNYWNSTLGRRAGAAGAS ————————————————— RVVFAPDT
GRIDNELKNYWNTNLSKRVSDROKS P=—=====—-= AAPSKKPEARRRGTA
GRTDNEIKNfWNWNLGKKVKDLNQQNTNNSSPTKLSAQPKNAKIhQKQIN
GRTDNSIKNYWNTHLSKKIRSOGTDPNTH-— ——=— KKMTEPPEPKRRKNT
GRTDNEIKNYWNTNLCKRVQDGVDVGDSKTPSSQEKNNHHDQKAKPQSVT
GRTDNEIKNYWNTHLSKKLRNQGTDP ————————— KTHDKLTEAPEKKKG
GRTDNEIKNYWNTTIGKRIQVEGRSC ————————— SDGNRRPTQEKPKPT
151 200
TNN————- ENNV‘VIRTKAIRC BTLLFSDLSLQK-KSGTGPDPLREQEM
NNNB--——MNKV VIRPKAIRFPKALTFQNQSS——~IGSTSLLTVKENVI
GSHA-———TPAR GSREMTGGQLGAAPRADLGS———PGSAAVVWAPKAAR

GNGN~---THGNGSGS SSTHVVRTRATRCSKVFIN- PHEHTONRHPKPSS
PKEM-———KPNS VVRTKATKCIKVLFINSLPNSP ~MHDLQNKAEAETTT
RTRT--~-NNG SKRVKISKDLENSNHKVHLPKP VRVT:SLTSMSRNNS
PSVFSSSQPKNNNY IRTKASKC mVLLRDPLLPCPPMQTQSDDFIAKLLE
KKKNKQKNENNHG SEKTLYYLPKP T RVKALS SCT PRTUST LTLNSNSATA
LSPKPSTNISC QRTKKS&C'KvVLPHESQKFGYSTEQVVNAAPTLDQ

€ MYB que regulan las rutas de CTs)

201 250
DOGGES———-—- LMGDLEFDFDRIHSRFEFPDL-MDFDGLDCGN VI SLVS
DHQAGSPS——~—LLGDLEIDFDKfQSEYLFSDL MDEDCLGCGN MSL VS
CTGGLFFHRDTPHAGETETPTPMMMAGGGGGEA RSSPDCSSAASVSPLY
TCSNHGDHREPKTMNELLLFIMSESENEGTTDH- TSSDFTFDFNMGEFCL
KPSWLVDGVASDSMSNNEMEHGYGFLSFLDEEKELSADLLEDFNIADDIC
FESNTVSGGSGSSSGGNGESLPWPSFRDIRDDKVIGVDGVDFFIGDDQCO
EAEGEPLLSAVRNDFTSGDEDGVLSFDPCGNEKELSTDLLLDLDIGEICL

STSEEK------ VRS- PEAEVKEVNMWWGVGDDADNGGIEIFFGEDHDLV
AVNNPM—--—-—————~ VGIDDPLLPMSFLDDENNNSCEFLVDFKMDENFL
251 300

96



At TTZ2
BnTT2-1

Zm Pl
MYB10Gh
MYB14FTa
VvMYBEAL
LjTT2a
MYB1l85Gmax
MYBl1lMalus

(220)
(222)
(223)
(233)
(243)
{237)
(248)
{232)
(230}

ES 2537342 T3

SNEﬂhGELVP——‘—RDGNLDLNRPFTSCHHRG

DEDWLRDFTC

SDEVL&DYVSTDrCCLGNLDLNRRFTSCLQ————EDCLWDFNC

GSSQHDPCFSGDG DGDWMDDVRALRSFLES—-DEEWLRCHT
SDLLNSDFCDVNELNYSNGFDSSPSPDQPPMDF

LSELLNSDFS NACN?DYNDLLSPCSDQTQMFSDDEILKNWTQ
DLVASSDPESQSRMPPTDNSLDK’YEEYLQLLEREDTQVQLDS
DEF}INSDE’SYVCDFSYNTH'F'DLMTL".S'ENTL"V’QAQBYLGDETNL”NNCFNE
NNTASYEECYSDVHTDDHGTLEKLJEEYLQLLNVEEKPDELDD

SDFQVVDFSVLYNNEGAGKAAAAATPEDTSNKL

DEXWRLxxT (Motivo de subgrupo 5; Stracke et al., 2001)
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Figura 9

1 , 50
MGREPCCAKEGLNRGAWTTQEDKILTEY I KLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGREPCCAKEGLNRGAWTTQEDKILTEY IKLRGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGRSPCCAKEGLNRGAWTAREDKILTEY IKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGRSPCCAKEGLNRGAWTAREDKILTEY IKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGRSPCCAKEGLNRGAWTTQEDKILTEY IKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGRSPCCAKEGLNRGAWTEQEDKILTEYIKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
MGRSPCCAKEGLNRGAWTTOEDKILTEY IKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG

51 100
KSCRLRWLNYTLREDIKRGNISSDEEELTI IRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRT
KbCRLRWLNYLRPDIKRGNISPDEEELIIRLHKLLGNRWSLIAuRLPGRT
KSCRLRWLNYLRPDI&RGNISSDEEELIIRLHKLLGNRWSLIAURLPGRT
KSCRLRWLNYLRPDIKRGNISSDEEELIIRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRT
KSCRLxWLNYLRPDIKRGNISSDEEELIIRLHKLLGNRWSLIAGRLPuRT
KSCRLRWLNYLRLDIKRGNTSSDEEFLIIRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRT
KSCRLRWLNYLRPDIKRGNISSDEEELIIRLEKLLGNRWSLTAGRLPGRT

101 150

DNEIKNYWNTNLGKKVKDLNQQNTNNSSPTKLSAQPKNABIKQPQ—;NEK
DNEIKNYWNTNLuKKVKDLDQQNTNNSSPTKLSAQPBNAEIKQfQ————I
DNEIKNYWNTNLuKBVKDLNQQNTNNSSPTKPSAQERNANIthQQINPK
DNEIKNYWNTNLGKEVEDLNOONTHNSSPTKPSAQPKHANIKQEQOTINPE
DNEZ hN&WNTNLUKBVKDLVQQNTNRSSPTKLSAQPKNAKIKQIQ INFK
DNEIKNYWNTNLGBKVRDLNQENTNNSSP”KLSAQLRNAKIBQ [Q—INPK
DNEIKNYWNTNLGKKVKDLNQORTNNSSPTKLSAQPKNAKIKOKO INPK

151

PMKPNSNVVRTKATKCSKVLEFISLERS B-MHDLONKAEAET T K- == —-
NPKPNSYVVRTKATKCSKVLE IJSEPNS FEMIIDLOSKAEAETT T TTKPSM
PMKPNSNVVRTKATKCSKVLEIRSPP--—~ -MANLONKAERETKY K~~~ ~~
PMKPNSNVVRTKATKCSKVLF IJSPP—- - -MENLONKAEAETK - -~
PMKPNSNVVRTIRATKCSKVILFIIST, PNS F-MHDLONKAEAETT K-~~~
PMEPNSNVVRTXATKCSKALF ISPPNS BPMEDLONKAEAETTFKS--~ SM
PMKPNSNVVRTKATKCSKVLEI MHDLONKAEARTTTE

201 250
PSMuVDGVASDSMSNNEMEHGYGFLSFCDEEKELSADLLEDFNIADDICL
PSMLVDGVASDSMSNNEMECGNGFDSFCDEEKELSADLLEDFNIADDICL
PLMLVNGVASDSMSNNEMERGNGFLSFCDEEKELSADLLDDFNIADDICL
PLMLVNGVASDSMSNNEMERGgGFLSFCDEEKELSADLLDDFNIADDICL
PSMLVDGVASDSMSNNEMEHGYGFLSFCDEEKELSADLLEDFNIADDICL
PSMLWDGVASDSMSNNEMEIGDGFVSFCDQDKELSADLLEDFNISDDICL
PSMLVDGVASDSMSNNEMEHGNGFLSFCDEEKELSADLLEDFNIADDICL

251 300

SELLNSDFSNACNFDYNDLLSP»SDQTQMFSDDEILK“WTQCNFADQTN—
SEFLNFDESNACDIDYNDLLSPCSDQTQMFFDDEI LKNHUTQCHFADET N-
SEFLNSDFSHNACNFDCNDLLS PCSDOTOMESDDEI LKNWTOCN FADET M-

- SEFLNSDFSNACNFDYNDLLS PCSDOTQMES DDEILKNWT QCNFADE|CN -

SELLNSDFSNACNEDYNDLLSPCSDQTOMESDDEI LKNWT QCN FADE[TN-
SEFLNFDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTQMFSDDEILRNSTPCNFAAEFNY
SEFLNSDESNACNEFDYNDLLS PCSDOTQMESDDEI LKNWT QUN FADEIINY
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ES 2537342 T3

301, — 321

MYB14FTa (294} VSNNLHSFASFLESHEEVLGE-
TaMYB14-28 (297) VSNNLOSSASFLESSEREVLGE-
TrMYB14f (292) WSHNLNSFASFLESHEEVLGE-
TrMYBl4d (292) VSMNLHSFASFLESSEEVLGE-
ToMYB14 (294) VSNNLHSFASFLESSEEVLGE-

TafllcDNA (23%8) VSMN-QS—--—-—- SEEVLGE—
Consenso  (301) VSN EVIGE
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TRMA
TRME
TRM3
TRM1
TRM5
TRM14
MYB14TaF
TaM3
TaM{q

TRMA
TRME
TRM3
TRMI
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
Tall3
TaM4

TRMA4
TRMG
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBlATAF
TaM3
TaM4

TRM4
TRMG
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
TaM3
Tabi4

TRM4
TRM6
TRM3
TRM1
TRM5
TRI14
MYBl4Tar
Tal3
TaM4

TRM4
TRM&
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
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Figura 10

(L) mm e o

(51) TTTAATTTTATCTACATCARACACTTCAAGAGGTTGGAATACAAGACAGA

(1y ——==—=— GARATTCGCCCTTAGGTTSGAATACAAGACAGR
(1) ——rmmm e GAATTCGCCCTTAGGTTSGAATACAAGACAGA

101 150
(1) ———————- GRATTCGCCCTTATGGGGAGAAGCCCTTGT TETCCARARGRA
(1) —=rm=mmm~- GAATTCGCCCTTATGGGGAGAAGCCCTTGT TETGCAAAAGAA
{1} m=rmwm—-- GRATTCGCCCTTATGGGGAGARGCCCTTGT TETGCARARGAA
(1} === GAATTCGCCCTITATGGGGAGAARGCCCTTIGT TGTGCAAAAGAA
(3 —emrmmmee GRATTCGCCCTTATGEGGAGRAGCCCTTGT TETGCARRAGAR
{1y -——=——-- GAATTCGCCCTTATGGGGAGARGCCCTTG T TGTGCAARAGRAA

{101) CTBRATTAAGAATARCRTCA-ATGGGGAGRAGCCCTIGCT TGTGCARRGGRR

{33) CTAATTAAGAATAACATCA-ATGGGGAGAAGCCCTTGTTGTGCARAGGAR
(33) CTAATTARGRATAARCATCA-ATGGGGAGARGCCCTTGT TGTGCARAGGRA

151 200
(43) GGCTTGARTAGAGGTECTTGGACAGCTCATGARGACAAARTCCTCACTGA
(43) GECTIGAATAGAGGTGCTTGEACAGCTCATGRAGACARARTCCTCACTGA
(43) GGCTTGARTAGAGGTGCTTGEACAGCTCATEAAGACARAATCETCACTGA
(13} GGCTTGARTAGAGGTECTTGGACAGCTCATGARGACARAATCCTCACTGA
(43) GGCTTGAATAGAGGTECTTGGACAGCTCATGAGGACARAATCCTCACTGA
(43) GCCTTGARTAGAGGTECTTGOACAGCTCATGAAGACARAATCCTCACTGA

(150) GGCTTGAATAGAGGTGCTTGGACAACTCAAGAAGACAAARTCCTCACTGA

(82) GGCTTGAATAGAGGTGCTTGGACAACTCAAGAAGRCAARARTCCTCACTGA
[82) GGCTTGARATAGRGGTGCTTGEACARCTCAAGARGACAMRATCCTCACTGA

201 250
{93) ATACATTARGCTCCATGGTGARGGARAATGGAGARRCCTTCCARBARAGAG
{93) ATACATTAAGCTCCATGCTGAAGGAARRIGGAGAMACCITCCARAAAGAG
[93) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAARATGGAGARACCTTCCAMAAAGAG
{93) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAAAATGGAGAAACCTTCCAAARAGAG
193) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAMAAATSCGAGABRACCTTCCARAALAGAL
{93) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGARAATGGAGAARCCTTCCARARAGAG

{200} ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAARMATGGAGARACCTTCCAALANGAG
(132) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAARATGGAGAAACCTTCCARAAMGAG
{132) ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAARATGGRAGAARCCTTCCAAAAAGAG

251 300

{143) CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCAATAGTCACTTTC
{143) CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCARTAATCAGTTTC
{143) CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCAATAATCACTTTC
{143) CAGETTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCAATAATCACTTTC
{143) CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCAATARTCACTTTC
{143) CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACTATTATAGATCAATAATCACTTTC
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MYBL4TaF
Tak3
Tals

TRM4
TRMBE
TRM3
TRML
TRMS
TRM14
MYBl4Tar
TaM3
TaM4a

TRM4
TRM6
TRM3
TRM1
TRM5
TRM14
MYBi4ATalr
TalM3
TaM4

TRM4
TRME
TRM3
TRM1
TRM5
TRMI1 4
MYBl4TaFl
TaM3
TaM4

TRM4
TRM&
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
TaM2
TamM4

TRM4
TRMO
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBi4TaF
TaM3
TamMmd

TRM4
TRMG
TRM3
TRML

(250)
(182)
{182)

{192
(192)
(192)
(192)
(192)
{192}
{253)
(229)
(228)

(239)
(239)
(238)
{240)
(242}
(241
(253)
(275)
{274)

(289)
(289)
(288)
(250)
1292
(291
{253)
{325
(324)

{339)
(339)
{338}
{340)
(342)
(341}
(283)
{375)
(374)

{389}
(369)
(388)
(390}
(392)
(391)
(333]
(425)
(424)

(439)
(439)
(438)
(440)
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CRAG— = = == = = e
CAGGTTCATTCATTCTAGTATCTTGCAAT TATAGATCART - - -CACTTTC
CAGGTTCATTCATTCT-GTATCTTACRATTATAGATTAAC -~ ~CACTTTC

301 330
ACACTTTTTTTTTA———CLTATAAATT“TCATGTATTTTTTCTTuCATTT
ACACTTTITTTITA---CTTATARATTTTCATGTAT TTITTCTTCCATTT
ACACTTTTTTTTA-———CTTATAAATTTTCATGTATTTTTTCTTCCATTT
ACACTTTTTTTTTT--ACTTATAAATTTTCATGTATTTTTTCTTCCATTIT
ACACTTTTTTTTTTTTACTTHTAAATTTTCATGTATTTTTTCTTCCATTﬁ

ACACTTTITTTTTTT-ACT TATAAATTTTCATGTATTTI TTTCTTCCATTT
RTACTTTTIGTTTG- - -~CTTATARATTTTUTTGCAT T T TTCTTCAATT T
ATACTTTYGTTTG- - -CTTATARATTTICTTGTATT T TTTCTICCATT T
351 400

TCCATTAGAAATGCABRATTARTAGTACATTATTATGGACATGTITTTTCA
TCCATTARGRAATGCARATTAATAGTACATTATYATGGACATGTTTTTTCA
TCCATTAGARATGCAARTTARTAGTACATTATTATGGACBTGTTT TTTCA
TCCATTAGAAATGCAAATTAATAGTACATTATTATGGACATGTTTTTTCA
TPCATTAGAAATGCAAATTAATAGTACATTATTATGGACATGTTTTTTC

TCCATGTGAAATGCAAATTACTAGTACATTATTATGEKT@TGTTTTTGQE
TICATGACARATCCARAT TACTAGTACATTATTATGGACATGTTTTGGCA

101 450
AAARTGTGTATTCCATGCAGETT TAAARRAGATGT GGARAAAGTTGTAGAC
ARARTGTGTATTCCATGCAGCTTTAARRRCATGCTGCAANRAGT TGTACAC
AAARTGTCTAT TCCATGCAGCTTTARRRAGATGTGGARRRAGTTGTAGAC
AAARTGT GTATTCCATCCAGGT TTAAANGATGTGGARANAGT TG TACAC
AARRTGTGTATTCCATGCAGCTTTARMAAGATCTGGARRAAGTTGTRGAC |
BAAATGICTATTCCATGCAGGT TTAARARCATGTGGARAAAGTTGTAGAC
e L e ATTTAAARAGATGTGCANAARCTTGTACAC
ANTATGTGIATGCCATGCAGGTTTARARAGAT GCGGARRAAGT TGTAGAC
AATATGTTTATGCCATGCAGATTTARAAAGATGEGGARPABGTTGTAGAC

451 500
TAAGGTGGTTGAATTATCTTAGACCGGATATTAAGAGAGGTAATATATCC
TAAGGTGGTTGAATTATCTTAGACCGGATATTAAGAGAGGTAATATATCG
TAAGGTGGTTGAATTATCTTAGACCGGATATTARGAGAGGTAATATATCG
TAAGGTGGTTGAATTATCTTAGACCGGATATTAAGAGAGGTAATATATCG
TAAGGTGGTTGAATTATCTTAGACGGGATATTAAGAGAGGTAATATATCG
AAGGTGCTTJAATTATCTTAGACCGGATATTAAGAGAGGTAATATATCG
TTAGATGGTTGRATTATCTARGACCAGATATTARGCGRGGTALETATATCC
TTAGATGGTTGAATTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCC
TTAGATGGTTGRAATTATCTARGACCAGATATTARGCGAGGTAATATATCC

501 550
TCGGATGAAGRAGARCTTATCATTAGACTTCACRARAACTACTCGGARACCG
TCOGATGARGAAGARCTTATCATTAGACTTCACARACTACTCGGRARACCE
TCGGATGAAGAAGARCTTATCATTAGACTTCACAAACTACTCGGARACCG
TCGGATGAAGAARGAACTTATCATTAGACTTCACAAACTACTCGGAARACCG
TCGGATGAMGEAGARRCTTATCATTAGACTTCATARACTACTCGGARACCG
TCGGATGAAGAAGARCTTATCATTAGACTTCACAAACTACTCGGAARACCE
CCGGATGAAGAAGAACTTATTATCCGACTTCACARACTACTCGGAARACAG
TCGGATGARAGBAGRACTTATCATCAGACTTCACARACTACTCGGAARCAG
CCGGATGAAGAAGARCTTATTATCCGACTTCACAAACTACTCGGARACAG

551

GTARA-GTATCGACATAATCACTAACTTACTARCATT
GTAAAR—GTATCGACATAATCACTAACTTACTARCATT
GTAAA-GTATCGACATAATCACTRACTTACTAACATT
GTARA-GTATCGACATRATCACTGACTTACTARCATT
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TRMS
TRMZA4
MYBl4aTaF
TaM3
TaM4

TRM4
TERME
TRM3
TEML
TRMS
TRM14
MYBl4Tar
TaM3
TaM4

TRM4
TRMG
TRMZ
TREM1
TRMS
TRM14
MYB1l4TaF
TaM3
TaMa

TRM4
TRME
TRM3
TRM1
TRME
TRM1 4
MYBl4TaF
TaM3
TaM4

TRMZ
TRME

TRM 3"

TRM]1
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
TaM3
TaM4

TRM4
TRMS
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYB14Ta¥F
TaM3
TamMd

TRM4
TRME

(442)
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GTAAA-GTATCGACATARTCACTAACTTACTARCAT T~~~ —————-—— TG
{441} GTAMR-GTATCGACATAATCACTAACTTACTAACATT--——=—-—==~ TG
(383)

(475) GTARRRGTACCGACATARTCACTAZCTTATTAACATTTATCTATAATIIG
(474) GTRARR-GTCCTARCATAATCACTAACTTATIAACGTTTGTCTATAATTTG

601 ., . 850
{477) T e TTATARTGTGTGUTAAT
{(477) D= e e TTATAARTGTGTGCTAAT
(478) Tmm o o o TTATAATGTGTGCTAAT
(478) T m e s e o TTATAATGTGTGCTAAT,
(480) Tewmr—mmm e e s TTATAATGTGTGCTAAT
[479) Moo {CTATAATGTGTGCTART
{BB3) mmmrm e e e e
(525) TTTTTTTTGAZAATTAGTACTACTARTTTAATTTITATAATGTGTGCTAAT
{523) TTTTTTTTGACCATTAGTACTACTAATTTAATTITACAATGTGTGCTAAT

651 - 700
{495) T-GCTCTTCCTTTGATTTGTGGTAGATGGTCTCTARTAGCCGGRAGACTT
(495) T-GOTCTTCCTTTGATTTGTGGTAGATGGTCTCTARATAGCCGGARGACTT
{494) T-GCTCTTCCTTTGATTIGTGGTAGRTGETCTCTARTAGCCGGARGACTT
(496) T-GCTCTTCCTTTGATTTCTGGTAGATGETCTCTAATAGCCGGARGACTT
{498) T-GCTCTTCCITIGATTIGTGGTAGATGGT CTCTARTAGCCGGRAGACTT
{497) T-GCTCTTCCTTTGATTIGTGGTAGATGGTCTCTARTAGCCGGARGACTT
(383) ——-ATGGTCTCTARTAGCCGGABGACTT
(575) TTIGCTTIGCCITTARTTTGTEGTRGATGGTCTCTARTAGCCGGRAGACTT
(573) TIGCT-TGTCTTTAATTTCTGETAGATGETCTCTAATAGCCGGARGATTT

701 750
(544) CCAGGBCGARCAGACAATGARAATAAAGARCTACTEGAACACARATTTAGG
(544) CCAGGGCGAACAGRCAATGARATARAGAACTACTGGRACACAARTTTAGS
(543) CCAGGGCGARACAGACAATGAANTAAAGARCTACTGGAACACARATTTAGS
(545) CCAGGGCGAACAGACAATGARATARAGAACTACTGELACACARATTTAGGE
(547) CCAGGGCGAACAGACRATGAAATARLGAACTACTGGAACACAARTTTAGG
{546) CCAGGGCGARCAGACAATGRAATARAGARACTACTGGAACACARATTTAGG
(408} CCAGGGCGAACAGACAATGARATAARGARCTACTGGAACACARATTTAGS
(625) CCAGGACGAACAGACAATGAARATARAGAACTACTGGAACACAAATTITAGG
(622) CCAGGGCGARCAGARCAATGRARTARAGRACTACTGLEAACACARATTTAGE

751 800
{594) ARAAARAGTTARGGATCTTAATCAACARAACACCAACARTTCTTCTCCTA
{594) RARARANGTTAAGGATCTTAATCAACARAACACCARCAATTCTTCTCCTA
{593) ARARARAGTTAAGGATCTTAATCARCARAACACCAACARTTCTTCTCCTA
{(S95) ARRAAPAGTTAAGGATCTTRATCAACAAAACACCAACAATTCTTCTCCTA
{597) ARARAARGTTAAGGATCTTRATCAACAAARCACCAACRATTCTTCTCCTA
(506) ARPAARAGTTAAGGATCTTEATCAACARRACACCAACARTTCITCTCCTA
(458) AAARARGGITARGGATCTTAATCAACAARACACCARCAATTCTTCTCCTA
(675) AAAAAAGGTTARGGATCTTRATCAACAARACACCARCAAGICTTCTCCTA
{672} ARARAAGGTTAAGGATCTTGATCAACARARACACCARCAATTCTTCTCCTA

801 850
(644} CTAAACCTTCTGCTCRAACCARAAAATGCARARTATCAARCAGRARCARCAG
(644) CTAAACCTTCTGCTCAACCABRAAATGCARATATCARACAGARACAACAG
(643) CTARACCTTCTGCTCAACCAARAAATGCARATATCABRCAGAARCAACAG
(645) CTARRCCTICTGCTCARCCAARAARTGCARATATCAARACAGAARCAACAG
{647) CTARACCTTCTGCTCAACCARRAAATGCARATATCAARCAGARACARACAG
(646) CTAAACCTTCTGCTCAACCAARRRATGCARATATCARRCAGARACAACAS
{508) CTAAACTTTCTGCTCAACCAAAAAATGCARAGATCARACAGARACA-—-0
{725} CTARRCTCTCTGCTCAACCAARARATGCARAGATCARACAGRAACA---G
(722) CTARARCTCTCTGCTCAACCAARRARTGCAGAGATCABRACAGARACA——-G

851 800
(694) ATCARTCCTARGCCRATGAAGCCARRCTCCAATGTTGTCCGTACARRAGC
(694) ATCAATCCTAAGCCABTGARGCCARRCTCGAATGTTGTCOGTACRRARGC
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TRM3
TRM1
TRM5

TRM14
MYBl4TaF
TaM3
Takd

TRM4
TRM&
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
TaM3
TaM4

TRM{4
TRMG
TRM3
TRM1
TRMS
TEM14
MYB14Tar
TamM3
TaM4

TRM4
TRM6
TRM3
TRML
TRMS
TRM14
MYB14TaF
TaM3
TaM4

TRMA4
TRMSE
TRM3
TRM1
TRM5
TRM14
MYB14TaF
TaM3
TaMd

TRM4
TRMb6
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYB14TaF
TaM3
TzM4

(693)
(697)
(698)
(555)
(772)
(769)

(744)
(744)
(743)
1745)
{747)
(7486)
{605}
{822)
{810)

(784)
(784)
(783)
(785)
{787)
(786)
(654)
(871)
(860)

{828)
{828)
(827
{829}
(831)
{830)
(698)
{915}
(910)

(867)
(B67}
(866)
(868)
{870)
(B69)
{737}
{954)
{9260}

(917}
{917}
(916)
(918)
(920)
(919)
(787)

(1004)

{1610}
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(693) ATCAATCCTRAGCCAATGAAGCCAAACTCGAATGTTGTCCGTACAAANGC

ATCAATCCTAAGCCARTGAAGCCARACTCGAATGTTGTCCGTACARARGT
ATCAATCCTAARGCCAATGAAGCCARACTCGAATGTTGTCCGTACARRAGC
ATCAATCCTAAGCCARTGAAGCCARACTCGARTGTTGTCCGTACARBRAGC
ATCAATCCTAAGCCAATGAAGCCARACTCAAATGTTGTCCGTACARAAGC
ATCAATCCTARGCCAATGAAGCCANACTCARATGTTGTCCGTACARARGT

ATCAATCCTAAGCCAR-———————— ACTCATATGTTGTCCGTACARANGC
201 250
TACCARATGTTCTARGGTATTGTTCATARACTCAC-————~——~— CACCR-
TACCARRTGTTCTAAGGTATTGTTCATAAACTCAC——————~~— CACCA-
TACCARARTGTTCTAAGGTATTGT TCATARACTCAC-——————~—— CACCA-
TACCARATGTTCTAAGGTATTGTTCATRAACTCAC——==————— CRCCR-
TACCARATGTTCTAAGSETATTGT TCATAAACTCAC——=~———== CACCA-
TACCAATTGTTCTAAGGTATTGT TCATAAACTCAC - ~—~===—— CACCA-

TACCARGTGTTCTAAGGTATTGTTCATAAACTCACTCCCCAACTCACCA-
TACCAAGTGTTCTAAGGTATTGTITCATAAARCTCACTCCCCAACTCACCA-
TACCARAGTGITCTAAGGTATTGT TCATAAACTCACCCCCCARCTCACCAC

951 1000
—~ATGCATARATTTGCAGAACARAGCTGAGGCAGAGACAARGACARA~—— -
—~ATGCATAATTTGCAGAACAAAGCTGQGGCAGAGACAAAAACAAA——~~
——ATGCATAATTTGCAGAACAAAGCTGAGGLKGAGACAAAAACAAA—-——
—-ATGCATRATTTGCAGAACRARGCTGAGGCAGAGRACARANACARR
——ATGCATAATTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACAAAAACAAA
—~ATGCATAATTTGCAGARCAMAGCTGAGGCAGAGACARBAACARA-~—~
—-ATGCATGATTTGCAGAA”AAAwCTGAGGCAuAGACAACAACAAA——-—
-—ATGCATGATTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACAACAACAAA—"—*
CAATGCATGA”TTGCAGAGCAAAFCTGAGGCAGAGACAACAACAACAACA

1001 ‘ 1050
——————————— GCCATTAATGCTGGTTEATGGTGTAGCTAGTGATTCAAT
——————————— GCCATTARTGCTGGTTRATGETGTAGCTAGTGATTCAAT
----------- GCCATTAATGCTGGTTAATGGTGTAGCTAGTGATTCAAT
——————————— GCCATTARTGCTGET TART GG TG TEGCTAGTGAT TCAAT
----------- GCCATTAATGCTGGTTAATGGTGTAGCTAGTGATTCAAT
___________ GCCATTARTGCTCGTTAAT GG TGTAGCTAGTGAT TCAAT
—m———————— GCCATCAATGCTGGTTGATGGTGTGGCTAGTGAT TCAAT
——————————— GCCATCARATGCTGGT TGATGGTGTGGCTAGTGAT TCAAT
BAGCCATCAATGCCATCARTGCTGGTTGATGGTGTGGCTAGTGATTCAAT

1051 1100
GAGTAACAACGARATGGAACGCGGTAATGGATTTTTGTCATTTTGCGATG
GAGTRACRACGAARTGGARCGCGGTARTGGATTTTTGTCAT TTTGCGACS
GAGTAACAACGAAATGGAACGCGGTAATGGATTTTTGTCATTTTGCGACG
GAGTAACARCGAAATGGAACGCGGTAATGGAT TTTTGTCATTTTGCGACS
GAGTAACAACGAAATGGARCGCGGTAATGGAT TTTTCTCATTTTGCGATE
GAGTAACAACGARATGGAACGCGGTAATGGATTTTTGTCAT TTTGCGACS
GAGTAACAACGRARTGGAACACGGTTATGGATT TTTGTCATTTTGCGATG
GAGTAACAACGRAATGGABRCACGGTTATGGATTTTTGTCATT I TGCGATG
GAGTAACAACGAAATGGAATGCGGTAATGGATT TTTGTCATTTIGCGATG

1101 1150
AAGAGAARGAACTATCCGCAGATTTGCTAGATGATTTIAACATCSCGGAT
AAGAGARRGAACTATCCGCAGATTTGCTAGATGATTTTAMCATCGCGGEAT
AAGAGAARAGAACTATCCGCAGATTTGCTAGATCATTTTAACATCGCGGAT
ARGAGAARAGARCTATCCGCAGAT T TGCTAGATGATTTTAACATCGCGGAT
AAGAGAAARGARACTATCCGCAGAT TTGCTAGATGATTTTAACATCGCGGAT
AAGAGAAAGAACTATCCGCAGATTTGCTAGATGATT TTAACATCGCGGAT
AAGAGAARGARCTATCCGCAGATTTGCTAGAAGATTTTARCATCGCGGAT
AAGAGAAAGARCTATCCGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCGCGGAT
ARGAGAAAGAACTATCCGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCECGGAT
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TRM4
TRM6E
TRM3
TRM1
TRMS5
TRM14
MYB14Tar
TaM3
TaM4

TRM4
TRM&
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBl4TaF
Tal43
Tab4

TRMA
TRMG
TRM3
TRM1
TRMS
TRM14
MYBlATaF
TaM3
TalM4

TRM4{
TRME&
TRM3
TRM1
TRMS
TRM1 4
MYBl1l4TaF
TaM3
TaM4

TRIM4
TRMB
TRM3
TRML
TRMS
TRM14
¥YBR14Tar
TaM3
TabAa

TRM4
TRMS
TRM3
TRM1
TRM3
TRM14
MYBl4TaF
TaM3
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1151 1200

(967)
{967)
(966)
(9568)
(870)
(569)
(837)
{1054)
{1080)

{1017)
(1017)
(101r¢)
(1018)
{10203
{1019)

(887}
(1104)
(1110}

(10867)
{1087,
(1Dbb)
(2068}
(1070}
(1069)

1937)
({1154}
(1160)

(2117}
(1117}
(1116}
(1118}
{1120)
{1119)

(987}
{1204)
{1210}

{1167)
(1167)
(1166}
(1168)
(1170)
(1169)
{1037)
(1254)
{1260)

(1204)
11204)
{1203)
(1206)
(1207)
(1206)
(1087)
{1291)

GAEAITTGCTTAIC"GAAT”TCTAAACTLCaATTTCTCAAATFLCTGCAA
GATATTTGCTTATCTGAATTTCTAAACTCCGATTTCTCAARTGCGTGCAR
GATATTTGCTTACCTGAATT TCTANACTCCGAT TTCTCARRTGCGTGCAR
GATATTTGCTTALC”GRATTTCTAAACTCC”ATTTLTCAAATGCGTPCAA
GATATTTGuTTATC”GRATTTCTAARCTCC”ATTTCTCAAATGCGTGCAA
GATATTTGCTTATCTGAATTTCTARACTCCGATTTCT CARATGCGTGCAA
GPTATTTGC“TATCTGARCTTT“GAACTCTGATTTCTCAAATGCGTGCAA
GATATTTGCTTATCTGAACTTTTGARCTCTGATTITCTCARATGCGTGCAA
GATATTTGCTTRTCTGARTTTCTAAACTTCGATTTCTCAAATGCGTGCGA

1201 1250
TITCGATTACARTGATCTATTGTCGCCTTGTTCEGATCARACTCARATGT
TTTCGRTTGCAATGATCTATTGTCGCCTTGTTCGGATCARACTCAARATGT
TTTCGATTACARTGATCTAT TGTCGCCTTGT TCGGATCARECTCARRTGT
TTTCGATTACAATGATCTAT TGTCGCCTTGTTCGGATCARACTCAARTGT
TTTCGRTTACARTGATCTAT TGTCCCCTTETTCGGATCARACTCAAATGT
TTICGATTACARTGATCTATTGTCGCCTTGTTCGGATCARACTCAARTGT
TTTCGATTACAATGATCTATTGTCACCT TGTTCGGACCARACTCARATGT
TTTCGATTACAATGATCTATTGTCACCTTGT TCGGACCARACTCARATGT
TATCGATTACAATGATCTATTGTCGCCTTGTTCEGACCARACTCARATGT

1251 ) 1300
TCTCTGATGATGAGATICTCARGAATTGGACACAATGTARCTTTGCTGAT
TCTCTGATGATGAGATTC TCAAGAATTGGACRACAATGTARCTTTGCTGAT
TCTCIGATGATCAGATTCTCAACARTTGEACACAATGTARCTT TGCTEAT
TCTCTGATGATGAGATT CTCAAGARTTGGACACARTGTAACT I'IGCTGAT
TCTCTGATGATGAGATTCTCARGRATTGGACACARTGTARCTT TGCTGAT
TCTCTGATGATGAGATTCTCAAGAATTGGACACARTGTAACTTTGCTGAT
TCTCTGATGATGAGATTC TCARGAATTGGACACAATGTARCTTTGCTGAT
TCTCTGATGATGACATTCTCARGAATTGGACACAAT GTAACTTTGCTGAT
TCCCTGATGATGACATTCTAARGAATTGGACACARTGTAACTI TGCTGAT

1301 1350
GAGECARATGTGTCCARCAACCTTCATTCTTT TGCTTCCTTTCTCGAATC
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTAATTCTTT1GCT”CTTTTCTCGAATC
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTAATTCTTTTGCT”CTTTTCTCGAATC
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTAATTCTTTTGCTWCTTTTCTCGAATF
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTAATTCTTTTGCT“LTTTTCTCuAATC
GAGACAAAYGTGTCFRACAACCTTAATTCTTTTGCTTCTT”TCTCGAATC
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTTGAATC
GAGACAAATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTTGAATC
GAGACARATGTGTCCAACAACCTTCAGTCTTCTGCTTCCTTTCT TGAATC

1351 o 1400
CAGTGAGGARGTACT AGGAGAATGARAGGGCGAATTC - ————————————
CAGTGACGAAGTACTAGGAGAAT GARAGGECGARATTC————~————=—=—
CAGTGAGGARGTACTAGGAGAATGAPAGEECGAAT TC-———————————=
CAGTGAGGARGTACTAGGAGBATGAPRAGGECGARTTCT——————————=—
CAGTGAGGAAGTACTAGGAGRATGABAGGSCEGARTTC-————~——== ==~
CAGTGAGGAAGTACTAGGAGAATGARNAGGECGAAT (= ———m——m e e e
CAGTGAGGAAGTACTAGGRAGANTGATAATALAAATTCATTTTCCARTARR
CAGTGAGGAAGTACTAGGRAGABT GAAAGGELGARTT C—————— = ——wm ==
CAGTGAGGARGTACTAGGAGRATGARAGGECGARTTC———~~—=—=—— ==
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AGGGTGGTTTAATARATAAATATATTCTATGGTTTAATATTGCARAAARA
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Figura 11

1 50
GAATTCGCCCTTABRGCAGTGGTATCARCGCAGAGTACGCEGGCECAAGTTA

51 100
TTTAATTTTATCTACATCAAACRCTTEAAGAGGTTGGRHTACHAGPCAGA
S CAATTCGCCCTTPGGTTGGARTACAAGACAGA

————————————————— GAATTQGCCCTTAGGTTGGAATACAAGACAGA

101 150
CTAATTAAGAATAACATCA—ATGGGGAGAAGCCCTlGTTGTGCAAAGGAA
CTAATTAAGAATAACA“CA ATGGGGAGARGCCCTTETTGTGCRAAGGRA
CTAATTAACAATAACATCA ATGGGGAGRAGCCCTITGTTGTGCARAGGRAA
———————— GRATTCGCCCTITATGGGGAGRAGCCCTTETTGTGCARAGGAA
———————— GAATTCGCCCTTATGGGGAGARGCCCTTGTTSTGCARAGGAA

151 200
GGCTTGRARATAGAGGTGCT TGGACAACT CAAGAAGACARAATCOTCACTGA
GGCTTGAATAGAGGTGCTTGGACAAC TCARGAAGACARAATCCTCACTGA
GGCTTGARTAGAGET GCTTGGACAAC TCAAGARGACAARAT CCTCACTGA
GGTTTGRATAGAGGTGCTTGGACAGCTCATGARGACARAATCOTCACTGA
GETTTGAATAGAGGTGCTTGGACAGCTCATGRAGACRARRTCCTCACTGA

201 250
ATRCATTAAGCTCCATGGT GAAGGAAAATGGAGARACCTTCCARARRGAG
ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGARANTGCAGAAACCTTCCAAAARCRG
ATACATTARGCTCCATGGTGRAGGARAATGGAGAAACCTTCCAAMAAGAR
ATRCATTRRAGCTCCATGGTGRAGGARAATGGAGAMACCTTCCARAANGAG
ATACATTAACCICCATGGTGRAGGARARTGCGAGARACCTTCCARANGAG

251 300

CAGGTTCATTCAT TETAGTATC FTGCRARTT- ﬂTAGATCAAT_—~CACTTT
CPCGTTCATTCATTCf—GTATCTTACAATf"ATAGATTAAC-*—CACTT@

CATACTTTIGTTTG- CTTATAAATTTTCTTGCATTTTTTCTTCAATTTTC
CATACTTTTGQTTG CTTATAAATTTTCTTGTATTTTTTCTTCCATTTTT

CAT---——- GTATTT = o m—— - e TTTTTCCTTCCATTTTE
CAT=——=—— GTATTT-—~——=—wm— e —— TTTTTCCTICCATTTTC
351 a00d

CATGIGRRATGCAAAT TACTAGTACATTATTATGGATATG T TTTTCCARA
CATGAGARATGCABRATTACTAGTACATTATTATGEACATGTTTTGSCARS
CATTAGARATGCAAATTAATAGTACATTATTATGEACATGTTT T ——~—=
CATTAGARATGCAAAT TAATAGTACATTATTATGEACATGTTT T ——~———

401 450
__________________ ATTTAAAAAGATGTGGRAABRAAGTTGTAGACTT
TATGTGTATGCCATGCAGETTTAAARAGATECGEGAARAAGTIGTAGACTT
TATGTTTATGCCAQGCAGATTTAAAAAGATGTGGAAAAAGTTGTAGACTT
_____________ TCCAGGTTTARARAGRTCTGGRANRAGTTGTAGACTT
TCCAGGTTTAARRAGATGTGGARARAGT IGTAGACTT
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451 500
AGATGGTTGAATTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCQC
AGATGGTTGARTTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGCTAATATATCCTC
AGATGGTTGAATTATCT%AGACCAGATATTAAGCGAGGTRATATATCQCC
AGATGGTTGAATTATCTTAGACCAGATATTRAAGAGAGETRATATATCGTC
AGATGGTTGARTTATCTTAGACCAGATAT TARGACAGCTAATATATCGTC

501 550
GGATGAACAAGAACTTATTATCCGACTTCACAAACTACTCGGAAACAG——

GGATCAACAAqAACTTATCATCAGACTTCACAAACTACTCGGAAACAGGT
GGATGAAGAAJAACTTATTATCCGACTTCACAAACTACTCGGAAACAGGT
CGATGAAGAAGAACTTATCATLAGACTTCACAAACTACTTGGAAACCGGT
CGATGARGAAGAACTTATCAT TAGACTTCACAARCTACTTGGAAACCGET

AAAAGTPCCGRCATAATCACTAALTTA”TAACATTTATCTQTAATTTGTT
ABF-GTCCTAACATRATCACTAACTTATTRACGTTTGTC TATAATTTGTT
AR~ GTATCPACATAATCACTAACTTACTRACATT ———————————— TGT-
BAR- GTATCGACATAATCAC1AACTTACTAACATT ——————————— TGT-

TTTTTTGACAATTAGTACTACTAATTTAATTTTATAATGTGTGCTAATTT

TTTTTTCACCATTAGTACTACTARTTTARTTITACRRTGTGTGCTAATTT
——————————————————————————————— TIATARTGTGTACTAATT-
———————————— e mmmmmmm e e TTATARTCTGTACTAAT T~
651 700

e ATGGTCTCTARTAGCCCGARGACTTCC
GATPTGCCTTTAAT T TGTEETAGATGETCTCTRATAGCCGGARBACTTCE
GCT-TGTCTTTRAAT TTGTGGTAGATGGTC TCTAATAGCCGGARGACTTC
GCGATTCCTITCATTTGYGGTAGATGETCTCTARTAGCCCEAASACTTCE
GCGATICCTTTGAT TTGTGGTAGATGGTC TCTARTAGCCGGRAGACTTCC

701 750
AGGGCGAACAGRCAATGARATAAAGARCTACTGGRACACRHAATTTAGGAR
AGGACGARCAGACAATGARATARAGAACTACTGGARCACAAATTTAGGAR
AGGGCFAACAGACAATGAAATAAAGAACTACTGGAACACAAATTTAGGAA
AGGGCGAAEAGACAATGAAATAAAAAATTACTGGAACACGAATTTAGGAA
AGGGCGAACAGACAATGAAATAANAARTTACTGGAACACGAATTTAGGAA

751 800
AABRGGTTAAGGATCTTAATCAACAABACACCARCRATTCTTCTCCTACT
ARAAGGTTAAGGATCTTAATCAACARRACACCAACRAGTCTTCTCCTRACT
ARAAGGTTARGGATCTTGATCAACAARACACCAACARTTCTTCTCCTACT
ARRAGGTTAAGGATCTTTATCAACAARACACCAACAATICTTCTCCTACT
ABAAGGTTARGGATCTTARTCAACAAMACACCAACAATTCTTCTCCTACT

801 850
AAACTTTCTIGCTCARCCARARAATGCRALGATCARACAGRARCA~~—-GAT
AAACTCTCTGCTCAACCARAAARTGCARAGATCARACAGAAACA—~~GAT
AARCTCTCTGCTCAACCAAARAATGCAGAGATCARACAGAARCA-—-GAT
AAACCTTCTGCTCAACCAAAAAMTGCARAGATCARRCAGAARCAACACAT
AAACCTTCTGCTCAACCAAAARATGCARAGATCAARCAGARACAACRGAT

851 %00
CAAT-~-CCTARGCCAAT GARGCCARRCTCARNTET TGTCCGTACARARG
CAAT---CCTARGCCAATGAAGCCARACT CARATGTTGTCCGTACARRAG
CAAT—- ~COTAAGCCAR ~ —m = = —— ACTCATATGTTGTCCGTACARARG
CAATRATCCTAAGCCABTSARGCCABACTCGAATG TTGTCCGTACARANG
CAATAATCCTARGCCAATGAAGCCARRCT CGARTGTTETCCGTACARARG
901 950

{604} CTACCRAETGTTCTRAAGGTATTGTTCATABACTCACTCCCCAACTCACCA

107



TaM3
TaM4
Tol
Tob

MYBl4TaF
TaM3
TaM4

Tol
Tob

MYB14TaF
TaM3
TaM4
Tol
Tob

MYB14TaF
TaM3
TaM4

Tal
To6

MYB14TaF
TaM3
TaM4q

Tol
Tob

MYBl14TaF
TaM3
TaM4

Tol
To6

M¥YB1l4Tayr
TaM3
TaM4

Tol
To6

MYB14TaF
TaM3
TaM4

Tol
Tog

KYBl4Taw®
TaM3
TaM4

Tol
Tob

(821)
(809)
(704}
(704)

(654)
(871)
(859}
(745}
(745)

(698)
{215)
(909)
(789)
(783)

(736)
(953)
{959)
(827}
(827)

{786}
{1003)
{1609)

{(877)

[B77)

(836)
(1053)
(1059)

(927)

(927)

(886)
{1103)
(1109)

{977}

{977}

{936)
(1153)
(1159)
(1027)
{1027)

(986)
(1203)
{1209)
(1077}
{1077

ES 2537342 T3

CTACCRAGTGTTCTARGGTATTGT TCATARRCTCACTCCCCARACTCACCA
CTACCAAGTGTTCTAAGGTATTGTTCATAAACTCACCCCCCAACTCACCA

CTACCRAATGTTCTAAGGTATIGTTCATARAACTCAC————==——— CACCA
CTACCAAATGTTCTAAGGTATTGTTCATARACTCAC————————— CACCA
951 1000

~—~ATGCATGATPTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACARCARCAAR~——
——-ATGCATCATTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGPCAACAAuAAa—--
CCAATGCATGATTTGCAGAGCAAAGC”GAGGCAGAGPLAACAAPAACAAC
——~-BATGCATAATTTGCAGARCAARGCT GAGGCAGAGACARARACARR- -
——~—ATGCATAATTTGCACAACAARGCTGAGGCAGAGACAARRACABR-—~

1001 1050
———————————— GCCATCAATGCTGGTTEATEGGTGTCGCTAGTGATTCAR

———————————— GCCATCAATGCTGGTTGATGGTGTGGCTAGTGATTCAA
AAAGCCATCAATGCCATCAATGCTGGTTGATGGTGTGGCTAGTGATTCAA
———————————— GACATCAATG”TGGTTAATGGTGTAGCTAGTGATTCAA
———————————— GACATCARATGCTTGGT TAATGGTGTAGCTAGTGATTCAA

1051 1100
TGAGTARCARCGAAATGGAACACGGTTATGGATTTT TGTCATITTGCGAT
TGAGTAACAACCARAATGGANCACGGTTATGGATTTITGTICATTTTGCGAT
TGAGTAACARCGARATGGARTGCGGTRATGGATTTTTGTCATTTTGCGAT
TGAGTAACAACGAAATGCAACGAGGTAATGGATTIT TG TCATTTCGCGAT
TGAGTAACAACGAAATGGAACGGGGT?ATGGATTTTTGTCATTTCGCGAT

1101 1150
GRAGRGARAGAACTATCCGCAGATTTGC TAGRAGATT TTARCATCGCGGA
GAAGAGARAGAACTATCCGUAGATTTGCTAGAAGATT TTAACATCGCGGA
GAAGAGAAAGAACTATCCGCAGATTTGCTAGAAGATT TTAACATCGCGGR
GAAGAGAPAGAARCTATCCGCTGATTTGCTAGATGATT TTAACATCGCCGA
GAAGAGARAGRACTATCCGCTGATTTGCTAGATGATT TTAACATCGCGGA

1151 1200
TGATATTTGCTTATCIGAACTTT TGAACTCTGATTTCTCARBATGCGTGCA
TGATA”TTGCTTATCTGAACTTTTGAACTdTGATTTCTCAAATGC”TGCA
TGATATTTGCTTATCTGAATTTGTAAACTTCGATTTCTCAAATGCGTGCG
TGACATTTGCTTAT'CGAATTTCTAAACTCCCATTTCTCAAATGCGTGCA
TGACATTTGCTTATC CGAATTTCT%AACTCCGATTTCTCAAATGFGTGCA

1201 1250
ATTTCGATTACAATGATCTATTGTCACCTTGTTCGGACCAAACTCAAATG
ATTTCGATTACAATGATCTATTGTCACCTTGTTCGGACCAAACTCAAATC
ATATCGATTACAATGATCTATTGTCGCCTTGTTCGGACCAAACTCAAATG
ATTTCGATTACAATGATCTATTGTCACCTTGTTCGGATCAAACTCAAATG
ATTTCGATTACARATGATCTATIGTCACCTTGTTCGGATCARACTCRARAATG

1251 1300
TTCTCTGATSATGAGAT TCTCARGAATTGGACACAATGTARCTTTGCTGA
TTCTCTGATGATGAGATTCTCARAGAATTGGACACAATGTARCTTTGCTGA
TTCCCTGATGATGAGAT TCTARAGAAT TGGACACAATCTARCTTTGCTGA
TTCTCTGATGATGAGATTCTCAAGAATTGGACACAATGTARCTTTGCTGA
TTCTCTGATGATGAGATTCTCAAGARTTGGACACAATGTAACTTTGCTGA

1301 1350
TGAGACARATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTTGAAT
TGAGACARATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTTGAAT
TGAGARCAAATGTGTCCARCARCCTTCAGTCTTICTGCTTCCTTTCT'TGART
TGAGACAAATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTCGART
TGAGACAAATGTGTCCAACAACCTTCATTCTTTTIGCTICCTTTCTCOAAT

1351 1400
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CCAGTGAGGAAGTACTAGGAGARATCATAATAARRATTCAT TTTCCAATAA
CCAGTGAGGAAGTACTAGGAGRATGAAAGGGCGRARTT -~~~ —~==—==
CCAGTGAGGAAGTACTAGGAGAATGARAGGGCGAATTC——--——~—~~~
CCAGTGAGGAAGTACTAGGRAGRATGARAGGGCGRATTC~—————~——~—=
CCAGTGAGGARGTACTAGGAGARTGARAGGGCGAATT  ~ ~ =~ ——w—— ==

1401 1450
AATTARCTACTCTAGGTTTTTTTTTTITTTITTTAATTTCAATTTCATGT

1501 1550

1551

109



MYBl4TaFF
TamM3
Tafll
Taf?2 r#2
Taf3
Taf?
Taf4
TaflD

MYB14TzaFFE
TaM3
Tafll
Taf2 xi#2
Taf3
Taf7
Taf4
Taflo

MYB14TaflF
TaM3
Tafll
TafZ r#2
Taf3

Taf’7

Taf4
Taflo

MYB14TafFF
TaM3
Tafll
Taf?2 r#2
Tafl

Taf?

Taf4

- Tafla

MYBlATaFF
TaM3
Tafll
Taf? r#2
Taf3

Taf?

Taf4
Taflf

MYB14Tall
TaM3
Tafll
Tafz r$2
Taf3

Taf7

Tafd
Taflo

(1}
(1}
(1)
(1}
{1)
(1)
(1)
(1)

(51}
{1}
(1)
(1)
(13

{1)
(1)

{101)
{33)
{1
(1)
(1)
(1)
(1)
{1)

(150)
{82}
(43)
(44}
(43)
{43)
(43)
(43)

(200)
(132)
{93}
{94}
{83}
[33)
(93}
(93}

(250)
{182}
{143)
{144)
{143)
{143)
(143)
{143)

ES 2537342 T3

Figura 12

1 50
GAATTCGCCCTTAAGCAGTGETATCAACGCAGAGTACGCGEGGGARGTTA

e e i T T y t y T e i e T o T et B A T e e L R B e i e e
e e e ————————
e e s T ek R ot e i et ot i s s s . i e e o B i e o P Y el o e e e i

51 100
TTTAATTTTATCTACATCAAACACTTCRAAGAGGTTGGAATACARGACAGA
—————————————————— GAATTCGCCCTTAGGTTGGAATACAAGACAGA

e e e e e e i T e R b i e 1 T T 4 — T

101 150
CTAATTAAGRATARCATCA-ATGGGOAGRAGCCCTIGTTGTGCARAGGAA
CTAATTAAGRAATARCATCA-ATGGGGAGAAGCCCTTGTTGTGCARAGGAR
————————— GAATTCGCCCTITATGGGGAGARGCCCTIGTTGTGCGAAGGRRA
——————— GGAATTCGCCCTTATGEGGAGAAGCCCTTGTTGTGCARAGGAR
———————— GAATTCGCCCT TATGGGGAGARGCCCTTGTTGTGCARAGGAR
———————— GAATTCGCCCTTATGGGGAGAAGCCCTTGTTGTGCARAGGAA
———————— GAATTCGCCCTTATGGGGAGAAGCCCTTGTTCTGCARAGGAR
———————— GAATTCGCCCTTATGGGGAGARGCCCTTGT TGTGCAAAGGAR

151 200
GGCTTGAATAGAGGTGCTTGGACAACTCARGAAGRCARARRTCCTCACTGA
GGCTTGAATAGAGGTGCTTGCACAACTCARCAAGACARAATCCTCACTGA
GGCTTGARTAGAGGTGCTTGGACAACTCARGAAGACAARRATCCTCACTGA
GGCTTGARATAGAGGTGCTTIGGACARCTCAAGARGACAARATCCTCACTGR
GGCTTGAATAGAGGTGCTTGGACARCTCARGARGACRRAATCCTCACTGA
GGCTTGAATAGAGGTGCTIGGACAACT CAAGARCGACAAARTCCTCACTGA
GGCTTGARTAGAGGTGCTTIGGACAACTCAAGARGACBAAATCCTCACTGA
GGCTTGAATAGAGGTGLTTGGACAACTCARGARGACAAAATCCTCACTGA

201 250
ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGAARATGGACAARCCTTCCARAAAGAG
ATACATTAAGCTCCATGGTGRAGGARARATGGAGAARCCTTCCRAARAAGAG
ATACATTARGCTCCATGGTGRACGARAAATGGAGARACCTTCCARRAAGAG
ATACATTAAGCTCCATSGTGAAGGAARATGGAGAAACCTTCCARARAGAG
ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGARAAATGGAGARACCTT CCARARAGAG
ATACATTAAGCTCCATGGT GAAGGAMNATGGAGAARCCTTCCARANAGAG
ATACATTAAGCTCCATGGTGRAGGARRATGGAGAAACCTTCCAAAAAGAG
ATACATTAAGCTCCATGGTGAAGGARAATGCAGARAACCTTCCAAARAGAG

251

CAGGTTCATTCATTCTAGTATCTTGCAATTATAGATC&ATCACTTTCATA
CAGGTTCATTCATTCT~GIATCTTACAATTATAGATTARCCACTTTCATA
CAGGTTCATTCATTCT~GTATCT TACRATTATAGATTAACCACTTI'CATA
CAGGTITCATTCATTCT- GTAWCTTACAATTATAGATTAACCACTTTCATA
CAGGTTCATTCATTCT~ GTATCTTACRATTATAGATTAACCACTPTCATA
CAGGTTCATTCATICT~GTATCTTACAATTATAGATTAACCACTTTCATA
CAGGTTCATTCATTCT GTATCTTACAATTATAGATTAACCACTTTCATA
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CLTTTuTTTGCTTATAAATTTTCTTGCATTTTTTCTTCARTTTTCCATGT
CTTTTGTTTGCTTATAAATTTTCTTGTATTTTTTCTTCCAT TETTCATGE
CTTTTSTTTICTTATAARTTTTCTIGTAT TP FT TCT TCCAT TTTTCATGA
CTTTTGT1TiCTTRTAAAWTTTCTTGTATTTTTTCTTCCAT“TTTCATGH
CTTTTGTTTICT TATABATTT TCTTGTAT TTTTTCTTCCATTTT TCATGR
CTTTTGTTTTCTTATAARTTTTCTTGTATTTTTTCTTCCBTTTTTCATGA
CTTTTGITLTCTTATARATTTTCTTGTATTITTTCY TCCAT TTTTCALGA

GAAATGCAAATTACTAGTACATTATTATGGATATGTTTTTGCAAATATGT
JAAATGCAPATTACTAGTACATTRTTATGGAPATGTTTTTGCAAATRTGT
aAAATGCAAATTALTAGTACBTTATTATGGACATGTTTTTGCAAATATGT
JAAATGCARATTACTAGTACR”TATTATGGACATGTTTTTGCAAATATGT
uAAATGCAAATTACTAGTACATTATTATGGACATGTTTTTGCAAATATGT
uAAATGCAAATTACTAGTALRTTPTTATGGACATGTTTTTGCAAATATGT
SRARATGCARATTACTAGTACATTATTATGGACATGT TTTTGCARATATGT

401 450
e GTTTAARARGATGCGGAARAAGTTGTAGACT TAGATG
GTATGCCATGCAGGT MARRRAGATGCGCARAAAGTTGTAGACTTAGATG
ITATGCCATGCAGGTITARAARGATETGGAARARGCTTGTAGACT TAGATG
TTATGCCRTGCAGGTTTARARAGATGTGGARARRGTIGTAGACT TAGATG
TTATGCCATGCAGCTTTAMAAAGATGTGGAARAACTTGTAGACTTAGATS
TTATGCCATGCAGETTTARAARGATGIGGARARAGTTGTAGACTTAGATG
TTATGCCATGCAGGTTTAANRAGATCTGCAARMAGTTGTAGACTTAGATG
TTATGCCATGCAGGTTTRARAAARGATGTGGAAARACTTGTAGACTTAGATG

451 500
GTTGRATTATCTARGACCAGATATTARGCGAGGTEATATATCCTCGGATG
GTTGRATTATCTARGACCAGATATTAAGCGAGETAATATATCCTCGGATG
GTTCAATTATCTAAGACTAGATATTARGCCAGGTARTATATCCTCGGATG
GTTGAATTATCTARGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCTCGGATG
GTTGAATTATCTARGACCAGATATTAAGCGAGGTAARTATATCCTCGGATG
GTTGAATTATCTARGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCTCGGATG
GTTGAATTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCTCGGATG .
GTTCARATTATCTAAGACCAGATATTAAGCGAGGTAATATATCCTCGGATG

501 550
AAGRAGAACTTATCATCACACT TCACAARCTACTCGEAAACAG—————~
AAGARAGAACTTATCATCAGACTTCACARRCTACTCGGRARCAGETAAARG
AAGAAGAACTTATCATCEGACT TCACARAT TACTCGGAAACAGGTARR!
ARGRAGRACTTATCATCCGACT TCACAARCTRCTCGGARRCAGGTARN
AAGAAGAACTTATCATCCGACTTCACAAACTACTCGGAAACAGGTAAA-G
AAGBAGRACTTATCATCCGACTTCACAARACTACTCGGARACAGGTARA-G
AAGAAGAACTTATCATCCGACTTCACAAACTACTCGGAAACAPGTAAN-G
ARGAMGAACTTATCATCCGACT TCACAAACTACTCGGAARCAGGTAAR-G

TACCGACATAATCACTANCTTATTAACATTTATCTATAATTTGTTTTTTT
TCCTARCATAATCACTAACTTATTAACGTTTGTCTATARCTTGTTTTTTT
TCATAACATAATCATTAATTTATTAACGGTTATCTATAATTTGTTTTTTT
TCATAACATGATCATTAATTTAT TRACGGTTATCTATAATTTGTTTTTTT
TCATAACATAATCATTAATTTAT TAACGGTTATCTATAATT TG T T T TTT.
TCATAACATAATCATTAATTTAT TAACGETTATCTATAATTTGTTT TTTT
TCATAACATAATCATTAATTTATTARCGGT TATCTATAARTTTGTTTTETT

TGACAATTAGTACIACTAATTTAATTTTATAATGTGTGCTAATTTGCTTT
"GACAATTAGTACTACTAATTTAATTTTATAATGTGTGCTAATTTGCTT~
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—bACAATTATCACTACAAATTTAATTT"ATAATGTGCGCTAA TTGCTTb
-GACAATTATCACTACABATTTAATTYTATAATGTGOGCTAATITGCTT -
—@ACAATTATCACTACAAATTTAATTTTATAATGTGCGCTAATTTGCTT-
~GACARTTATCACTACAART TTAATTTTATAATGTGCGCTAATTTGCT T -

651 700
iy ¥ § GGTCTCTRATAGCCGGAAGACT TCCAGGAC
GCCTTTAATTTGTGCTAGATGGTCTCTAATAGCCGGARGACTTCCAGGAL
GTCTTTAATTTGTEGTAGATEGTCTCTAATAGCCGGAAGACT TCCAGGAL
GTCTTTAATTTGTGGTAGAT GG TCTCTARTAGCCCCAAGACT TCCAGEGL
GTCTTTAATTTGTGGTAGATGGTCTCTARTAGCCGGERAGACT TCCAGGGE
GTCTTTAATTTGTGGTAGATGGTCTCTAATASCCGGAAGECTTCCAGGGE
GTCTTTARTTTGTGGTAGATGGTCTC TAATASCCGGRAGRCTTCCAGGGT
BTCTTTARTTTGTCGTAGATGGTCTCTAATAGCCGGAAGACTTCCAGGGT

701 750
GRACAGACAATGARATRAAGAACTACTGGARCACRAATTTAGCRARARAG
GAACAGACRATGARATAAAGAACTACTGGRACACAAAT TTAGGAARANAG
GRACAGACRATGRAATAARGARCTACTGGAACACRAATTTAGGARRRRAG
GAACAGACAATGAAATAARGAACTACTGGAACACAANTT TAGGARARAAG
GRACAAACARTGAAATABRGAACTACTGGAACACRAATTTAGCAARANAG
GAACAGACAATGAAATAALGAACTACTGGRACACAART TTAGCARAANAAG
GAACAGACAATGAANTAANGARCTACTGCANCACAARTTTAGGAMAARANG
GAACAGACAATGAAATAMMGARCTACTGGRACACRAATTTAGGARRAARG

752 800Q
GTTAAGGATCTTAATCARCAARACACCARCAATTCTTCTCCTACTAAACT
GITAAGGATCTTAATCARCAARARCACCAACAAGTCTTCTCCTACTARACT
GTTAAGGATCTTAATCAAGAARRCACCAACAATTCTTCTCCTACTARACT

CTTARGGATCTTAATCANGARAACACCAACAATTCTTCTCCTACTARRCT
GTTAAGGATCTTAATLAAQAAAACACCAACAATPCTTCTCCTAClAAACT
GTTAAGGATCTTAATCARGARAACACCAACAATTCTTCTCCTACTAARCT
GTTAAGGATCTTAATCARGAARACACCARCRATTCTTCTCCTACTAAACT
GI'TABRGGATCTTARTCAAGAABACACCAACAATTCTTCTCCTACTAAACT

801 850
CTCTGCTCARCCARAARATGCAARGRAT CARACAGAAACAGAT CAATCCTA
CTCTGCTCARCCARRARATGCAARGAT CARACAGRAACAGRTCARTCCTA
TTCTGCTCARCTABAARATGCARAAGAT CARACAGAARCAGATCARTCCTA
TTCTGCTCAARCTARRAAATGCAAAGAT CARRCAARAACAGATCARTCCTA
TTCTGCTCAACTAAAAAATGCAAAGATCAAACAGAAACAGATCAATC”TA
TTCTGcTCAAC%AAAAAATGCAAAGATCAAACAGAAACAGATCAATCUTA
TTCTGCTCARCTARARBATGCARAGAT CAAACAGARRCAGATCAATCTTA
TTCTGCTCAACTARAARATCCARAGAT CAARCAGARACAGATCARTCCTA

851 900
AGCCAATGARGCCARACTCAAATGTTGTCCGTACARAAGCTACCAAGTGT
AGCCAATGAAGCCAARCTCAAATGTTGTCCGTACAARAGCTACCAAGTGT
AGCCAATGGAGCCARACTCARATGTTGTCCGTACRARAGCTACCARAGTGT
AGCCAATGARGCCARRCTCARATGTTIGTCCGTACAAAAGCTACCAAGTGT
AGCCAATGGEAGCCAARACTCARATGT TGTCCGTACARARGCTACCAAGTGT
AGCCAATGGAGCCAMACTCARATGTTGTCCGTACARAAGCTACCARGTGT
AGCCRATGEAGCCAAACT CAAATGTTGTCCETACARAAGCTACCAAGTGT
AGCCAATGGAGCCAAACTCAAATGTTGTCCGTACAAANGCTACCAAGTGT

201 950
TCTARGGTATTCTTCATARACTCACTCCCCAACTCACCA~-—ATGCATGA
TCTAAGGTATTGT TCATAAACTCACTCCCCARCTCACCA---ATGCATGA
TCTAAGGCATTGTTCATARACTCACCCCCCRACTCACCACCRATGCATGA
TCTARGGTATTGTTCATRARCTCACCCCCCAACTCACCACCBATGCATCA
TCTARGGCATTGT TCATARACTCACCCCCCAACTCACCACCALATGCATGA
TCTABAGGCATTGTTCATARACTCACCCCCCARACTCACCACCARTGCATGA
TCTAAGGCATTGTTCATAAACTCACCCCCCARCTCACCACCAATGCATGA
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TCTARGGCATTGTTCATARRCTCACCCCCCAACTCACCACCRATGCATGA

951 ) 1000
TTTGCAGARCARAGCTGAGGCAGAGACAACAACAAAGCCATCAATGC———
TTTGCAGAACARAGCTGAGGCAGAGACAACAACARAGCCATCAATGC - -~
TTTGCAGARCABRAGCTGAGGCAGAGACAACARCAARGTCATCARTGCCAT
TTTGCAGAACARAGCTGAGGCAGAGACAACAACARAGCCATCAATGCCAT,
TTTGCAGAACAAPGCTGAGGCAGAGACAACAACAAAGTCATCAAEGCCAT
TTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACAACAACAAAGTCATCAATGCCAT
TTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACAACAACABAGTCATCAATGCCAT
TTTGCAGAACAAAGCTGAGGCAGAGACAACAAVAAAGICATCAATGCCAﬂ

1001 1050
—————— TGGTTGATGGTGTGGCTAGTGATTCARTCAGTAACAACGARATG
== —===TGGTTGATGGTGTGGCTAGTGAT TCAATGAGTAACRACGARATG
CAATGCTGGTTGATGECGTGGCTAGTGAT TCAATGAGTRACAACGARATG
CAATGCTGGTIGATGCLGTGECTAGTGATTUBATGAGTAACAACGARATG
CAATGCTGGTTGATGGCGTCGCTAGTGATTCAGTGAGTARCAACGAAATG
CAATGCTGGTTGATGGCGTCGCTAGTGATTCAATGAGTRACAACGARATG
CAATGCTGGTTGATGGCETGECTAGTGATTCARTGAGTAECEACGAAATG
CAATGCTGGTTGATGECETGGCTAGTGATTCAATGAGT AACAACGARATG

1051 1100
GARACACGGTTATGGATTTTTGTCATTTTCCGATCGAAGAGAAAGARCTATC
GAACACGGTTATGGATTTTTCTCATTTTGCGATGAAGAGARRAGAACTATC
GAATACGGTGATGGATLTGTYYhATTITGLGATGACGATAAAGAACTATC
GGATACGGTUATGGATTTGTTTCATTTTGCGATGACCATAAAGAACTATC
GAATACGGTuATGGATTTGTTTCATTTToCGATGAGGATAARGAACTATC
GARTACGGTGATGCATTTGTTTCATT TTGCGATGACGATARAGRACTATC
GARTACGGTGATGGATTTG T TICATTTY GCGATGACGATARAGARCTATC
GARTACGGTGATCCAT PTG TTTCATTTTGCGATGACGATAARGARCTATC

1101 1150
CGCAGATTTGCTAGRAGATTTTAACATCGCGCATGATATTTGCTTATCTG
CGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCOCGGATGATATTTGCTIATCIC
CGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCTCGGATGATATTTGCTTAECCG
CGCAGATTTGCTAGBAGATTTTAACAlCECGGATGRTATTTGCTTATCCG
CGCAGPTT”GCTAGAAGATTTTAACATCTCGGATGATATTTGCTTATCCG
CGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCTCGGATGATATTTGCTTATCCG
CGCAGATTTGCTAGARGATTTTAACATCTCGGATGATATTTGCTTATCCE
CGCAGATTTGCTAGAAGATTTTAACATCTCGGATGATATT TGCTTATCCG

1151 1200
AACTTTTGAACTCTGATTTCTCAAATGCGTGCAATTITCGATTACAARTGAT
AACTTTTGAACTCTGATTTCTCAAATGCGTGCAATTTCGATTACARTGAT
AATTTFTAAACTTLGATTTCTCAAATGCGTGCRATTTCGATTACAAQGAT
AATTTCTAAACTTCGATTTCTCAAATGCGTGCAATTTCGATTACAACGAT
AATTTCTAAACTTCGATTTCTCAAATGCGTGCAATTTCGATTACAACGAT
AAT”TCTAAACTTCGATTTCTCAAATGCGTGCAATTTCGATTACAACGAT
RATTTCTAAARCTTCGATTTCTCAAATGCGTCCAATTTCGATTACAACGAT
BATTTCTARACTTCGATT TCTCAARTGCGTGCAATTTCGATTACAACGAT

1201 1250
CTATTGTCACCTTGTTICGGRCCARRCTCAAATGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCACCTTGTTCGGACCARACTCARATGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCGCCTTGTTCGGRACCARACACAAATGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCGCCTTGTTCGEACCARACACAARTGTTCTCTGATGAT GAGAT
CTATTGTCGCCTTGTTCGGACCAAACACAARTGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCGCCTTGTTCGGACCARACACABATGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCGCOTTGTTCGGACCARACACAAATGTTCTCTGATGATGAGAT
CTATTGTCGCCTTIGTTCGGACCARACACABRTGTTCTCTGGTGATGAGAT
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1251 ‘ 1300

“TCTCAAGAATTGGACACARTGTAACTTTGCTGATGAGACARAT ———-GTG

TCTCAAGAATTGGACACAATGTAACT TTGCTGATGAGACAAAT-— ——GTG
TCTCABGAATTCGACACCATGTAACTTTGCTGCTGAGACAAATTARTGTG
TCTCARGAATTCGACACAATGTARCTTTGCTGCTGAGACRAATIAATGTG
TCTCARGAATTCGACACAATGTAACT TTGCTGCTGAGACARRTTAATGTG
TCTCAAGRATTCGACACAATGTARCTTEGCTGCTGAGACAARTTAATGTE
TCTCAAGAATTCGACACAATGTAACTTTGCTGCTGAGACAAATTAATGTG
TCTCAAGAATTCGACACAATGTAACTTTGCTGCTGAGACAAATTAATGTS

1301 1350
TCCARCAACCTTCATICTTTTGCTTCCTTTCTTGAATCCAGTGAGGARGT
TCCAACARCCTTCATTCTTTTGCTTCCTTTCTTGRATCCAGTGAGGARGT

TCCARCARACC - —— —~— === =~ mm BATCCAGTGAGGARGT
TOCARCARCC ==~ m o — e RATCCAGTGAGGAAGT
OO oY S —————— AATCCAGTGAGGARGT
PCCARCAACC———— == ———mmmmm e e RATCCAGTGAGGAAGT
TCCARCARCC === =t e e ARTCCAGTGAGGAAGT
TCCARCARCC e = m mmmmmmmmm e e BATCCAGTGAGGARGT
1351 1400

ACTAGGAGRATGATARATARARAT TCATTTTCCAATAARAT TRACTACTCT
ACTAGCAGAATGAAAGGEEGARATTC——— = — o ——mmm e m e
ACTAGGAGAATGARAGGGECGAATTCT ———~—— —— =~ ————m—mm— e
ACTAGGAGAATGAARGBGCGAAT TC—— =~ == m——m e m e e
ACTAGGAGARTGRARGGGCGART T - =~ — === = — i m o e
ACTAGGAGAATGAAAGGGCGAAT TG -~ === = mm e — e e —
ACTAGGAGRATGARAGGECEART T -~ = ——mmmmm o e m e e
ACTAGGAGAATGARAGGGCGAATTC -~ m—wm — o — — o — o e — e

1401 1450
AGGTTTTTTITTTTTTTTTTTTRAATT TCARTTTCATGTTAGGGTGGTTTAR

1451 1500

1501 1545
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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igura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 26
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igura 27
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Figura 27a
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Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
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Figura 32
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Figura 33
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Figura 34

1 50
MGRSECCAKEGLNRGANTTORDKILTEY IKLHGEGKWRNLPKRAGLKRCG
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51 100
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KSCRLEWLNYLRLDIKRGNISSDEEELI IRLHKLLGNRASLIAGRLPGRYT
KSCRLRWLNYLREDIKRGNISSDEEELI IRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRT
KSCRLRWLNYLRPDTKRGNISSDEEELI IRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRT
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ToMYB14-1 (101) DNEIKNYWNINLGKKVKDLNQONTNKSSPTKLSAQPKNAKIKOKQI--NP
ToMYB14-2 (101) DNEIKNYWNTNLGKKVKDLNQONTNNSSPTKESAQPKNAKIKOKOQINNP
TrMYB1l4-1 (101} DNEIKNYWHTNLGKKVKDLNOQNTNNSSPTKESAQFKNANIKDKQOT NP
TrMYB14-2 (101) DNEIKNYWNTNLGKKVKDLNOONTNNSSPTXESAQEKNANIKQKOQI-NP
TrMYB14-3 (101) DNEIKNYWNTNLGKKVKDLMQONTNNSSPTKPSAQPKNANIKOKQQI-NP
TrMYB14-4 (101} DNEIKNYWNTNLGKKVKDLNQONTNNSSPTXESAQPKNANIKQKCQQT-NP
Consenso (101} DNBIKNYWNTNLGKKVKDLNQQNTNNSSPTKPSAQPKNAKIKQKQQI NP
151 . 200
TaMYB1l4-1 (149) KPMKPNSNVVRTKATKCSKVLFINSLPNSP-MHDLONKAEAETTT-——--
TaMYBl4-2 (149} K——-PRSYVVRTKATKCSKVLFINSPPNSPPMHDLOSKAEAETTTTTKPS
TafMYB14-1 (149) KDPMEPNSNVVRTKATKCSKALFINSEPNSPPMHDLONKAEAETIT--KSS
TafMYB14-2 (149 KEﬂEPNSﬁVVRTKATKCSKALFINSPPNS?PMHDLQNKAEAETTT-—KSS
ToMYB14-1 {149} K?MKPNSNVVRTEATKCSKVLFINSLPNSF-MHDLQNKAEAETEE —————
TOMYB14~-2 ({151} KPMKPNSNVVRTKATKCSKVLFINSEP----MANLONKAEAETKT-—-—-
TrMYBL4-1 (150} KPMKPNSHVVRTKATKCSKVLFINSPP-———MHNLQNKAZRETKT ~~—-—
TrMYB14-2 (150) KPMRKPNSNVVRTXATKCSKVLFINSPP——--MHNLONKAEAETKT————-
TrMYB14-3 (150} KPMKPNSHVVRIKATKCSKVLFINSPP-~~-MHNLONKAEAETKT-———-
TriMyBi4-4  (150) KPMKPMSNVVRTKATKCEKVLEINSPP-——-MHNLONKAEAETKT-———-
Consenso (151} KpvKPNSHEINEEERE /L -INSPENSP MHNLONKAEAETTT
201 250
TaMyBld-1 ({193} KPSMLVDGVASDSMSHNMNEMEHCYGFLSFCDEEKELSADLLEDFNIEDDIC
TaMYBl4-2 (196) MPSMLVDGVASDSHMSNNEMECGNGFLSFCDEEKFELSADLLEDFNIADDIC
TafMYBl4-1 (197; MESMLVDGVASDSMSNNEMEYGDGFVSFCDODKELSADLLEDENISDDIC
TafMYBl4-2 (197) MPSMLVDGVASDSMSNNEMEYGDGFVSFCDDDKELSAOLLEDFNISDDIC
ToMYBl4-1 (193) KPSMLVDGVASDSMSNNEMEHGYGFLSFCDEEKELSADLLEDENIADDIC
ToMYB14-2 (192) KTSMLVNGVASDSMSNNEMERGNGELSFRDEEKELSADLLDDENIADDIC
TryBl4-1 (151) KPLMLVNGVASDSMSNNEMERGNGILSFCDEEKELSADLLDDFNIADDIC
TrMYBl4-2  (191) KPLMLVNGVASDSMSNNEMERGNGFLSFCDEEKELSADLLODFNIADDIC

TrMYB14-3 (191) KPLMLVNGVASDSMSNNEMERGNGFLSFCDEEKELSADLLODFNIADDIC
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TrMYBid-4 (191) KPLMLVNGVASDSMSNNEMERGNGFLSFCDEEKELSADLLDDFNIADDIC
Consenso  (201) KPSMLVNGVASDSMSNNEMERGNGFLSFCDEEKELSADLLDDFNIADDIC
251 300

TaMYB14-1 (243) LSELLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTCMFSDDEILLKNWIQCNFADETN
TaMYB14-2 (246) L3EELNFDFSNACDIDYNDLLSPCSDQTQOMFPDDEILKNWIQCNFADETN
TafMYBl4-1 (247) LSEFLNFDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTOMFSDDEILKNSTPCNFARETN
TafMYB14-2 (247) LSEFLNFDFSNACNEDYNDLLSPCSDQTOMESDDEILKNSTQCNFAARETN
ToMYB1l4-1 ({243) LSELLNSDFSHACNFDYNDLLEPCSDOTQOMFSDDEILKNWTIQCNFADETN
ToMYB14-2 (242) LSEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSNDQTOMFSDDEITKNWIQCNFADETN
TrMYB14-1 (241) LSEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTOMFSDDEILKNWTQCNFADETHN
TrMYB14-2 (241) LPEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDOQTOMFSDDEILENWIQCNFADETN
TrMYBl4-3 (241} LSEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTQMFSDDEILKNWTQCNFADETN
TrMYB14-4 (241) LSEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTQMESDDEILKNWTGQCNFADETN

Consenso {251) LSEFLNSDFSNACNFDYNDLLSPCSDQTOMES[HEGSERE7TOCNFADETN

301 321
TaMYBl4-1 (293) VSNNLASFASTLESSEEVLGE
TaMYB14-2 (296) VSNNLQSSASFLESSEEVLGH

TafMYB14-1 (207) YVSNNQ---——-- ~-SSEEVLGE

TafMYB14~2 (287} ——m——— e
ToMYB14-1 (293) VSNNLHSFASFLESSEEVLCEH
ToMYB14-2 (292) VSNNLHSFA--—--—-——==x
TrMYB14-1 (291) NSNNLNSFASFLESSEEVLGE
TrMYBl4-2 (291) VSNNLNSFASFLESSEEVLGE
TrMYB1l4-3 (291) VSNNLHSFASFLESSEEVLGE

TrMYB14-4 (201) VSNNLHSFASFLESSEEVLGE

Consenso {301) VSNNLHSFASFLESSEEVLGE
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