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DESCRIPCION

Plantas que tienen rasgos potenciados relacionados con el rendimiento y un procedimiento de produccion de las
mismas

La presente divulgacion se refiere, en general, al campo de la biologia molecular, y se refiere a un procedimiento de
potenciacion de los rasgos relacionados con el rendimiento en plantas mediante la modulacion de la expresion en
una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb). La presente divulgacion
también se refiere a plantas que tienen la expresion modulada de un acido nucleico que codifica un polipéptido de
tipo FSM1, plantas que tienen rasgos potenciados relacionados con el rendimiento en comparacion con las plantas
de tipo natural correspondientes u otras plantas de control. La invencion también proporciona construcciones utiles
en los procedimientos de la invencién.

La poblacién mundial en continuo crecimiento y el suministro cada vez menor de tierra cultivable disponible para la
agricultura potencian la investigacion sobre el aumento de la eficacia de la agricultura. Los medios convencionales
para obtener mejoras en los cultivos y la horticultura utilizan técnicas de reproduccion selectivas para identificar
plantas que tengan caracteristicas deseables. Sin embargo, dichas técnicas de reproduccion selectivas tienen varias
desventajas; en concreto, que estas técnicas normalmente emplean mucha mano de obra y producen plantas que a
menudo contienen componentes genéticos heterogéneos que no siempre pueden hacer que el rasgo deseable se
haga pasar desde las plantas progenitoras. Los avances en la biologia molecular han permitido modificar el
germoplasma de animales y plantas. La ingenieria genética de plantas supone el aislamiento y la manipulacion de
material genético (normalmente, en forma de ADN o ARN) y la posterior introducciéon de ese material genético en
una planta. Dicha tecnologia tiene la capacidad de aportar cosechas o plantas que tienen mejores rasgos
econdmicos, agrondmicos u horticolas.

Un rasgo de particular interés econémico es el aumento del rendimiento. El rendimiento se define normalmente
como la produccion medible de valor econdmico de una cosecha. Esto se puede definir en términos de cantidad y/o
de calidad. El rendimiento depende directamente de varios factores, por ejemplo, del numero y del tamafio de los
organos, de la arquitectura de la planta (por ejemplo, del nimero de ramas), de la produccién de semillas, de la
senescencia de las hojas y mas. El desarrollo de las raices, la absorcion de nutrientes, la tolerancia al estrés y el
vigor temprano también pueden ser factores importantes para determinar el rendimiento. Por lo tanto, la optimizacion
de los factores anteriormente mencionados puede contribuir a aumentar el rendimiento de una cosecha.

El rendimiento de las semillas es un rasgo particularmente importante, ya que las semillas de muchas plantas son
importantes para la nutricion de los seres humanos y de los animales. Cosechas tales como maiz, arroz, trigo, colza
y soja representan mas de la mitad del aporte caldrico total de los seres humanos, ya sea a través del consumo
directo de las propias semillas o a través del consumo de productos carnicos generados con semillas procesadas.
También son una fuente de azUcares, aceites y muchos tipos de metabolitos usados en procedimientos industriales.
Las semillas contienen un embrién (la fuente de nuevos vastagos y raices) y un endospermo (la fuente de nutrientes
para el crecimiento del embrién durante la germinacion y durante el crecimiento temprano de las plantulas). El
desarrollo de una nueva semilla implica muchos genes, y requiere la transferencia de metabolitos desde las raices,
las hojas y los tallos hasta la semilla en crecimiento. EI endospermo, en particular, asimila los precursores
metabolicos de los hidratos de carbono, los aceites y las proteinas, y los sintetiza como macromoléculas de
almacenamiento para engordar el grano.

Otro rasgo importante para muchos cultivos es el vigor temprano. La mejora del vigor temprano es un importante
objetivo de los programas modernos de reproduccion del arroz en variedades de cultivo de arroz tanto templados
como tropicales. Las raices largas son importantes para el anclaje apropiado al suelo del arroz sembrado en agua.
Cuando el arroz se siembra directamente en campos anegados, y cuando las plantas deben emerger rapidamente a
través del agua, los vastagos mas largos se asocian con el vigor. Cuando se practica la siembra en linea, los
mesocaotilos y los coledptilos mas largos son importantes para una buena emergencia de las plantulas. La capacidad
para disefiar por ingenieria genética el vigor temprano en plantas seria de gran importancia en la agricultura. Por
ejemplo, un bajo vigor temprano ha sido una limitacién para la introduccion de hibridos de maiz (Zea mays L.)
basados en el germoplasma del cinturén del maiz atlantico europeo.

Un rasgo importante adicional es el de la tolerancia mejorada al estrés abidtico. El estrés abidtico es una causa
principal de pérdida de cosechas en todo el mundo, reduciendo los rendimientos medios para la mayoria de las
principales plantas de cultivo en mas de 50 % (Wang et al., “Planta” (2003) 218: 1-14). Los estreses abidticos
pueden estar provocados por la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas, la toxicidad quimica y el estrés
oxidativo. La capacidad para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés abidtico seria de un gran beneficio
econdmico para los agricultores de todo el mundo y permitiria el cultivo de cosechas en condiciones adversas y en
territorios en los que el cultivo de las cosechas no se puede realizar de otro modo.

Por lo tanto, el rendimiento de las cosechas se puede aumentar optimizando uno de los factores anteriormente
mencionados.

Dependiendo del uso final, se puede favorecer la modificacion de ciertos rasgos de rendimiento frente a otros. Por
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ejemplo, para aplicaciones tales como la produccion de forraje o madera, o los recursos biocombustibles, se puede
desear un aumento de las partes vegetativas de una planta, y para aplicaciones tales como la produccién de harina,
almiddn o aceite, se puede desear particularmente el aumento de los parametros de las semillas. Incluso entre los
parametros de las semillas, se pueden favorecer algunos frente a otros, dependiendo de la aplicacion. Diversos
mecanismos pueden contribuir a aumentar el rendimiento de las semillas, ya sea en forma del aumento de tamafio
de las semillas o del aumento del nimero de semillas.

Una metodologia para aumentar el rendimiento (rendimiento de semillas y/o biomasa) en plantas puede ser a través
de la modificacién de los mecanismos de crecimiento inherentes de una planta, tales como el ciclo celular o diversas
vias de sefializacion implicadas en el crecimiento de las plantas o en mecanismos de defensa.

Se ha encontrado ahora que es posible mejorar diversos rasgos relacionados con el rendimiento en plantas
mediante la modulacién de la expresion en una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1
(Fruto Sant/Myb).

Antecedentes

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Las proteinas de tipo FSM1 son factores de transcripcién que se caracterizan por la presencia de un dominio
SANT/MYB. Fueron descritos por primera vez en el tomate (Barg et al., “Planta” 221, 197-211, 2005); y se ha
informado de que participan en la determinacién de la simetria floral (Corley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 102, 5068-
5073, 2005). La proteina RADIALIS, por ejemplo, una proteina de tipo FSM1 en Antirrhinum, se expresa en la region
dorsal del meristemo floral, donde interactia con CYC y DICH para controlar la asimetria de la flor (Baxter et al.
Plant J. 52, 105-113, 2007). FSM1 del tomate se expresa en el fruto durante las etapas de desarrollo mas
tempranas. La expresion ectopica de fsm1 del tomate en Arabidopsis produjo graves alteraciones del desarrollo que
se manifestaron en un crecimiento retardado, y una dominancia apical reducida durante el desarrollo de plantulas de
tomate y Arabidopsis (Barg et al., 2005).

Sumario

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que la modulacién de la expresion de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de tipo FSM1 proporciona plantas que tienen mejores rasgos relacionados con el rendimiento, en
particular, un mayor rendimiento con respecto a plantas de control.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un procedimiento de mejora de rasgos relacionados con el
rendimiento en plantas con respecto a plantas de control, que comprende modular la expresién en una planta de un
acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1.

La presente invencion proporciona la materia objeto expuesta en todos y cada uno de los articulos 1 a 12 que se
presentan a continuacion.

1. Un procedimiento de aumento del rendimiento de la biomasa y/o de las semillas en plantas en comparacion
con plantas de control, que comprende la modulacién de la expresiéon en una planta de un acido nucleico que
codifica un polipéptido de tipo FSM1, en el que dicho polipéptido de tipo FSM1 esta representado por SEC ID N°
2 o0 uno de sus homologos con al menos un 50 % de identidad de secuencia con SEC ID N° 2, y que comprende
ademas un dominio SANT (acceso SMART SM0017) y uno o mas de los siguientes motivos:

(i) Motivo 1:
WI[TS][PAIKIQEINK[LA]JFE[RK]ALAVYDI[KR][DE]TPDRW[HSQ]N[VI]A[RK]A (SEC ID N°: 283),

(ii) Motivo 2: GGK[ST][AV][EDJEVIKRIRHYEIL]L (SEC ID N°: 284),
(iii) Motivo 3: D[VL][KF][HF]IIED][SN]GIRM]VPFP[NK]Y (SEC ID N°: 285),

en el que dicho aumento del rendimiento de la biomasa y/o de las semillas se obtiene en condiciones sin estrés,
en el que dicho acido nucleico estd unido operativamente al promotor GOS2 del arroz y en el que dicha
expresion modulada se efectia mediante la introduccion y la expresion en una planta de un acido nucleico que
codifica un polipéptido de tipo FSM1.

2. Procedimiento de acuerdo con el articulo 1, en el que dicho acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo
FSM1 codifica una cualquiera de las proteinas enumeradas en la Tabla A1 o es una parte de dicho acido
nucleico, o un acido nucleico capaz de hibridarse con dicho acido nucleico.

3. Procedimiento de acuerdo con el articulo 1 o 2, en el que dicha secuencia de acido nucleico codifica un
ortélogo o paralogo de cualquiera de las proteinas dadas en la Tabla A1.
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4. Procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 3, en el que dicho acido nucleico que
codifica un polipéptido de tipo FSM1 es de origen vegetal, preferentemente, de una planta dicotiledénea, mas
preferentemente, de la familia Solanaceae, mas preferentemente del género Lycopersicon, y lo mas
preferentemente de Solanum lycopersicum.

5. Construccion que comprende:

(i) acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en el articulo 1;

(i) una 0 mas secuencias de control capaces de dirigir la expresién de la secuencia de acido nucleico de (a),
siendo una de dichas secuencias de control el promotor GOS2 del arroz y, opcionalmente,

(iii) una secuencia de terminacion de la transcripcion.

6. Uso de una construccién de acuerdo con el articulo 5 en un procedimiento de produccién de plantas que
tienen un mayor rendimiento, particularmente, un mayor rendimiento de la biomasa y/o un mayor rendimiento de
las semillas en comparacion con plantas de control.

7. Planta, parte de planta o célula vegetal transformada con una construccién de acuerdo con el articulo 5.

8. Procedimiento de produccién de una planta transgénica que tiene un mayor rendimiento, particularmente, un
mayor rendimiento de la biomasa y/o un mayor rendimiento de las semillas en comparacion con plantas de
control, que comprende

(i) introduccion y expresion en una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1
segun lo definido en el articulo 1 unido operativamente al promotor GOS2 del arroz; y
(ii) cultivo de la célula vegetal en condiciones que potencian el crecimiento y el desarrollo vegetal.

9. Planta transgénica que tiene un mayor rendimiento, particularmente, un mayor rendimiento de la biomasa y/o
de las semillas en comparacién con plantas de control, que procede de la expresién modulada de un acido
nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en el articulo 1 unido operativamente al
promotor GOS2 del arroz, o una célula de planta transgénica derivada de dicha planta transgénica, en la que
dicha expresién modulada se realiza mediante la introduccion y la expresion en una planta de un acido nucleico
que codifica un polipéptido de tipo FSM1.

10. Planta transgénica de acuerdo con el articulo 7 0 9, o una célula de planta transgénica de la misma, siendo
dicha planta una planta de cultivo tal como remolacha azucarera, o una planta monocotiledénea tal como cafia
de azucar, o un cereal tal como arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, triticale, sorgo, escanda, espelta,
secale, escanda menor, teff, milo y avena.

11. Partes cosechables de una planta de acuerdo con el articulo 10, siendo dichas partes cosechables
preferentemente biomasa de los brotes y/o de las semillas, comprendiendo dichas partes cosechables un acido
nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en el articulo 1 unido operativamente con el
promotor GOS2 del arroz.

12. Uso de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en el articulo 1 unido
operativamente con el promotor GOS2 del arroz para aumentar el rendimiento de las semillas y/o de la biomasa
en plantas cultivadas en condiciones sin estrés en comparacién con plantas de control.

Definiciones
A lo largo de la presente memoria descriptiva, se usaran las siguientes definiciones.

Polipéptido/s /Proteinals

Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento, y se refieren a
aminoacidos en forma polimérica de cualquier longitud, ligados entre si por enlaces peptidicos

Polinucleétido/s /acido/s nucleico/s /secuencials de acido nucleico/secuencia/s de nucledtidos

El término "polinucledtido/s", y las expresiones "secuencia/s de acido nucleico”, "secuencia/s de nucledtidos”,
"acido/s nucleico/s" y “molécula de acido nucleico” se usan indistintamente en el presente documento, y se refieren a
nucledtidos, bien ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos, o a una combinaciéon de ambos, en una forma polimérica
no ramificada de cualquier longitud.

Homdélogo/s

Los "homdlogos" de una proteina engloban péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen
sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos con relacion a la proteina no modificada en cuestiéon y que
tienen una actividad biolégica y funcional similar a la proteina no modificada de la que se obtienen.
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Una delecion se refiere a la eliminacion de uno o mas aminoacidos de una proteina.

Una insercion se refiere a la introduccién de uno o mas restos de aminoacido en un sitio predeterminado de una
proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones N-terminales y/o C-terminales, asi como inserciones
intrasecuenciales de uno solo o multiples aminoacidos. En general, las inserciones dentro de la secuencia de
aminoacidos seran mas cortas que las fusiones N- o C-terminales, del orden de aproximadamente 1 a 10 restos. Los
ejemplos de proteinas o péptidos de fusion N- o C-terminales incluyen el dominio de unién o el dominio de activacion
de un activador de la transcripcion como el que se usa en el sistema de dos hibridos de levadura, proteinas de
recubrimiento de fagos, marcador de (histidina)-6, marcador de glutationa S-transferasa, proteina A, proteina de
union a la maltosa, dihidrofolato reductasa, epitopo Tag-100, epitopo de c-myc, epitopo FLAG®, lacZ, CMP (péptido
de union a la calmodulina), epitopo de HA, epitopo de proteina C y epitopo de VSV.

Una sustitucion se refiere al reemplazo de aminoacidos de la proteina por otros aminoacidos que tienen propiedades
similares (tales como hidrofobia, hidrofilia, antigenicidad, propensién a formar o romper estructuras a-helicoidales o
estructuras de lamina B similares. Por lo general, las sustituciones de aminoacidos son de restos individuales, pero
pueden agruparse dependiendo de las restricciones funcionales impuestas al polipéptido, pudiendo variar de 1 a 10
aminoacidos. Habitualmente, las inserciones seran del orden de aproximadamente 1 a 10 restos de aminoacido.
Preferentemente, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones de aminoacidos conservadoras. Las tablas de
sustituciones conservadoras son muy conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Creighton (1984) “Proteins”. W.
H. Freeman and Company y la siguiente Tabla 1).

Tabla 1: Ejemplos de sustituciones de aminoacidos conservadoras

Resto Sustitucion conservadora Resto Sustitucion conservadora
Ala Ser Leu lle; Val

Arg Lys Lys Arg; GIn

Asn GlIn; His Met Leu; lle

Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr
GIn Asn Ser Thr; Gly

Cys Ser Thr Ser; Val

Glu Asp Trp Tyr

Gly Pro Tyr Trp; Phe

His Asn; GIn Val lle; Leu

lle Leu, Val

Las sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos se pueden realizar faciimente usando técnicas de
sintesis de péptidos muy conocidas en la materia, tales como la sintesis de péptidos en fase sdlida y similares, o
mediante manipulacion de ADN recombinante. Los procedimientos de manipulaciéon de secuencias de ADN para
producir variantes de sustitucion, insercion o delecion de una proteina son muy conocidos en la materia. Por
ejemplo, las técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados del ADN son muy conocidas
por los expertos en la materia, e incluyen mutagénesis M13, mutagénesis in vitro del gen T7 (USB, Cleveland, OH),
mutagénesis dirigida QuickChange (Stratagene, San Diego, CA), mutagénesis dirigida mediada por PCR u otros
protocolos de mutagénesis dirigida.

Derivados

Los "derivados" incluyen péptidos, oligopéptidos, polipéptidos que pueden, en comparaciéon con la secuencia de
aminoacidos de la forma natural de la proteina, tal como la proteina de interés, comprender sustituciones de
aminoacidos con restos de aminoacido no naturales, o adiciones de restos de aminoacidos no naturales. Los
"derivados" de una proteina también engloban péptidos, oligopéptidos, polipéptidos que comprenden restos de
aminoacidos alterados naturales (glucosilados, acilados, prenilados, fosforilados, miristoilados, sulfatados etc.) o
alterados no naturales en comparaciéon con la secuencia de aminoacidos de una forma natural del polipéptido. Un
derivado también puede comprender uno o mas sustituyentes o adiciones que no son de aminoacido en
comparacion con la secuencia de aminoacidos de la que deriva, por ejemplo, una molécula indicadora u otro ligando,
unido covalentemente o no covalentemente a la secuencia de aminoacidos, tal como una molécula indicadora que
se une para facilitar su deteccion, y restos de aminoacido no naturales con respecto a la secuencia de aminoacidos
de una proteina natural. Ademas, los “derivados” también incluyen fusiones de la forma natural de la proteina con
péptidos de marcaje tales como FLAG, HIS6 o tiorredoxina (para consultar informacion sobre los péptidos de
marcaje, véase Terpe, Appl. Microbiol. Biotechnol. 60, 523-533, 2003).
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Ortdlogo/s /pardlogo/s

Los ortélogos y los paralogos engloban conceptos evolutivos usados para describir las relaciones ancestrales de los
genes. Los paralogos son genes dentro de la misma especie que se han originado mediante la duplicacion de un
gen ancestral; y los ortélogos son genes procedentes de organismos diferentes que se han originado por
especiacion, y que también derivan de un gen ancestral comun.

Dominio, motivo/secuencia de consenso/distintivo

El término "dominio" se refiere a un conjunto de aminoacidos conservado en posiciones especificas a lo largo de una
alineacion de secuencias de proteinas relacionadas evolutivamente. Aunque los aminoacidos en otras posiciones
pueden variar entre homologos, los aminoacidos que estan muy conservados en posiciones especificas indican
aminoacidos que probablemente son esenciales en la estructura, la estabilidad o la funcién de una proteina.
Identificados por su alto grado de conservacion en secuencias alineadas de una familia de homologos de proteina,
se pueden usar como identificadores para determinar si algun polipéptido en cuestion pertenece a una familia de
polipéptidos identificada previamente.

El término "motivo" o "secuencia de consenso" o "distintivo" se refiere a una regién conservada corta en la secuencia
de proteinas relacionadas evolutivamente. Con frecuencia, los motivos son partes muy conservadas de dominios,
pero también pueden incluir solo parte del dominio, o estar situados fuera del dominio conservado (si todos los
aminoacidos del motivo estan fuera de un dominio definido).

Existen bases de datos especializadas para la identificacion de dominios, por ejemplo, SMART (Schultz et al. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 95, 5857-5864; Letunic et al. (2002) Nucleic Acids Res 30, 242-244), InterPro (Mulder
et al., (2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318), Prosite (Bucher y Bairoch (1994), “A generalized profile syntax for
biomolecular sequences motifs and its function in automatic sequence interpretation”. (In) ISMB-94; Proceedings 2nd
International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology. Altman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R,,
Searls D., Eds., pag. 53-61, AAAI Press, Menlo Park; Hulo et al., Nucl. Acids. Res. 32:D134-D137, (2004)), o Pfam
(Bateman et al., Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002)). Hay un conjunto de herramientas para el analisis in
silico de secuencias de proteinas disponible en el servidor de protedmica ExPASYy (Instituto suizo de Bioinformatica
(Gasteiger et al., ExPASy: the proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis, Nucleic Acids Res.
31:3784-3788(2003)). Los dominios o los motivos también se pueden identificar usando técnicas habituales tales
como mediante la alineacion de secuencias.

n bien conocidos en la técnica, incluyendo dichos procedimientos GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA. GAP
usa el algoritmo de Needleman y Wunsch ((1970) J. Mol Biol 48: 443-453) para encontrar la alineacion global (es
decir, que engloba las secuencias completas) de dos secuencias que aumenta al maximo el ndmero de
coincidencias y reduce al minimo el nimero de huecos. El algoritmo BLAST (Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215:
403-10) calcula el porcentaje de identidad de secuencia y realiza un analisis estadistico de la similitud entre las dos
secuencias. El programa informatico para realizar el analisis BLAST esta disponible para el publico en general a
través del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI). Los homologos se pueden identificar faciimente
usando, por ejemplo, el algoritmo de alineacién de secuencias multiples ClustalW (version 1.83), con los parametros
de alineacion por pares por defecto, y un procedimiento de puntuacién en porcentaje. Los porcentajes globales de
similitud e identidad también se pueden determinar mediante uno de los procedimientos disponibles en el paquete
informatico MatGAT (Campanella et al., BMC Bioinformatics. 10 de julio de 2003; 4:29. MatGAT: una aplicacion que
genera matrices de similitud/identidad usando proteinas o secuencias de ADN). Se puede realizar la ediciéon manual
secundaria para optimizar la alineacion entre motivos conservados, como seria evidente para un experto en la
materia. Ademas, en lugar de usar secuencias de longitud completa para la identificacion de homoélogos, también se
pueden usar dominios especificos. Los valores de identidad de secuencia se pueden determinar en toda la
secuencia de aminoacidos o acido nucleico, o en los dominios seleccionados o motivo/s conservado/s, usando los
programas mencionados anteriormente con los parametros por defecto. Para las alineaciones locales, el algoritmo
de Smith-Waterman es particularmente util (Smith T. F., Waterman M. S. (1981) J. Mol Biol 147 (1); 195-7).

BLAST reciproco

Por lo general, esto implica un primer BLAST que implica procesar con BLAST una secuencia de consulta (por
ejemplo, usando cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla A del apartado de ejemplos) frente a
cualquier base de datos de secuencias, tal como la base de datos del NCBI disponible para el publico en general.
BLASTN o TBLASTX (usando los valores por defecto convencionales) se usan generalmente cuando se parte de
una secuencia de nucledtidos, y BLASTP o TBLASTN (usando los valores por defecto convencionales), cuando se
parte de una secuencia de proteina. Opcionalmente, los resultados de BLAST se pueden filtrar. Las secuencias de
longitud completa de los resultados filtrados o de los resultados no filtrados se vuelven a procesar con BLAST
(segundo BLAST) frente a las secuencias del organismo del que se ha obtenido la secuencia de consulta. A
continuacion, se comparan los resultados del primer y segundo BLAST. El paralogo se identifica si un acierto de alto
rango del primer BLAST es de la misma especie de la que deriva la secuencia de consulta, entonces lo ideal es que
la repeticion del BLAST genere la secuencia de consulta entre los mayores aciertos; el ortélogo se identifica si un
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acierto de alto rango del primer BLAST no es de la misma especie de la que deriva la secuencia de consulta,
estando preferentemente los resultados de la repeticion del BLAST en la secuencia de consulta entre los mayores
aciertos.

Los aciertos de alto rango son aquellos que tienen un valor de E bajo. Cuanto menor es el valor de E, mas
significativo es el marcador (o en otras palabras, menor sera la probabilidad de encontrar el acierto por casualidad).
El calculo del valor de E es muy conocido en la técnica. Ademas de los valores de E, las comparaciones también se
califican en porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad se refiere al nimero de nucleétidos (o aminoacidos)
idénticos entre las dos secuencias de acido nucleico (o polipéptido) comparadas en una determinada longitud. En el
caso de las familias de gran tamafo, se puede usar ClustalW, seguido de un arbol de unién de vecinos, para ayudar
a visualizar el agrupamiento de los genes relacionados e identificar los ortdlogos y los paralogos.

Hibridacién

El término "hibridacion”, como se define en el presente documento, es un procedimiento en el que secuencias de
nucledtidos complementarias sustancialmente homologas se hibridan entre si. El procedimiento de hibridacion se
puede producir totalmente en solucion, es decir, ambos acidos nucleicos complementarios estan en solucién. El
procedimiento de hibridacion también se puede producir con uno de los acidos nucleicos complementarios
inmovilizado a una matriz tal como perlas magnéticas, perlas de sefarosa y cualquier otra resina. El procedimiento
de hibridacién se puede producir ademas con uno de los acidos nucleicos complementarios inmovilizado a un
soporte solido tal como una membrana de nitrocelulosa o de nailon, o inmovilizado, por ejemplo, mediante
fotolitografia a, por ejemplo, un soporte vitreo siliceo (conocido esto Ultimo como matrices o micromatrices de acidos
nucleicos, o como microplacas de acidos nucleicos). En general, para permitir que se produzca la hibridacion, las
moléculas de acido nucleico se desnaturalizan térmica o quimicamente para fundir una doble hebra en dos hebras
simples y/o para retirar las horquillas u otras estructuras secundarias de acidos nucleicos monocatenarios.

El término "rigurosidad" se refiere a las condiciones en las que tiene lugar una hibridacion. La rigurosidad de la
hibridacion esta influida por condiciones tales como la temperatura, la concentracion de sal, la fuerza iénica y la
composicion del tampoén de hibridacion. En general, las condiciones de baja rigurosidad se seleccionan para que
sean temperatura aproximadamente 30 °C inferior al punto de fusion térmico (Tn) para la secuencia especifica a una
fuerza iénica y un pH definidos. Las condiciones de rigurosidad media son cuando la temperatura es 20 °C inferior a
la Tm, y las condiciones de alta rigurosidad son cuando la temperatura es 10 °C inferior a la T,. Normalmente, las
condiciones de hibridacién de alta rigurosidad se usan para aislar secuencias que se hibridan que tienen una gran
similitud de secuencia con la secuencia de acido nucleico diana. Sin embargo, los acidos nucleicos pueden
desviarse en la secuencia y aun asi codificar un polipéptido sustancialmente idéntico, debido a la degeneracion del
cédigo genético. Por lo tanto, a veces, se pueden requerir condiciones de hibridacion de rigurosidad media para
identificar dichas moléculas de acido nucleico.

La Tn, es la temperatura bajo una fuerza ionica y un pH definidos a la que el 50 % de la secuencia diana se hibrida a
una sonda perfectamente coincidente. La T, depende de las condiciones de la solucion y la composicion de las
bases y la longitud de la sonda. Por ejemplo, las secuencias mas largas se hibridan especificamente a temperaturas
superiores. El grado maximo de hibridacién se obtiene a una temperatura de aproximadamente 16 °C a 32 °C por
debajo de la Tm. La presencia de cationes monovalentes en la solucion de hibridacion reduce la repulsion
electrostatica entre las dos hebras del acido nucleico, potenciando asi la formacién del hibrido; este efecto es visible
para concentraciones de sodio de hasta 0,4 M (para concentraciones superiores, este efecto se puede ignorar). La
formamida reduce la temperatura de fusion de los duplex de ADN-ADN y ADN-ARN con de 0,6 a 0,7 °C por cada
porcentaje de formamida, y la adicién de formamida al 50 % permite que la hibridacion se realice a una temperatura
de 30 a 45 °C, aunque el grado de hibridacion se reducira. Las faltas de coincidencia de los pares de bases reducen
el grado de hibridacion y la estabilidad térmica de los duplex. De media y para las sondas de gran tamanio, la T
disminuye aproximadamente 1 °C por % de falta de coincidencia de las bases. La Tr, se puede calcular usando las
siguientes ecuaciones, dependiendo de los tipos de hibridos:

1) Hibridos de ADN-ADN (Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284, 1984):

Tm = 81,5 °C + 16,6 x log1[Na*]? + 0,41 x %[G/C"] - 500 x [L°]" - 0,61 x % de formamida
2) Hibridos de ADN-ARN o ARN-ARN:

Tm = 79,8 + 18,5 (log1[Na*]?) + 0,58 (%G/CP) +11,8 (%G/CP) 2 - 820/L¢
3) Hibridos de oligo-ADN u oligo-ARN¢:

Para < 20 nucleotidos: T =2 (In)

Para 20-35 nucleodtidos: Tm=22 + 1, 46 (In)

@ o0 para otro cation monovalente, pero solo exacto en el intervalo 0,01-0,4 M.
b solo exacto para % GC en el intervalo del 30 % al 75 %.
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¢ L = longitud del duplex en pares de bases.
4 Oligo, oligonucleotido; I, longitud eficaz de cebador = 2 x (n° de G/C) + (n° de A/T).

La unién no especifica se puede controlar usando una cualquiera de una serie de técnicas conocidas tales como,
por ejemplo, el bloqueo de la membrana con soluciones que contienen proteinas, adiciones de ARN, ADN
heterdélogos y SDS al tampoén de hibridacion, y tratamiento con Rnasa. Para las sondas no homdlogas, se puede
realizar una serie de hibridaciones variando uno de (i) reducir progresivamente la temperatura de hibridacion (por
ejemplo de 68 °C a 42 °C) o (ii) reducir progresivamente la concentracién de formamida (por ejemplo, del 50 % a
10 %). El experto en la materia conoce diversos parametros que se pueden alterar durante la hibridacion y que bien
mantendran o cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Ademas de las condiciones de hibridacion, la especificidad de la hibridacién normalmente también depende de la
funcién de los lavados posteriores a la hibridacion. Para eliminar el fondo resultante de la hibridacion no especifica,
las muestras se lavan con soluciones salinas diluidas. Los factores criticos de dichos lavados incluyen la fuerza
idnica y la temperatura de la solucion de lavado final: cuanto menor es la concentracion de sal y la temperatura de
lavado, mayor sera la rigurosidad del lavado. Las condiciones de lavado se realizan normalmente en o por debajo de
la rigurosidad de hibridacion. Una hibridacion positiva da una sefial que es al menos dos veces la del fondo. En
general, condiciones de rigurosidad adecuadas para los ensayos de hibridacion de acidos nucleicos o
procedimientos de deteccion de amplificacion génica son como se han indicado anteriormente. También se pueden
seleccionar condiciones mas o menos rigurosas. El experto en la materia conoce diversos parametros que se
pueden modificar durante el lavado y que bien mantendran o cambiaran las condiciones de rigurosidad.

Por ejemplo, las condiciones de hibridacion de alta rigurosidad tipicas para los hibridos de ADN mas largos de 50
nucleétidos comprenden la hibridacién a 65 °C en 1 x SSC 0 a 42 °C en 1 x SSC y formamida al 50 %, seguido del
lavado a 65 °C en 0,3 x SSC. Los ejemplos de condiciones de hibridacion de rigurosidad media para los hibridos de
ADN mas largos de 50 nucleotidos comprenden la hibridacion a 50 °C en 4 x SSC o0 a 40 °C en 6 x SSC y formamida
al 50 %, seguido del lavado a 50 °C en 2 x SSC. La longitud del hibrido es la longitud anticipada para el acido
nucleico que se hibrida. Cuando se hibridan acidos nucleicos de secuencia conocida, es posible determinar la
longitud del hibrido alineando las secuencias e identificando las regiones conservadas descritas en el presente
documento. 1 x SSC es NaCl 0,15 M y citrato sédico 15 mM; la solucién de hibridacién y las soluciones de lavado
pueden incluir ademas 5 x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5-1,0 %, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado fragmentado, pirofosfato sédico al 0,5 %.

Para definir el nivel de rigurosidad, cabe hacer referencia a Sambrook et al. (2001) “Molecular Cloning: a laboratory
manual”, Il Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York o a “Current Protocols In Molecular
Biology”, John Wiley & Sons, N. Y. (1989 y actualizaciones anuales).

Variante de corte y empalme

La expresion "variante de corte y empalme"”, como se usa en el presente documento, engloba variantes de una
secuencia de acido nucleico en la que intrones y/o exones seleccionados se han cortado, reemplazado, desplazado
o afadido, o en la que los intrones se han acortado o alargado. Dichas variantes seran aquellas en las que la
actividad biolégica de la proteina se conserva sustancialmente; esto se puede realizar conservando selectivamente
segmentos funcionales de la proteina. Dichas variantes de corte y empalme se pueden encontrar en la naturaleza o
pueden ser artificiales. Los procedimientos para predecir y aislar dichas variantes de corte y empalme son muy
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Foissac y Schiex (2005), BMC Bioinformatics; 6: 25).

Variante alélica

Los alelos o las variantes alélicas son formas alternativas de un gen dado, situadas en la misma posicion
cromosomica. Las variantes alélicas engloban polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), asi como polimorfismos
de insercion/delecion pequefa (INDEL). El tamafio de los INDEL es habitualmente inferior a 100 pb. Los SNP y los
INDEL forman el mayor conjunto de variantes de secuencia en las cepas polimoérficas naturales de la mayoria de los
organismos.

Gen enddgeno

La referencia en el presente documento a un gen "enddégeno" no solo se refiere al gen en cuestion como se
encuentra en una planta en su forma natural (es decir, sin que haya intervencion humana), sino que también se
refiere al mismo gen (o un acido nucleico/gen sustancialmente homodlogo) en una forma aislada posteriormente
(re)introducido en una planta (un transgén). Por ejemplo, una planta transgénica que contiene dicho transgén puede
encontrar una reduccion sustancial de la expresion del transgén y/o una reduccion sustancial de la expresion del gen
enddgeno. El gen aislado se puede aislar de un organismo o puede ser artificial, por ejemplo, mediante sintesis
quimica.
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Combinacién de genes/evolucion dirigida

La combinacion de genes o evolucion dirigida consiste en iteraciones de combinacion de ADN seguidas del rastreo
y/o seleccién apropiados para generar variantes de acidos nucleicos o partes de los mismos que codifican proteinas
que tienen una actividad bioldgica modificada (Castle et al., (2004) Science 304 (5674): 1151-4; patentes de EE. UU.
N°5.811.238 y 6.395.547).

Construccion

Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores de la transcripcion asi como de la traduccion.
Los expertos en la materia conoceran las secuencias terminadoras y potenciadoras que pueden ser adecuadas para
su uso en la realizacion de la invencion. También se puede afiadir una secuencia de intrén a la region no traducida 5'
(UTR) o en la secuencia de codificacion para aumentar la cantidad del mensaje de madurez que se acumula en el
citosol, como se describe en el apartado de definiciones. Otras secuencias de control (ademas de promotor,
potenciador, silenciador, secuencias de intrones, regiones 3'UTR y/o 5'UTR) pueden ser elementos de estabilizacion
de proteinas y/o ARN. Dichas secuencias serian conocidas o se podrian obtener facilmente por un experto en la
materia.

Las construcciones genéticas de la invencion pueden incluir ademas un origen de secuencia de replicacion que se
requiere para el mantenimiento y/o la replicacion en un tipo de célula especifico. Un ejemplo es cuando se requiere
una construccion genética para mantenerla en una célula bacteriana como un elemento genético episomal (por
ejemplo, molécula de plasmido o cosmido). Los origenes preferidos de replicacion incluyen, pero sin limitacion, el f1-
oriy colE1.

Para la deteccion de la transferencia correcta de las secuencias de acidos nucleicos como se usa en los
procedimientos de la invencion y/o seleccion de plantas transgénicas que comprenden estos acidos nucleicos, es
ventajoso usar genes marcadores (o genes indicadores). Por lo tanto, la construccion genética puede comprender
opcionalmente un gen marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables se describen en mas detalle en el
apartado de "Definiciones" del presente documento. Los genes marcadores se pueden suprimir o retirar de la célula
transgénica, una vez que ya no son necesarios. Las técnicas para la eliminacion de marcadores son conocidas en la
materia, describiéndose las técnicas Utiles anteriormente en el apartado de definiciones.

Elemento requlador/secuencia de control/promotor

Las expresiones "elemento regulador" y "secuencia de control", y el término "promotor" se usan todos
indistintamente en el presente documento y se han de tomar en un contexto amplio para referirse a secuencias de
acido nucleico reguladoras capaces de afectar a la expresion de las secuencias a las que estan ligadas. El término
"promotor" normalmente se refiere a una secuencia de control de acido nucleico situada cadena arriba del inicio de
la transcripcion de un gen, y que esta implicada en el reconocimiento y la unién de ARN polimerasa y otras
proteinas, dirigiendo de ese modo la transcripcion de un acido nucleico conectado operativamente. Estan
englobadas por las expresiones y el término mencionados anteriormente las secuencias reguladoras de la
transcripcion derivadas de un gen genémico eucariota clasico (incluyendo la "caja" TATA, que se requiere para la
iniciacion exacta de la transcripcion, con o sin una secuencia de "caja" CCAAT) y elementos reguladores adicionales
(es decir, secuencias activadoras, estimuladores y silenciadores cadena arriba) que alteran la expresiéon génica en
respuesta a estimulos de desarrollo y/o externos, o de una manera especifica de un tejido. También se incluye
dentro de la expresion una secuencia reguladora de la transcripcion de un gen procariota clasico, en cuyo caso
puede incluir una secuencia de la caja -35 y/o secuencias reguladoras de la transcripcion de la caja -10. La
expresion "elemento regulador" también engloba una molécula de fusion sintética o derivado que confiere, activa o
estimula la expresion de una molécula de acido nucleico en una célula, un tejido o un érgano.

Un "promotor vegetal" comprende elementos reguladores, que median en la expresion de un segmento de secuencia
codificante en células vegetales. Por consiguiente, un promotor vegetal no necesita ser de origen vegetal, sino que
puede proceder de virus o microorganismos, por ejemplo, de virus que ataquen células vegetales. El "promotor
vegetal" también puede proceder de una célula vegetal, por ejemplo, de la planta que se transforma con la
secuencia de acido nucleico que se va a expresar en el procedimiento de la invencion y se describe en el presente
documento. Esto también se aplica a otras sefiales reguladoras "vegetales" tales como terminadores "vegetales".
Los promotores secuencia arriba de las secuencias de nucleétidos Utiles en los procedimientos de la presente
invencion se pueden modificar mediante una o mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de nucledtidos sin
interferir con la funcionalidad ni la actividad de ninguno de los promotores, el marco de lectura abierto (ORF) o la
region reguladora 3’ tales como terminadores u otras regiones reguladoras 3’ que estan situados mas alla del ORF.
Por otra parte, es posible que la actividad de los promotores se aumente mediante la modificacién de su secuencia,
0 que se reemplacen completamente por promotores mas activos, incluso por promotores procedentes de
organismos heterologos. Para la expresion en plantas, la molécula de acido nucleico, como se ha descrito
anteriormente, debe estar conectada operativamente a o comprender un promotor adecuado que exprese el gen en
el punto temporal correcto y con el patron de expresion espacial requerido.
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Para la identificacion de promotores funcionalmente equivalentes, se pueden analizar la fuerza del promotor y/o el
patron de expresion de un promotor candidato, por ejemplo, conectando operativamente el promotor a un gen
indicador, y ensayando el nivel de expresion y el patron del gen indicador en diversos tejidos de la planta. Los genes
indicadores muy conocidos adecuados incluyen, por ejemplo, B-glucuronidasa o B-galactosidasa. La actividad del
promotor se ensaya midiendo la actividad enzimatica de la B-glucuronidasa o B-galactosidasa. A continuacion, se
pueden comparar la fuerza y/o el patron de expresion del promotor con los de un promotor de referencia (tal como el
usado en los procedimientos de la presente invencion). Como alternativa, se puede ensayar la fuerza del promotor
cuantificando los niveles de ARNm o comparando los niveles de ARNm del acido nucleico usado en los
procedimientos de la presente invencion con los niveles de ARNm de genes constitutivos tales como ARNr de 18S,
usando procedimientos conocidos en la técnica, tales como transferencia Northern con analisis densitométricos de
autorradiogramas, PCR o RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Held et al., 1996 “Genome Methods” 6: 986-994). En
general, la expresion "promotor débil" pretende significar un promotor que dirige la expresion de una secuencia
codificante a bajo nivel. La expresidon "bajo nivel" pretende significar niveles de aproximadamente 1/10.000
transcripciones a aproximadamente 1/100.000 transcripciones, hasta aproximadamente 1/500.0000 transcripciones
por célula. Por el contrario, un "promotor potente" dirige la expresién de una secuencia codificante a alto nivel, o de
aproximadamente 1/10 transcripciones a aproximadamente 1/100 transcripciones a aproximadamente 1/1.000
transcripciones por célula. En general, la expresion “promotor medio” pretende significar un promotor que dirige la
expresion de una secuencia codificante a un nivel inferior al del promotor potente, en particular, a un nivel que es, en
todos los casos, inferior al obtenido cuando esta bajo el control de un promotor CaMV de 358S.

Unido operativamente

La expresion "unido operativamente", como se usa en el presente documento, se refiere a un enlace funcional entre
la secuencia promotora y el gen de interés, de modo que la secuencia promotora sea capaz de iniciar la
transcripcion del gen de interés.

Promotor constitutivo

Un "promotor constitutivo" se refiere a un promotor que es activo para la transcripcion durante la mayoria de, pero no
necesariamente todas, las fases de crecimiento y desarrollo, y bajo la mayoria de las condiciones ambientales, en al
menos una célula, un tejido o un érgano. La siguiente Tabla 2a da ejemplos de promotores constitutivos.

Tabla 2a: Ejemplos de promotores constitutivos

Origen del gen Referencia

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

HMGP WO 2004/070039

CAMV 35S Odell et al, Nature, 313: 810-812, 1985

CaMV 19S Nilsson et al., Physiol. Plant. 100:456-462, 1997

GOs2 de Pater et al., Plant J Nov; 2(6):837-44, 1992, WO 2004/065596
Ubiquitina Christensen et al., Plant Mol. Biol. 18: 675-689, 1992

Ciclofilina del arroz

Buchholz et al., Plant Mol Biol. 25(5): 837-43, 1994

Histona H3 del maiz

Lepetit et al., Mol. Gen. Genet. 231:276-285, 1992

Histona H3 de la alfalfa

Wu et al., Plant Mol. Biol. 11:641-649, 1988

Actina 2

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

34S FMV

Sanger et al., Plant. Mol. Biol., 14, 1990: 433-443

Subunidad pequefia de rubisco

US 4.962.028

OCs

Leisner (1988) Proc Natl Acad Sci , EE.UU. 85(5): 2553

SAD1 Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

SAD2 Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696

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

Promotor super WO 95/14098

Proteinas de la caja G WO 94/12015

10
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Promotor ubicuo
Un promotor ubicuo es activo sustancialmente en todos los tejidos o células de un organismo.

Promotor regulado con respecto al desarrollo

Un promotor regulado con respecto al desarrollo es activo durante ciertas fases delL desarrollo o en partes de la
planta que sufren cambios del desarrollo.

Promotor inducible

Un promotor inducible tiene una iniciaciéon de la transcripcién inducida o aumentada como respuesta a un producto
quimico (para mas informacion, véase Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:89-108), un estimulo
ambiental o fisico, o puede ser "inducible por estrés", es decir activarse cuando una planta se expone a diversas
condiciones de estrés, o "inducible por patdgenos", es decir activarse cuando una planta se expone a diversos
patégenos.

Promotor especifico de un érgano/especifico de un tejido

Un promotor especifico de un drgano o especifico de un tejido es aquel que es capaz de iniciar preferentemente la
transcripcion en ciertos organos o tejidos, tales como las hojas, las raices, el tejido seminal, etc. Por ejemplo, un
"promotor especifico de las raices" es un promotor que es activo para la transcripcion predominantemente en las
raices de las plantas, sustancialmente hasta la exclusion de cualquier otra parte de una planta, aunque sin embargo
permite cualquier expresion filtrante en estas otras partes de la planta. Los promotores capaces de iniciar la
transcripcion en ciertas células se denominan en el presente documento "especificos de una célula".

Los ejemplos de promotores especificos de raiz se listan en la tabla 2b a continuacion:

Tabla 2b: Ejemplos de promotores especificos de la raiz

Origen del gen

Referencia

RCc3

Plant Mol Biol. Enero de 1995;27(2):237-48

PHT1 de Arabidopsis

Koyama et al. J Biosci Bioeng. Enero de 2005; 99(1):38-42.; Mudge et

al. (2002, Plant J. 31:341)

Transportador de fostato de Medicago

Xiao et al., 2006, Plant Biol (Stuttg). Julio de 2006; 8(4):439-49

Pyk10 de Arabidopsis

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

Genes expresables en la raiz

Tingey et al., EMBO J. 6: 1, 1987.

Gen inducible por la auxina del tabaco

Van der Zaal et al., Plant Mol. Biol. 16, 983, 1991.

B-tubulina

Oppenheimer, et al., Gene 63: 87, 1988.

Genes especificos de la raiz del tabaco

Conkling, et al., Plant Physiol. 93: 1203, 1990.

Gen G1-3b de B. napus

Patente de EE.UU. N° 5. 401.836

SbPRP1

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

LRX1

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

BTG-26 de Brassica napus

US 20050044585

LeAMT1 (tomate)

Lauter ef al. (1996, PNAS 3:8139)

El LeNRT1-1 (tomate)

Lauter ef al. (1996, PNAS 3:8139)

Gen de la patatina de clase | (patata)

Liu et al., Plant Mol. Biol. 17 (6): 1139-1154

KDC1 (Daucus carota)

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

Gen TobRB7

W. Song (1997) Tesis doctoral, Universidad estatal de Carolina del
Norte, Raleigh, NC EE.UU.

OsRABb5a (arroz)

Wang et al. 2002, Plant Sci. 163:273

ALF5 (Arabidopsis)

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

NRT2;1Np (N. plumbaginifolia)

Quesada et al. (1997, Plant Mol. Biol. 34:265)
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Un promotor especifico de la semilla es activo para la transcripcion predominantemente en el tejido seminal, pero el
promotor puede estar activo durante el desarrollo y/o durante la germinacion de las semillas. El promotor especifico
de la semilla puede ser especifico del endospermo/aleurona/embrién. Los ejemplos de promotores especificos de la
semilla (especificos del endospermo/aleurona/embrion) se muestran de la Tabla 2c a la Tabla 2f que se presentan a
continuacion. Otros ejemplos de promotores especificos de la semilla se dan en Qing Qu y Takaiwa (Plant
Biotechnology. J. 2, 113-125, 2004).
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Tabla 2c: Ejemplos de promotores especificos de la semilla

Origen del gen

Referencia

Genes especificos de la semilla

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

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

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

Albumina de la nuez de Brasil

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

legumina

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

glutelina (arroz)

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

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

zeina

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

napA

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

Glutenina-1 LMW y HMW del trigo

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

SPA del trigo

Albani et al, Plant Cell, 9: 171-184, 1997

a, B, y-gliadinas del trigo

EMBO J. 3:1409-15, 1984

promotor Itr1 de la cebada

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

B1, C, D, hordeina de la cebada

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

DOF de la cebada

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

blz2

EP99106056.7

Promotor sintético

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

Prolamina NRP33 del arroz

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

o-globulina Glb-1 del arroz

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

OSH1 del arroz

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

o-globulina REB/OHP-1 del arroz

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

ADP-glucosa pirofosforilasa del
arroz

Trans Res 6:157-68, 1997

Familia de genes ESR del maiz

Plant J 12:235-46, 1997

o-kafirina del sorgo

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

KNOX

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

Oleosina del arroz

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

Oleosina del girasol

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

PRO0117, proteina ribosomal

408 putativa del arroz WO 2004/070039
PRO0136, alanina . .

. Sin publicar
aminotransferasa del arroz
PRO0147, inhibidor de la tripsina Sin publicar

ITR1 (cebada)
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(Continuacion)

Origen del gen Referencia

PROO0151, WSI18 del arroz WO 2004/070039
PRO0175, RAB21 del arroz WO 2004/070039
PRO005 WO 2004/070039
PRO0095 WO 2004/070039

o-amilasa (Amy32b)

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

Gen de tipo B de la catepsina

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

Ltp2 de la cebada

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

Chi26

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

Maize B-Peru

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

Tabla 2d:

Ejemplos de promotores especificos del endospermo

Origen del gen

Referencia

glutelina (arroz)

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

zeina

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

glutenina-1 LMW y HMW del trigo

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

SPA del trigo

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

Gliadinas del trigo

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

Promotor Itr1 de la cebada

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

B1, C, D, hordeina de la cebada

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

DOF de la cebada

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

blz2

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

Promotor sintético

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

prolamina NRP33 del arroz

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

globulina Glb-1 del arroz

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

globulina REB/OHP-1 del arroz

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

ADP-glucosa pirofosforilasa del arroz

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

Familia de genes ESR del maiz

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

Kafirina del sorgo

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

Tabla 2e: Ejemplos de protémeros especificos del embrién:

Origen del gen

Referencia

OSH1 del arroz

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

KNOX Postma-Haarsma et al., Plant Mol. Biol. 39:257-71, 1999
PRO0151 WO 2004/070039
PRO0175 WO 2004/070039
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(Continuacion)

Origen del gen Referencia
PRO005 WO 2004/070039
PRO0095 WO 2004/070039

Tabla 2f. Ejemplos de promotores especificos del aleurona:

Origen del gen

Referencia

o-amilasa (Amy32b)

Lanahan et al., Plant Cell 4:203-211, 1992;

Skriver et al., Proc Natl/ Acad Sci EE.UU. 88:7266-7270,

1991
Gendetipofdela | oo et al., Plant Mol Biol 20:849-856, 1992
catepsina
Ltp2 de la cebada Kalla et al., Plant J. 6:849-60, 1994
Chi26 Leah et al., Plant J. 4:579-89, 1994

B-Peru del maiz

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

Un promotor especifico del tejido verde, como se define en el presente documento, es un promotor que es activo
para la transcripcion predominantemente en el tejido verde, excluyendo sustancialmente cualquier otra parte de la
planta, aun permitiendo cualquier expresion filirante en estas otras partes de la planta.

Los ejemplos de promotores especificos del tejido verde que se pueden usar para realizar los procedimientos
descritos en el presente documento se muestran en la siguiente Tabla 2g.

Tabla 2g: Ejemplos de promotores especificos del tejido verde

Gen

Expresion

Referencia

Ortofosfato diquinasa del maiz

Especifica de

Fukavama et al., Plant Physiol. Noviembre de

la hoja 2001;127(3):1136-46
Fosfoenolpiruvato carboxilasa del maiz E Sﬁgj(;mca de Kausch et al., Plant Mol Biol. Enero de 2001;45(1):1-15
Fosfoenolpiruvato carboxilasa del arroz E Sﬁgj(;mca de Lin et al., 2004 DNA Seq. Agosto de 2004;15(4):269-76
Subunidad pequefia de la Rubisco del Especifica de | Nomura et al., Plant Mol Biol. Septiembre de
arroz la hoja 2000;44(1):99-106

B expansina EXBP9 del arroz

Especifica de
los brotes

WO 2004/070039

Subunidad pequefia de la Rubisco del

Especifica de

Panguluri et al., Indian J Exp Biol. Abril de 2005;

guandu la hoja 43(4):369-72
RBCS3A del guisante Espe'cmca de
la hoja

Otro ejemplo de un promotor especifico del tejido es un promotor especifico del meristemo, que es activo para la
transcripcion predominantemente en el tejido meristematico, excluyendo sustancialmente cualquier otra parte de la
planta, aun permitiendo cualquier expresion filtrante en estas otras partes de la planta. Los ejemplos de promotores
especificos del meristemo verde que se pueden usar para realizar los procedimientos descritos en el presente
documento se muestran en la siguiente tabla 2h.

Tabla 2h: Ejemplos de promotores especificos del meristemo

Origen del gen

Patron de expresion

Referencia

OSH1 del arroz

Meristemo apical de la raiz, de la fase globular
del embrién a la fase de plantula

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

Metalotioneina del

y en hojas y sépalos en expansion

Especifica del meristemo BAD87835.1
arroz
WAK1 y WAK 2 Meristemos apicales de los brotes y de la raiz, \é\ézg_]g?gy Kohorn (2001) Plant Cell 13(2):

14
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Terminador

El término "terminador" engloba una secuencia de control que es una secuencia de ADN al final de una unidad de
transcripcion que sefializa el procesamiento y la poliadenilacion 3' de una transcripcién primaria y la terminacion de
la transcripcion. El terminador puede proceder del gen natural, de una variedad de otros genes vegetales o de ADN-
T. El terminador que se va a afiadir puede proceder, por ejemplo, de los genes de nopalina sintasa u octopina
sintasa, o como alternativa de otro gen vegetal, o menos preferentemente de cualquier otro gen eucariota.

(Gen) marcador seleccionable/gen indicador

"Marcador seleccionable”, "gen marcador seleccionable” o "gen indicador" incluye cualquier gen que confiere un
fenotipo sobre una célula en la que se expresa para facilitar la identificacion y/o la seleccidon de células que se
transfectan o transforman con una construccién de acido nucleico de la invencion. Estos genes marcadores permiten
la identificacion de una transferencia correcta de las moléculas de acido nucleico a través de una serie de diferentes
principios. Los marcadores adecuados se pueden seleccionar entre marcadores que confieren resistencia antibiotica
o herbicida, que introducen un nuevo rasgo metabolico o que permiten la seleccioén visual. Los ejemplos de genes
marcadores seleccionables incluyen genes que confieren resistencia a los antibiéticos (tales como nptll que fosforila
la neomicina y la kanamicina, o hpt, que fosforila la higromicina, o genes que confieren resistencia a, por ejemplo, la
bleomicina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, gentamicina, geneticina (G418), espectinomicina o
blasticidina), a herbicidas (por ejemplo, bar, que proporciona resistencia a Basta®; aroA o gox, que proporcionan
resistencia contra el glifosato, o los genes que confieren resistencia a, por ejemplo, la imidazolinona, la fosfinotricina
o la sulfonilurea), o genes que proporcionan un rasgo metabolico (tal como manA, que permite a las plantas usar
manosa como Unica fuente de carbono o la xilosa isomerasa para la utilizacion de xilosa, o marcadores antinutritivos
tales como la resistencia a la 2-desoxiglucosa). La expresion de genes marcadores visuales genera la formacion de
color (por ejemplo, B-glucuronidasa, GUS o B-galactosidasa con sus sustratos de color, por ejemplo, X-Gal),
luminiscencia (tal como el sistema luciferina/luciferasa) o fluorescencia (proteina verde fluorescente, GFP, y sus
derivados). Esta lista solo representa un pequefio nimero de posibles marcadores. El experto en la materia esta
familiarizado con dichos marcadores. Se prefieren marcadores diferentes, dependiendo del organismo y del
procedimiento de seleccion.

Se sabe que, tras la integracion estable o transitoria de los acidos nucleicos en células vegetales, solo una minoria
de las células absorbe el ADN foraneo y, si se desea, lo integra en su genoma, dependiendo del vector de expresion
usado y de la técnica de transfeccion usada. Para identificar y seleccionar estos integrantes, normalmente se
introduce un gen que codifica un marcador seleccionable (tal como los descritos anteriormente) en las células
huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores se pueden usar, por ejemplo, en mutantes, en los que estos
genes no son funcionales, por ejemplo, mediante la eliminacién por procedimientos convencionales. Por otro lado,
las moléculas de acido nucleico que codifican un marcador seleccionable se pueden introducir en una célula
huésped en el mismo vector que comprende la secuencia que codifica los polipéptidos descritos en el presente
documento o usados en los procedimientos de la invencién, o bien en un vector separado. Las células que se han
transfectado de forma estable con el acido nucleico introducido se pueden identificar, por ejemplo, mediante la
seleccion (por ejemplo, las células que llevan integrado el marcador seleccionable sobreviven mientras que las otras
células mueren).

Dado que los genes marcadores, en particular, los genes de resistencia a los antibiéticos y herbicidas, ya no son
necesarios o no se desean en la célula huésped transgénica una vez que los acidos nucleicos se han introducido
correctamente, el procedimiento de acuerdo con la invenciéon para introducir los acidos nucleicos emplea
ventajosamente técnicas que permiten la eliminacion o la escisién de estos genes marcadores. Uno de dichos
procedimientos es el que se conoce como cotransformaciéon. El procedimiento de cotransformacion emplea dos
vectores simultdneamente para la transformacion, un vector que porta el acido nucleico segun lo descrito en el
presente documento y un segundo que porta elllos gen/es marcador/es. Una gran proporcion de las
transformaciones recibe o, en el caso de las plantas, comprende (hasta el 40 % o mas de las transformaciones),
ambos vectores. En el caso de la transformacion con Agrobacteria, las transformaciones normalmente solo reciben
una parte del vector, es decir, la secuencia flanqueada por el ADN-T, que generalmente representa el casete de
expresion. Los genes marcadores se pueden retirar posteriormente de la planta transformada mediante la
realizacion de cruces. En otro procedimiento, los genes marcadores integrados en un transposon se usan para la
transformacion junto con el acido nucleico deseado (conocido como la tecnologia Ac/Ds). Las transformaciones se
pueden cruzar con una fuente de transposasa o las transformaciones se transforman con una construccién de acido
nucleico que confiere la expresion de una transposasa, de manera transitoria o estable. En algunos casos
(aproximadamente el 10 %), el transposoén salta del genoma de la célula huésped una vez que la transformacion se
ha producido correctamente, y se pierde. En una serie adicional de casos, el transposon salta a una ubicacion
diferente. En estos casos el gen marcador se debe eliminar mediante la realizacion de cruces. En microbiologia, se
desarrollaron técnicas que hacen posible o facilitan la deteccion de dichos hechos. Otro procedimiento ventajoso se
basa en lo que se conoce como sistemas de recombinacién; cuya ventaja es que se puede prescindir de la
eliminacion por cruzamiento. El sistema mas conocido de este tipo es lo que se conoce como el sistema Cre/lox.
Cre1 es una recombinasa que elimina las secuencias situadas entre las secuencias loxP. Si el gen marcador esta
integrado entre las secuencias loxP, se elimina una vez que la transformaciéon ha tenido lugar correctamente,
mediante la expresion de la recombinasa. Otros sistemas de recombinaciéon adicionales son el sistema HIN/HIX,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 542 536 T3

FLP/FRT y REP/STB (Tribble et al., J. Biol. Chem, 275, 2000: 22255-22267; Velmurugan et al., J. Cell Biol, 149,
2000: 553-566). Es posible una integracion especifica del sitio en el genoma de las secuencias de acidos nucleicos
de la planta segun lo descrito en el presente documento. Naturalmente, estos procedimientos también se pueden
aplicar a los microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias.

Transgénico/transgén/recombinante

A los efectos de la invencion, "transgénico”, "transgén" o "recombinante" significa con respecto a, por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico, un casete de expresion, una construccion génica o un vector que comprende la
secuencia de acido nucleico o un organismo transformado con las secuencias de acido nucleico, casetes de
expresion o vectores de acuerdo con la invenciéon, todas aquellas construcciones generadas mediante
procedimientos recombinantes en las que bien

(a) las secuencias de acido nucleico que codifican proteinas utiles en los procedimientos de la invencion, o
(b) las secuencials de control genético que esta/n unida/s operativamente con la secuencia de acido nucleico de
acuerdo con lo descrito en el presente documento, por ejemplo, un promotor, o

(c)a)yb)

no se encuentran en su entorno genético natural o se han modificado mediante procedimientos recombinantes,
siendo posible que la modificacion adopte la forma de, por ejemplo, una sustitucion, adicion, delecioén, inversion o
insercion de uno o mas restos de nucleétidos. La expresion “entorno genético natural” pretende significar el locus
gendmico o cromosomico natural de la planta original o la presencia en una biblioteca genémica. En el caso de una
biblioteca genémica, el entorno genético natural de la secuencia de acido nucleico preferentemente se conserva, al
menos parcialmente. El entorno flanquea la secuencia de acido nucleico al menos en un lado y tiene una longitud de
secuencia de al menos 50 pb, preferentemente de al menos 500 pb, especialmente preferentemente de al menos
1.000 pb y lo mas preferentemente de al menos 5.000 pb. Un casete de expresion de origen natural, por ejemplo, la
combinacién natural del promotor natural de las secuencias de acido nucleico con la secuencia de acido nucleico
correspondiente que codifica un polipéptido util en los procedimientos de la presente invencion, como se ha definido
anteriormente, se convierte en un casete de expresion transgénico cuando este casete de expresion se modifica
mediante procedimientos sintéticos no naturales ("artificiales") tales como, por ejemplo, el tratamiento mutagénico.
Los procedimientos adecuados se describen, por ejemplo, en el documento US 5.565.350 o WO 00/15815.

Por lo tanto, a los efectos de la invencion, la expresion “planta transgénica” pretende significar, como se ha
explicado anteriormente, que los acidos nucleicos usados en el procedimiento de la invencién no estan presentes en
ni proceden del genoma de dicha planta, o estan presentes en el genoma de dicha planta, pero no en su locus
natural en el genoma de dicha planta, siendo posible que los acidos nucleicos se expresen de manera homdloga o
heterdéloga. Sin embargo, como se ha mencionado, transgénico también significa que, mientras que los acidos
nucleicos de acuerdo con la invencién o usados en el procedimiento de la invencién estan en su posiciéon natural en
el genoma de una planta, la secuencia se ha modificado con respecto a la secuencia natural y/o que las secuencias
reguladoras de las secuencias naturales se han modificado. Preferentemente, el término “transgénico” pretende
significar la expresion de los acidos nucleicos de acuerdo con la invencion en un locus no natural en el genoma, es
decir, que tiene lugar la expresion homdloga o preferentemente heterdloga de los acidos nucleicos. En el presente
documento, se mencionan las plantas transgénicas preferidas.

Ademas, cabe sefalar que, en el contexto de la presente invencion, la expresién "acido nucleico aislado" o
"polipéptido aislado" se pueden considerar en algunos casos sinénimos de un "acido nucleico recombinante” o un
"polipéptido recombinante", respectivamente, y se refieren a un acido nucleico o polipéptido que no se encuentra en
su entorno genético natural y/o que se ha modificado mediante procedimientos recombinantes.

Modulacién

El término "modulacion” significa, en relacion con la expresion o la expresion génica, un procedimiento en el que el
nivel de expresion es cambiado por dicha expresion génica en comparacién con la planta de control,
preferentemente el nivel de expresién se aumenta o se reduce. La expresion no modulada original puede ser de
cualquier tipo de expresion de un ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARNm con la posterior traduccion. La expresion
"modular la actividad" significara cualquier cambio de la expresion de las secuencias de acido nucleico o las
proteinas codificadas de la invencion que conduce al aumento del rendimiento y/o al aumento del crecimiento de las
plantas. La expresidon puede aumentar de cero (ausencia de expresion o expresion no medible) a una cierta
cantidad, o puede reducir de una cierta cantidad a cantidades pequefias no medibles o cero.

Expresién

El término "expresion" o la expresion "expresion génica”, como se usan en el presente documento, significan la
transcripcion de un gen especifico o genes especificos o construccion genética especifica. El término "expresion” o
la expresion "expresion génica", en particular, significan la transcripcion de un gen o genes o construccion genética
en ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARNm con o sin la posterior traduccion de este ultimo en una proteina. El
procedimiento incluye la transcripcion del ADN y el procesamiento del producto de ARNm resultante.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 542 536 T3

Expresién aumentada/sobreexpresion

La expresion "expresion aumentada” o "sobreexpresion”, como se usa en el presente documento, significa cualquier
forma de expresion que sea adicional al nivel de expresion del tipo natural original. A los efectos de la presente
invencion, el nivel de expresion de tipo natural original también podria ser cero (ausencia de expresion o expresion
no medible).

Los procedimientos para aumentar la expresion de genes o productos génicos estan bien documentados en la
técnica e incluyen, por ejemplo, la sobreexpresion dirigida por promotores apropiados, el uso de promotores de la
transcripcién o promotores de la traduccion. Los acidos nucleicos aislados que sirven como elementos promotores o
potenciadores se pueden introducir en una posicion apropiada (normalmente, cadena arriba) de una forma no
heterdloga de un polinucleétido con el fin de regular positivamente la expresion de un acido nucleico que codifica el
polipéptido de interés. Por ejemplo, los promotores enddgenos se pueden alterar in vivo mediante mutacion,
delecion y/o sustitucion (véanse Kmiec, US 5.565.350; Zarling et al., W09322443), o se pueden introducir
promotores aislados en una célula vegetal en la orientacion y la distancia adecuadas desde un gen como se
describe en el presente documento con el fin de controlar la expresion del gen.

Si se desea la expresion de un polipéptido, en general, es deseable incluir una region de poliadenilacion en el
extremo 3’ de una region codificante de un polinucleétido. La regidon de poliadenilacion se puede derivar del gen
natural, de una variedad de otros genes vegetales o de ADN-T. La secuencia del extremo 3’ que se va a afiadir se
puede derivar, por ejemplo, de los genes de nopalina sintasa u octopina sintasa, o como alternativa, de otro gen
vegetal, o menos preferentemente de cualquier otro gen eucariota.

También se puede afiadir una secuencia intrénica a la regién no traducida 5’ (UTR) o la secuencia codificante de la
secuencia codificante parcial para aumentar la cantidad del mensaje maduro que se acumula en el citosol. Se ha
demostrado que la inclusién de un intron empalmable en la unidad de transcripcién en construcciones de expresion
tanto vegetales como animales aumenta la expresion génica a niveles tanto de ARNm como de proteina hasta 1.000
veces (Buchman y Berg (1988) Mol. Cell biol. 8: 4395-4405; Callis et al. (1987) Genes Dev 1:1183-1200). Dicha
potenciacion intrénica de la expresion génica normalmente es mayor cuando se coloca cerca del extremo 5 de la
unidad de transcripcion. El uso de los intrones de maiz intron Adh1-S 1, 2 y 6, el intron Bronze-1 se conoce en la
técnica. Para una informacion general, véase: “The Maize Handbook”, Capitulo 116, Freeling y Walbot, Eds.,
Springer, N. Y. (1994).

Expresién reducida

Se considera que la referencia en el presente documento a “expresion reducida” o "reduccién o eliminacién
sustancial" de la expresion significa una reduccion de la expresion de un gen enddgeno y/o los niveles de polipéptido
y/o la actividad de un polipéptido con respecto a plantas de control. La reduccion o eliminacion sustancial se produce
en orden creciente de preferencia al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas reducida en comparacién con la de plantas de control.

Para la reduccion o eliminacion sustancial de la expresion de un gen endégeno en una planta, se requiere una
longitud suficiente de nucledtidos sustancialmente contiguos de una secuencia de acido nucleico. Para realizar un
silenciamiento génico, esto puede ser tan poco como 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 o menos nucledtidos,
como alternativa, esto puede ser tanto como todo el gen (incluyendo la UTR 5 y/o 3’, bien en parte o en su
totalidad). El tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos se puede derivar del acido nucleico que codifica la
proteina de interés (gen diana) o de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homaélogo de
la proteina de interés. Preferentemente, el tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos es capaz de formar
enlaces de hidrégeno con el gen diana (hebra bien con sentido o antisentido), mas preferentemente, el tramo de
nucledtidos sustancialmente contiguos tiene, en orden de preferencia creciente, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 % de identidad de secuencia con el gen diana (hebra bien con sentido o
antisentido). No se requiere una secuencia de acido nucleico que codifique un polipéptido (funcional) para los
diversos procedimientos analizados en el presente documento para la reduccién o la eliminacién sustancial de la
expresion de un gen endogeno.

Esta reduccion o eliminacion sustancial de la expresién se puede lograr usando herramientas y técnicas habituales.
Un procedimiento preferido para la reduccién o eliminacion sustancial de la expresion del gen endégeno es mediante
la introduccion y expresion en una planta de una construccion genética en la que el acido nucleico (en este caso, un
tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos derivados del gen interés o de cualquier acido nucleico capaz de
codificar un ortélogo, paralogo u homélogo de una cualquiera de las proteinas de interés) se clona como una
repeticion invertida (en parte o completamente), separada por un espaciador (ADN no codificante).

En dicho procedimiento preferido, la expresion del gen enddégeno se reduce o se elimina sustancialmente a través
del silenciamiento mediado por ARN usando una repeticion invertida de un acido nucleico o una parte del mismo (en
este caso, un tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés o de cualquier acido
nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homdlogo de la proteina de interés), preferentemente capaz de
formar una estructura de horquilla. La repeticiéon invertida se clona en un vector de expresidon que comprende
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secuencias de control. Una secuencia de acido nucleico de ADN no codificante (un espaciador, por ejemplo, un
fragmento de la region de enlace a la matriz (MAR), un intrén, un policonector, etc.) se sitia entre los dos acidos
nucleicos invertidos formando la repeticién invertida. Tras la transcripcién de la repeticién invertida, se forma un ARN
quimérico con una estructura autocomplementaria (parcial o completa). Esta estructura de ARN bicatenario se
denomina ARN de horquilla. EI ARN de horquilla es procesado por la planta en ARNip que se incorporan a un
complejo silenciador inducido por ARN (RISC). El RISC escinde ademas las transcripciones de ARNm, reduciendo
sustancialmente de ese modo el nimero de transcripciones de ARNm que se van a traducir en polipéptidos. Para
detalles adicionales generales, véanse, por ejemplo, Grierson et al. (1998) WO 98/53083; Waterhouse et al. (1999)
WO 99/53050).

El comportamiento de los procedimientos descritos en el presente documento no se basa en la introduccioén y la
expresion en una planta de una construccion genética en la que el acido nucleico se clona como una repeticion
invertida, sino que, para alcanzar los mismos efectos, se pueden usar uno cualquiera o mas procedimientos de
"silenciamiento génico" bien conocidos.

Uno de dichos procedimientos para la reduccién de la expresion de un gen enddgeno es el silenciamiento mediado
por ARN de la expresion del gen (regulacion negativa). El silenciamiento en este caso es desencadenado en una
planta por una secuencia de ARN bicatenario (ARNbc) que es sustancialmente similar al gen endégeno diana. Este
ARNbc es procesado adicionalmente por la planta en de aproximadamente 20 a aproximadamente 26 nucledtidos
denominados ARN interferentes pequefios (ARNip). Los ARNip se incorporan en un complejo silenciador inducido
por ARN (RISC) que escinde la transcripciéon de ARNm del gen diana enddgeno, reduciendo sustancialmente de ese
modo el numero de transcripciones de ARNm que se van a traducir en un polipéptido. Preferentemente, la secuencia
de ARN bicatenario corresponde a un gen diana.

Otro ejemplo de procedimiento de silenciamiento por ARN implica la introduccion de secuencias de acido nucleico o
partes de las mismas (en este caso, un tramo de nucleétidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés
o de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homélogo de la proteina de interés) en una
orientacion con sentido en una planta. "Orientacién con sentido" se refiere a una secuencia de ADN que es
homdloga a una transcripcion de ARNm de la misma. Introducida en una planta seria, por tanto, al menos una copia
de la secuencia de acido nucleico. La secuencia de acido nucleico adicional reducira la expresién del gen endégeno,
dando lugar a un fenémeno conocido como cosupresion. La reduccion de la expresion génica sera mas pronunciada
si se introducen en la planta varias copias adicionales de una secuencia de acido nucleico, ya que hay una
correlacion positiva entre los altos niveles de transcripciones y el desencadenamiento de la cosupresion.

Otro ejemplo de un procedimiento de silenciamiento por ARN implica el uso de secuencias de acido nucleico
antisentido. Una secuencia de acido nucleico "antisentido" comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a una secuencia de acido nucleico "con sentido" que codifica una proteina, es decir,
complementaria a la hebra codificante de una molécula de ADNc bicatenario o complementaria a una secuencia de
transcripcion de ARNm. Preferentemente, la secuencia de acido nucleico antisentido es complementaria al gen
enddgeno que se va a silenciar. La complementariedad puede estar situada en la "region codificante" y/o en la
"region no codificante” de un gen. La expresion "region codificante” se refiere a una regién de la secuencia de
nucledtidos que comprende codones que se traducen en restos de aminoacido. La expresion "region no codificante”
se refiere a secuencias 5 y 3’ que franquean la region codificante que se transcriben, pero no se traducen en
aminoacidos (también denominadas regiones no traducidas 5’y 3’).

Las secuencias de acido nucleico antisentido se pueden disefiar de acuerdo con las reglas de apareamiento de
bases de Watson y Crick. La secuencia de acido nucleico antisentido puede ser complementaria a toda la secuencia
de acido nucleico (en este caso, un tramo de nucledtidos sustancialmente contiguos derivados del gen de interés o
de cualquier acido nucleico capaz de codificar un ortélogo, paralogo u homologo de la proteina de interés), pero
también puede ser un oligonucledtido que sea antisentido a solo una parte de la secuencia de acido nucleico
(incluyendo la UTR 5 y 3 de ARNm). Por ejemplo, la secuencia oligonucleotidica antisentido puede ser
complementaria a la regién que rodea el sitio de inicio de la traduccién de una transcripcion de ARNm que codifica
un polipéptido. La longitud de una secuencia oligonucleotidica antisentido adecuada se conoce en la técnica y puede
comenzar desde aproximadamente 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15 o 10 nucledtidos de longitud o menos. Se puede
construir una secuencia de acido nucleico antisentido usando sintesis quimica y reacciones de ligacién enzimaticas
usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico antisentido (por
ejemplo, una secuencia oligonucleotidica antisentido) se puede sintetizar quimicamente usando nucledtidos
naturales o nucleétidos diversamente modificados disefiados para aumentar la estabilidad biolégica de las moléculas
o para aumentar la estabilidad fisica del duplex formado entre las secuencias de acido nucleico antisentido y con
sentido, pudiéndose usar, por ejemplo, derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos con acridina. Los
ejemplos de nucledtidos modificados que se pueden usar para generar las secuencias de acido nucleico antisentido
son muy conocidos en la técnica. Las modificaciones de nucleétidos conocidas incluyen metilacion, ciclacion y
“protecciones”, y la sustitucion de uno o mas de los nucleotidos naturales con un analogo tal como inosina. Otras
modificaciones de nucledétidos son muy conocidas en la técnica.

La secuencia de acido nucleico antisentido se puede producir biolégicamente usando un vector de expresion en el
que una secuencia de acido nucleico se ha subclonado en una orientacién antisentido (es decir, el ARN transcrito a
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partir del acido nucleico insertado sera de una orientacion antisentido con respecto a un acido nucleico diana de
interés). Preferentemente, la produccion de secuencias de acido nucleico antisentido en plantas se produce por
medio de una construccion de acido nucleico integrada de manera estable que comprende un promotor, un
oligonucledtido antisentido conectado operativamente y un terminador.

Las moléculas de acido nucleico usadas para el silenciamiento en los procedimientos descritos en el presente
documento (bien introducidas en una planta o generadas in situ) se hibridan con o se unen a transcripciones de
ARNm y/o ADN gendmico que codifica un polipéptido para inhibir de ese modo la expresion de la proteina, por
ejemplo, inhibiendo la transcripcion y/o la traduccion. La hibridacion puede ser mediante complementariedad de
nucledtidos convencional para formar un duplex estable o, por ejemplo, en el caso de una secuencia de acido
nucleico antisentido que se une a duplex de ADN, a través de interacciones especificas en la hendidura principal de
la doble hélice. Las secuencias de acido nucleico antisentido se pueden introducir en una planta mediante
transformacion o inyeccion directa en una zona de tejido especifica. Como alternativa, las secuencias de acido
nucleico antisentido se pueden modificar con respecto a células diana seleccionadas y, a continuacion,
administrarse sistémicamente. Por ejemplo, para la administracion sistémica, las secuencias de acido nucleico
antisentido se pueden modificar de modo que se unan especificamente a receptores o antigenos expresados sobre
una superficie celular seleccionada, por ejemplo, mediante el enlace de la secuencia de acido nucleico antisentido a
péptidos o anticuerpos que se unen a receptores o antigenos de la superficie celular. Las secuencias de acido
nucleico antisentido también se pueden administrar a las células usando los vectores descritos en el presente
documento.

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

La reduccién o la eliminaciéon sustancial de la expresion de un gen enddégeno también se puede realizar usando
ribozimas. Las ribozimas son moléculas de ARN cataliticas con actividad de ribonucleasa que son capaces de
escindir una secuencia de acido nucleico monocatenaria, tal como un ARNm, con la que tienen una region
complementaria. Asi pues, las ribozimas (por ejemplo, las ribozimas de cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y
Gerlach (1988) Nature 334, 585-591)) se pueden usar para escindir cataliticamente transcripciones de ARNm que
codifican un polipéptido, reduciendo de ese modo sustancialmente el nimero de transcripciones de ARNm que se ha
de traducir en un polipéptido. Se puede disefiar una ribozima que tenga especificidad hacia una secuencia de acido
nucleico (véanse, por ejemplo: la patente de EE.UU. N° 4.987.071 de Cech et al. y la patente de EE.UU. N°
5.116.742 de Cech et al.). Como alternativa, se pueden usar transcripciones de ARNm correspondientes a una
secuencia de acido nucleico para seleccionar un ARN catalitico que tenga una actividad de ribonucleasa especifica
de un conjunto de moléculas de ARN (Bartel y Szostak (1993) Science 261, 1411-1418). El uso de ribozimas para el
silenciamiento génico en plantas se conoce en la técnica (por ejemplo, WO 94/00012 de Atkins et al. (1994); WO
95/03404 de Lenne et al. (1995); WO 00/00619 de Lutziger et al. (2000); WO 97/13865 de Prinsen ef al. (1997) y
WO 97/38116 de Scott et al. (1997)).

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

El silenciamiento génico también se puede producir si hay una mutacion en un gen endégeno y/o una mutacién en
un gen aislado/acido nucleico introducido posteriormente en una planta. La reduccién o la eliminaciéon sustancial
pueden estar provocadas por un polipéptido no funcional. Por ejemplo, un polipéptido se puede unir a diversas
proteinas interactivas; una o mas mutaciones y/o truncamientos pueden proporcionar, por tanto, un polipéptido que
siga siendo capaz de unirse a proteinas interactivas (tales como proteinas receptoras), pero que no pueda presentar
su funcién normal (tal como ligando de sefalizacion).

Una metodologia adicional para el silenciamiento génico es la direcciéon de secuencias de acido nucleico
complementarias a la region reguladora del gen (por ejemplo, el promotor y/o los potenciadores) para formar
estructuras de triple hélice que eviten la transcripcion del gen en células diana. Véanse Helene, C., Anticancer Drug
Res. 6, 569-84, 1991; Helene et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 660, 27-36 1992; y Maher, L. J. Bioassays 14, 807-15,
1992,

Otros procedimientos, tales como el uso de anticuerpos dirigidos a un polipéptido enddgeno para inhibir su funcion
en la planta, o la interferencia en la via de sefalizacion en la que participa un polipéptido, seran muy conocidos para
el experto. En particular, se puede prever la utilidad de moléculas artificiales para inhibir la funcién biolégica de un
polipéptido diana o para interferir con la via de sefializacién en la que participa el polipéptido diana.

Como alternativa, se puede establecer un programa de rastreo para identificar, en una poblaciéon de plantas,
variantes naturales de un gen, variantes que codifican polipéptidos con actividad reducida. Dichas variantes
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naturales también se pueden usar, por ejemplo, para realizar recombinacion homéloga.

Se pueden usar microARN (miARN) artificiales y/o naturales para desactivar la expresiéon génica y/o la traduccion del
ARNmM. Los miARN enddgenos son ARN pequefios monocatenarios normalmente de 19-24 nucleétidos de longitud.
Funcionan principalmente para regular la expresion génica y/o la traduccion del ARNm. La mayoria de los microARN
(miARN) de planta tienen una complementariedad perfecta o casi perfecta con sus secuencias diana. Sin embargo,
hay dianas naturales con hasta cinco faltas de coincidencia. Se procesan a partir de ARN no codificantes mas largos
con estructuras replegadas caracteristicas mediante RNasas bicatenarias especificas de la familia Dicer. Tras el
procesamiento, se incorporan en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC) uniéndose a su componente
principal, una proteina Argonauta. Los miARN sirven como los componentes de especificidad de RISC, ya que
tienen apareamiento de bases con acidos nucleicos diana, principalmente ARNm, en el citoplasma. Los hechos
reguladores posteriores incluyen la escision y destruccion y/o la inhibicion de la traduccion del ARNm diana. Por lo
tanto, los efectos de la sobreexpresion del miARN se reflejan a menudo en niveles de ARNm reducidos de los genes
diana.

Los microARN artificiales (miARNa), que tienen normalmente 21 nucleétidos de longitud, se pueden disefiar
mediante ingenieria genética de forma especifica para regular negativamente la expresion génica de genes de
interés individuales o multiples. Los determinantes de la seleccion como diana de microARN vegetal son muy
conocidos en la técnica. Se han definido parametros empiricos para el reconocimiento de dianas, y se pueden usar
para ayudar en el disefio de miARNa especificos, (Schwab et al., Dev. Cell 8, 517-527, 2005). También estan
disponibles para el publico herramientas convenientes para el disefio y la generacién de miARNa y sus precursores,
(Schwab et al., Plant Cell 18, 1121-1133, 2006).

Para un realizacion 6ptima, las técnicas de silenciamiento génico usadas para reducir la expresion en una planta de
un gen endogeno requieren el uso de secuencias de acido nucleico procedentes de plantas monocotileddneas para
la transformacion de plantas monocotiledéneas, y procedentes de plantas dicotiledoneas para la transformacion de
plantas dicotiledéneas. Preferentemente, una secuencia de acido nucleico procedente de cualquier especie de
planta dada se introduce en la misma especie. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico procedente del arroz
se transforma en una planta de arroz. Sin embargo, no es un requisito indispensable que la secuencia de acido
nucleico que se vaya a introducir proceda de la misma especie vegetal que la planta en la que se introduce. Basta
con que haya una homologia sustancial entre el gen diana endégeno y el acido nucleico que se vaya a introducir.

Se describen anteriormente ejemplos de diversos procedimientos para la reduccion o la eliminacion sustancial de la
expresion en una planta de un gen enddgeno. Un experto en la materia seria capaz de adaptar facilmente los
procedimientos mencionados anteriormente para el silenciamiento con el fin de realizar la reduccién de la expresién
de un gen enddgeno en una planta entera o en partes de la misma mediante el uso de un promotor apropiado, por
ejemplo.

El término "introduccién" o "transformacion", al que se hace referencia en el presente documento, engloba la
transferencia de un polinucledtido exégeno en una célula huésped, independientemente del procedimiento usado
para la transferencia. El tejido vegetal capaz de una propagacion clonal posterior, ya sea mediante organogénesis o
embriogénesis, se puede transformar con una construccion genética de la presente invencion, regenerandose la
planta entera a partir del mismo. El tejido elegido en particular variara dependiendo de los sistemas de propagacion
clonal disponibles y mas adecuados para la especie que se esté transformando en concreto. Los ejemplos de dianas
tisulares incluyen discos foliares, polen, embriones, cotiledones, hipocétilos, megagametofitos, tejido calloso, tejido
meristematico existente (por ejemplo, meristemo apical, yemas axilares y meristemos radiculares), y tejido
meristematico inducido (por ejemplo, meristemo de cotiledones y meristemo de hipocétilos). El polinucledtido se
puede introducir transitoria o establemente en una célula huésped y puede mantenerse no integrado, por ejemplo,
como un plasmido. Como alternativa, puede integrarse en el genoma huésped. La célula vegetal transformada
resultante se puede usar a continuacién para regenerar una planta transformada de una manera conocida por los
expertos en la materia.

La transferencia de genes foraneos al genoma de una planta se denomina transformacion. La transformacion de una
especie vegetal actualmente es una técnica bastante habitual. La ventaja es que se puede usar cualquiera de varios
procedimientos de transformacion para introducir el gen de interés en una célula antecesora adecuada. Los
procedimientos descritos para la transformacion y regeneracion de plantas a partir de tejidos vegetales o células
vegetales se pueden usar para la transformacion transitoria o estable. Los procedimientos de transformacion
incluyen el uso de liposomas, electroporacion, productos quimicos que aumentan la captacion de ADN libre,
inyeccion del ADN directamente en la planta, bombardeo con pistola de particulas, transformacion usando virus o
polen y microproyeccion. Los procedimientos se pueden seleccionar entre los procedimientos de
calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F. A. et al., (1982) Nature 296, 72-74; Negrutiu | et al. (1987) Plant
Mol Biol 8: 363-373); electroporacion de protoplastos (Shillito R. D. et al. (1985) Bio/Technol 3, 1099-1102;
microinyeccion en material vegetal (Crossway A et al., (1986) Mol. Gen Genet 202: 179-185); bombardeo de
particulas recubiertas con ADN o ARN (Klein T. M. et al, (1987) Nature 327: 70), infecciéon con virus (no
integradores) y similares. Las plantas transgénicas, incluyendo plantas de cultivo transgénicas, se producen
preferentemente a través de LA transformacién mediada por Agrobacterium. Un procedimiento de transformacion
ventajoso es la transformacion en planta. Con este fin, es posible, por ejemplo, permitir que las agrobacterias actien
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sobre las semillas de la planta o inocular en el meristemo de la planta agrobacterias. Ha demostrado ser
particularmente conveniente de acuerdo con la invencidn permitir que una suspension de agrobacterias
transformadas actue sobre la planta intacta o al menos sobre los primordios de las flores. Posteriormente, se cultiva
la planta hasta que se obtienen las semillas de la planta tratada (Clough y Bent, Plant J. (1998) 16, 735-743). Los
procedimientos para la transformacién mediada por Agrobacterium del arroz incluyen procedimientos muy conocidos
para la transformacion del arroz tales como los descritos en cualquiera de los siguientes: solicitud de patente
europea EP 1198985 A1, Aldemita y Hodges (“Planta” 199: 612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol Biol 22 (3): 491-
506, 1993), Hiel et al. (Plant J 6 (2): 271-282, 1994). En el caso de la transformacion del maiz, 14 (6): 745-50, 1996)
o Frame et al. (Plant Physiol 129 (1): 13-22, 2002). Dichos procedimientos se describen ademas a modo de ejemplo
en B. Jenes et al., “Techniques for Gene Transfer”, en: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S.
D. Kung y R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 y en Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42
(1991) 205-225). Los acidos nucleicos o la construccion que se van a expresar se clonan preferentemente en un
vector, que es adecuado para transformar Agrobacterium tumefaciens, por ejemplo, pBin19 (Bevan et al., Nucl.
Acids Res. 12 (1984) 8711). A continuacion, se pueden usar las agrobacterias transformadas por dicho vector de
manera conocida para la transformacioén de plantas, tales como plantas usadas como un modelo, como Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana, en el alcance de la presente invencion, no se considera una planta de cultivo), o plantas de
cultivo tales como, a modo de ejemplo, plantas de tabaco, por ejemplo, sumergiendo hojas machacadas u hojas
cortadas en una solucion de agrobacterias y, a continuacion, cultivandolas en un medio adecuado. La
transformacion de plantas por medio de Agrobacterium tumefaciens se describe, por ejemplo, por Hofgen y
Willmitzer en Nucl. Acid Res. (1988) 16, 9877 o se conoce, entre otros, a partir de F. F. White, “Vectors for Gene
Transfer in Higher Plants”; en Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S. D. Kung y R. Wu,
Academic Press, 1993, pag. 15-38.

Ademas de la transformacién de células somaticas, que luego se han de regenerar en plantas intactas, también es
posible transformar las células de meristemos vegetales y, en particular, aquellas células que se desarrollan en
gametos. En este caso, los gametos transformados siguen el desarrollo natural de la planta, dando lugar a plantas
transgénicas. Asi pues, por ejemplo, se tratan semillas de Arabidopsis con agrobacterias y se obtienen semillas de
plantas en desarrollo de las que una cierta parte se transforma, siendo asi transgénicas [Feldman, K. A. y Marks M.
D. (1987). Mol Gen Genet 208:1-9; Feldmann K. (1992). En: C Koncz, N-H Chua y J Shell, eds, “Methods in
Arabidopsis Research”. Word Scientific, Singapur, pag. 274-289]. Los procedimientos alternativos se basan en la
retirada repetida de las inflorescencias y la incubacion de la zona de escision en el centro de la roseta con
agrobacterias transformadas, con lo que asimismo se pueden obtener semillas transformadas en un punto temporal
posterior (Chang (1994). Plant J. 5: 551-558; Katavic (1994). Mol Gen Genet, 245: 363-370). Sin embargo, un
procedimiento especialmente eficaz es el procedimiento de infiltraciéon al vacio con sus modificaciones, tal como el
procedimiento del "bafio floral". En el caso de la infiltracion al vacio de Arabidopsis, se tratan plantas intactas bajo
presion reducida con una suspension agrobacteriana [Bechthold, N. (1993). C. R. Acad Sci Paris Life Sci, 316: 1194-
1199], mientras que en el caso del procedimiento del "bafio floral", el tejido floral en desarrollo se incuba brevemente
con una suspension agrobacteriana tratada con tensioactivo [Clough, S. J. y Bent, A. F. (1998). The Plant J. 16, 735-
743]. En ambos casos, se recoge una cierta proporcion de semillas transgénicas, y estas semillas se pueden
distinguir de las semillas no transgénicas al crecer en las condiciones selectivas descritas anteriormente. Ademas, la
transformacion estable de plastidios es ventajosa debido a que los plastidios son hereditarios maternalmente en la
mayoria de las cosechas reduciendo o eliminando el riesgo de flujo de transgenes a través del polen. Por lo general,
la transformacion del genoma de los cloroplastos se alcanza mediante un procedimiento que se ha presentado
esquematicamente en Klaus ef al., 2004 [Nature Biotechnology 22 (2), 225-229]. En resumen, las secuencias que se
van a transformar se clonan junto con un gen marcador seleccionable entre secuencias de flanqueo homoélogas al
genoma del cloroplasto. Estas secuencias de flanqueo homadlogas dirigen la integracion especifica para el sitio en el
plastoma. La transformacion plastidica se ha descrito para muchas especies de plantas diferentes y en Bock (2001)
“Transgenic plastids in basic research and plant biotechnology”. J Mol Biol. 21 de septiembre de 2001; 312(3):425-38
o Malign, P. (2003) “Progress towards commercialization of plastid transformation technology”. Trends Biotechnol.
21, 20-28, se ofrece una vision general. Se ha presentado recientemente un avance biotecnoldgico adicional en
forma de transformantes plastidicos exentos de marcador, que se pueden producir mediante un gen marcador
cointegrado transitorio (Klaus et al., 2004, Nature Biotechnology 22 (2), 225-229). Las células de las plantas
modificadas genéticamente se pueden regenerar mediante todos los procedimientos con los que el experto esta
familiarizado. Los procedimientos adecuados se pueden encontrar en las publicaciones anteriormente mencionadas
por S. D. Kung y R. Wu, Potrykus o Héfgen y Willmitzer.

En general, tras la transformacion, se seleccionan células vegetales o agrupaciones de células vegetales en busca
de la presencia de uno o mas marcadores que son codificados por genes expresables en plantas cotransferidos con
el gen de interés, tras lo que el material transformado se regenera en una planta entera. Para seleccionar plantas
transformadas, el material vegetal obtenido en la transformacion se somete, por regla general, a condiciones
selectivas de modo que las plantas transformadas se puedan distinguir de las plantas no transformadas. Por
ejemplo, las semillas obtenidas de la manera descrita anteriormente se pueden plantar y, tras un periodo de
crecimiento inicial, someterse a una selecciéon adecuada por pulverizaciéon. Una posibilidad adicional consiste en el
crecimiento de las semillas, en su caso después de la esterilizaciéon, en placas de agar usando un agente de
seleccién adecuado para que solo las semillas transformadas puedan crecer en las plantas. Como alternativa, las
plantas transformadas se exploran para detectar la presencia de un marcador seleccionable tal como los descritos
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anteriormente.

Tras la transferencia de ADN y la regeneracion, las plantas transformadas putativamente también se pueden
evaluar, por ejemplo, usando analisis Southern, en busca de la presencia del gen de interés, el nimero de copias y/o
la organizacién genémica. Como alternativa o ademas, se pueden monitorizar los niveles de expresion del ADN
recién introducido usando analisis Northern y/o Western, siendo ambas técnicas bien conocidas por los expertos
habituales en la materia.

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

Marcaje de activacion con ADN-T

El marcaje de activacion con ADN-T (Hayashi et al. Science (1992) 1350-1353) implica la insercion de ADN-T, que
contiene habitualmente un promotor (también puede ser un potenciador de la traduccién o un intrén), en la region
gendmica del gen de interés o 10 kb secuencia arriba o abajo de la region codificante de un gen en una
configuracion tal que el promotor dirija la expresion del gen diana. Por lo general, la regulacion de la expresion del
gen diana mediante su promotor natural se interrumpe, y el gen queda bajo el control del promotor recién
introducido. El promotor esta incluido normalmente en un ADN-T. Este ADN-T esta insertado aleatoriamente en el
genoma de la planta, por ejemplo, a través de infeccidon por Agrobacterium, y conduce a una expresion modificada
de los genes préximos al ADN-T insertado. Las plantas transgénicas resultantes muestran fenotipos dominantes
debido a la expresion modificada de los genes cercanos al promotor introducido.

TILLING

El término “TILLING” es la abreviatura de “Targeted Induced Local Lesions In Genomes” (Induccién Dirigida de
Lesiones Locales en el Genoma) y se refiere a una tecnologia de mutagénesis util para generar y/o identificar acidos
nucleicos que codifican proteinas con expresion y/o actividad modificada. El TILLING también permite la seleccion
de plantas que llevan dichas variantes mutantes. Estas variantes mutantes pueden presentar expresién modificada,
en fuerza o en localizacion o en tiempo (si las mutaciones afectan, por ejemplo, al promotor). Estas variantes
mutantes pueden presentar mayor actividad que la mostrada por el gen en su forma natural. El TILLING combina
mutagénesis de alta densidad con procedimientos de deteccion de alto rendimiento. Las etapas seguidas
tipicamente en el TILLING son: (a) mutagénesis EMS (Redei GP y Koncz C (1992) In Methods in Arabidopsis
Research, Koncz C, Chua NH, Schell J, eds. Singapore, World Scientific Publishing Co, paginas 16-82; Feldmann y
col., (1994) In Meyerowitz EM, Somerville CR, eds, Arabidopsis. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, paginas 137-172; Lightner J y Caspar T (1998) In J Martinez-Zapater, J Salinas, eds, Methods on
Molecular Biology, Vol. 82. Humana Press, Totowa, NJ, paginas 91-104); (b) preparacién y agrupamiento de ADN en
individuos; (c) amplificacion por PCR de una regién de interés; (d) desnaturalizaciéon e hibridacion para permitir la
formacion de heteroduplex; () DHPLC, donde la presencia de un heteroduplex en un grupo se detecta como un pico
extra en el cromatograma; (f) identificacion del mutante individual; y (g) secuenciacion del producto PCR mutante.
Los procedimientos de TILLING son bien conocidos en la técnica (McCallum y col., (2000) Nat Biotechnol 18: 455-
457; revisado por Stemple (2004) Nat Rev Genet 5(2): 145-50).

Recombinacion homdéloga

La recombinacion homoéloga permite la introduccion en un genoma de un acido nucleico seleccionado en una
posicion definida seleccionada. La recombinacién homologa es una tecnologia convencional utilizada rutinariamente
en ciencias bioldgicas para organismos inferiores tales como levaduras o el musgo Physcomitrella. Se han descrito
procedimientos para realizar recombinacién homéloga en plantas no solo para el modelo de plantas (Offringa y col.
(1990) EMBO J 9(10): 3077-84) sino también para plantas de cultivo, por ejemplo, arroz (Terada y col. (2002) Nat
Biotech 20(10): 1030-4; lida y Terada (2004) Curr Opin Biotech 15(2): 132-8), y existen estrategias que son
generalmente aplicables independientemente del organismo diana (Miller y col, Nature Biotechnol. 25, 778-785,
2007).

Rasgos relacionados con el rendimiento

Los rasgos relacionados con el rendimiento comprenden uno o mas entre momento de floracion temprano,
rendimiento, biomasa, rendimiento seminal, vigor temprano, indice de verdor, aumento de la tasa de crecimiento,
mejores rasgos agronomicos (tales como mejor eficacia del uso del agua), eficacia del uso del nitrégeno, etc.).
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Rendimiento

El término "rendimiento”, en general, significa una producciéon medible de valor econdémico, por lo general, en
relacion con un determinado cultivo, con una zona y con un periodo de tiempo. Cada parte de la planta contribuye
directamente al rendimiento en funcién de su nimero, tamafio y/o peso, o el rendimiento real es la produccion por
metro cuadrado para un cultivo y un afio, que se determina dividiendo la produccion total (incluyendo tanto la
produccion cosechada como la produccién valorada) entre los metros cuadrados plantados. Las expresiones
"rendimiento de una planta” y "rendimiento vegetal" se usan indistintamente en el presente documento y se entiende
que se refieren a la biomasa vegetal tal como la biomasa radicular y/o de los brotes, a los 6rganos reproductores y/o
a propagulos tales como semillas de esa planta.

Tomando como ejemplo el maiz, un aumento del rendimiento se puede manifestar como uno o mas de los
siguientes: aumento en el nimero de plantas establecidas por metro cuadrado, un aumento en el numero de
mazorcas por planta, un aumento en el numero de filas, nimero de granos por hilera, peso del grano, peso de mil
granos, longitud/diametro de la mazorca, aumento en la tasa de llenado de las semillas (que es el nimero de
semillas llenas dividido entre el nimero total de semillas y multiplicado por 100), entre otros. Tomando como ejemplo
el arroz, un aumento del rendimiento se puede manifestar como un aumento de uno o mas de los siguientes: numero
de plantas por metro cuadrado, nimero de paniculas por planta, longitud de las paniculas, numero de espiguillas por
panicula, numero de flores (floretes) por panicula, aumento en la tasa de llenado de las semillas (que es el nimero
de semillas llenas dividido entre el nimero total de semillas y multiplicado por 100), aumento del peso de mil granos,
entre otros. En el arroz, la tolerancia a la sumersion también puede dar lugar a un mayor rendimiento.

Momento de floracién temprano

Las plantas que tienen un "momento de floracién temprano" como se usa en el presente documento son plantas que
empiezan a florecer antes que las plantas de control. Por consiguiente, esta expresion se refiere a las plantas que
muestran un inicio mas precoz de la floraciéon. EI momento de floracién de las plantas se puede evaluar contando el
numero de dias ("tiempo hasta la floracion") entre la siembra y la emergencia de una primera inflorescencia. El
"momento de floracion" de una planta se puede determinar, por ejemplo, usando el procedimiento como se describe
en el documento WO 2007/093444.

Vigor temprano

El vigor temprano se refiere al crecimiento bien equilibrado sano activo, especialmente durante las fases tempranas
del crecimiento de la planta, y se puede deber a la mejor adecuacion de la planta debido, por ejemplo, a que las
plantas se adaptan mejor a su ambiente (es decir, que usan de manera 6ptima los recursos energéticos, y los
reparten entre los brotes y las raices). Las plantas que tienen vigor temprano también muestran una mayor
supervivencia de las plastulas y un mejor establecimiento de la cosecha, lo que a menudo se traduce en campos
muy uniformes (con la cosecha creciendo de un modo uniforme, es decir, con la mayoria de las plantas alcanzando
las diversas fases de desarrollo sustancialmente a la vez), y a menudo un rendimiento mejor y superior. Por lo tanto,
el vigor temprano se puede determinar midiendo diversos factores, tales como el peso de mil granos, el porcentaje
de germinacion, el porcentaje de emergencia, el crecimiento de las plantulas, la altura de las plantulas, la longitud de
las raices, la biomasa de la raices y los brotes, y muchos mas.

Aumento de la tasa de crecimiento

El aumento de la tasa de crecimiento puede ser especifico de una o mas partes de una planta (incluidas las
semillas), o puede ser sustancialmente en toda la planta. Las plantas que tienen una mayor tasa de crecimiento
pueden tener un ciclo de vida mas corto. El ciclo de vida de una planta puede significar el tiempo necesario para
crecer a partir de una semilla madura seca hasta la etapa en la que la planta ha producido semillas maduras secas,
similar al material de partida. Este ciclo de vida puede estar influido por factores tales como la velocidad de
germinacion, el vigor temprano, la tasa de crecimiento, el indice de verdor, el momento de floracién y la velocidad de
maduracioén de las semillas. El aumento de la tasa de crecimiento puede tener lugar en una o mas etapas del ciclo
de vida de una planta o durante sustancialmente todo el ciclo de vida de la planta. El aumento de la tasa de
crecimiento durante las primeras etapas del ciclo de vida de una planta puede reflejar un mayor vigor. El aumento de
la tasa de crecimiento puede alterar el ciclo de cosecha de una planta, permitiendo que las plantas sean sembradas
mas tarde y/o cosechadas antes de lo que seria posible (se puede obtener un efecto similar con un momento de
floracion mas temprano). Si la tasa de crecimiento se aumenta lo suficiente, puede permitir la siembra de mas
semillas de la misma especie vegetal (por ejemplo, la siembra y la cosecha de plantas de arroz seguidas de la
siembra y la cosecha de mas plantas de arroz, todo en un periodo de crecimiento convencional). Del mismo modo, si
la tasa de crecimiento se aumenta lo suficiente, puede permitir la siembra de mas semillas de diferentes especies de
plantas (por ejemplo, la siembra y la cosecha de plantas de maiz de, por ejemplo, la siembra y la cosecha opcional
de soja, patata o cualquier otra planta adecuada). También pueden ser posibles las recolecciones en otros
momentos del mismo rizoma en el caso de algunas plantas de cultivo. La alteracion del ciclo de cosecha de una
planta puede conducir a un aumento de la produccién anual de biomasa por metro cuadrado (debido a un aumento
del numero de veces (digamos en un afio) que cualquier planta en particular se puede cultivar y cosechar). Un
aumento en la tasa de crecimiento también puede permitir el cultivo de plantas transgénicas en una zona geografica
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mas amplia que sus homodlogos de tipo silvestre, pues las limitaciones territoriales para el crecimiento de un cultivo
suelen estar determinadas por las condiciones ambientales adversas, bien en el momento de la siembra (inicio de la
temporada) o en el momento de la cosecha (a finales de la temporada). Dichas condiciones adversas se pueden
evitar acortando el ciclo de cosecha. La tasa de crecimiento se puede determinar derivando diferentes parametros
de las curvas de crecimiento, pudiendo ser dichos parametros: T-Mid (el tiempo tomado por las plantas para
alcanzar el 50 % de su tamafio maximo) y T-90 (el tiempo tomado por las plantas para alcanzar el 90 % de su
tamafio maximo), entre otros.

Resistencia al estrés

Si la planta esta en condiciones sin estrés o si la planta esta expuesta a diferentes tipos de estrés en comparacion
con las plantas de control, se produce un aumento en el rendimiento y/o la tasa de crecimiento. Por lo general, las
plantas responden a la exposicion al estrés mediante un crecimiento mas lento. En condiciones de estrés severo, la
planta puede incluso dejar de crecer por completo. Por otro lado, el estrés leve se define en el presente documento
como cualquier estrés al que se exponga una planta que no haga que la planta deje de crecer por completo sin la
capacidad para reanudar el crecimiento. En el sentido de la invencion, el estrés leve conduce a una reduccion del
crecimiento de las plantas estresadas inferior al 40 %, 35 %, 30 % o 25 %, mas preferentemente inferior al 20 % o
15 % en comparacion con la planta de control en condiciones sin estrés. Debido a los avances en las practicas
agricolas (riego, fertilizacion, tratamientos con plaguicidas), normalmente, no se encuentran estreses severos en las
plantas cultivadas. Por consiguiente, el crecimiento comprometido inducido por el estrés leve es a menudo una
caracteristica no deseada en la agricultura. Los "estreses leves" son lo estreses bidticos y/o abioéticos (ambientales)
cotidianos a los que esta expuesta una planta. Los estreses abidticos se pueden deber a la sequia o al exceso de
agua, al estrés anaerobico, al estrés salino, a la toxicidad quimica, al estrés oxidativo y al calor, al frio o a las
temperaturas de congelacion.

Por lo general, los "estreses bidticos" son aquellos estreses causados por patdgenos, tales como bacterias, virus,
hongos, nematodos e insectos.

El "estrés abidtico" puede ser un estrés osmético causado por un estrés hidrico, por ejemplo, debido a la sequia,
estrés salino o estrés por congelacion. El estrés abidtico también puede ser un estrés oxidativo o estrés por frio. La
expresion "estrés por congelacion" pretende significar el estrés debido a las temperaturas de congelacion, es decir,
temperaturas a las que las moléculas de agua disponibles se congelan y se convierten en hielo. La expresion "estrés
por frio", también denominado "estrés escalofriante", pretende significar las bajas temperaturas, por ejemplo,
temperaturas por debajo de 10 grados, o preferentemente por debajo de 5 °C, pero a las que las moléculas de agua
no se congelan. Como se ha informado en Wang ef al. (Planta (2003) 218: 1-14), el estrés abiotico conduce a una
serie de cambios morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que afectan negativamente al crecimiento y a
la productividad de la planta. Se sabe que la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y el estrés oxidativo
estan interconectados y pueden provocar el crecimiento y el dafio celular a través de mecanismos similares.
Rabbani et al. (Plant Physiol (2003) 133: 1755-1767) describen un grado de "comunicacién" particularmente alto
entre el estrés por sequia y el estrés de alta salinidad. Por ejemplo, la sequia y/o la salinizacion se manifiestan
principalmente como estrés osmético, lo que produce la interrupcion de la homeostasis y la distribucion de iones en
la célula. El estrés oxidativo, que con frecuencia acompana al estrés por alta o baja temperatura, por salinidad o por
sequia, puede provocar la desnaturalizacion de las proteinas funcionales y estructurales. Por consiguiente, estos
diversos estreses ambientales a menudo activan vias de sefializacion celulares y respuestas celulares similares,
tales como la produccion de proteinas de estrés, la regulacion positiva de los antioxidantes, la acumulacion de
solutos compatibles y detencion del crecimiento. La expresion "condiciones sin estrés", como se usa en el presente
documento, son las condiciones ambientales que permitan un crecimiento éptimo de las plantas. Los expertos en la
materia conocen las condiciones del suelo y las condiciones climaticas normales para un determinado lugar. Las
plantas con condiciones 6ptimas de crecimiento, (cultivadas en condiciones sin estrés) normalmente producen por
orden creciente de preferencia al menos el 97 %, 95 %, 92 %, 90 %, 87 %, 85 %, 83 %, 80 %, 77 % 0 75 % de la
producciéon media de dicha planta en un entorno dado. La produccién media se puede calcular en base a la cosecha
y/o a la estacion. Los expertos en la materia conocen las producciones medias de un cultivo.

En particular, los procedimientos de la presente invenciéon se pueden realizar en condiciones sin estrés. En un
ejemplo, los procedimientos de la presente invencidon se pueden realizar en condiciones sin estrés tales como la
sequia leve, dando plantas que tienen un mayor rendimiento con respecto a las plantas de control.

En otra realizacién, los procedimientos segun lo descrito en el presente documento se pueden realizar en
condiciones de estrés.

En un ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar en condiciones de estrés
tales como sequia, dando plantas que tienen un mayor rendimiento con relacién a las plantas de control. En otro
ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar en condiciones de estrés tales
como déficit de nutrientes para dar plantas que tienen mayor rendimiento con respecto a las plantas de control.

El déficit de nutrientes puede provocar una falta de nutrientes tales como nitrégeno, fosfatos y otros compuestos que
contienen fésforo, potasio, calcio, magnesio, manganeso, hierro y boro, entre otros.
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En otro ejemplo mas, los procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar en condiciones de
estrés tales como el estrés salino para dar plantas que tienen mayor rendimiento con respecto a las plantas de
control. La expresion “estrés salino” no se limita a la sal comun (NaCl), sino que puede ser una cualquiera o mas de
entre: NaCl, KClI, LiCl, MgCl,, CaCl,, entre otros.

En otro ejemplo mas, los procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar en condiciones de
estrés tales como el estrés por frio o el estrés por congelacion para dar plantas que tienen mayor rendimiento con
respecto a las plantas de control.

Aumento/mejora/potenciacion

Los términos "aumento", "mejora" o "potenciacion" son intercambiables y significaran en el sentido de la solicitud al
menos un 3 %, 4 %, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% o 10 %, preferentemente al menos un 15 % o 20 %, mas
preferentemente 25 %, 30 %, 35 % o 40 % mas de rendimiento y/o crecimiento en comparacion con las plantas de
control segun lo definido en el presente documento.

Rendimiento seminal

El aumento del rendimiento de las semillas se puede manifestar como uno o mas de los siguientes:

(a) un aumento en la biomasa seminal (peso total de las semillas) que puede ser a nivel de cada semilla y/o por
planta y/o por metro cuadrado;

(b) aumento del nimero de flores por planta;

(c) aumento del nimero de semillas y/o aumento del nimero de semillas llenas;

(d) aumento de la tasa de llenado de las semillas (que se expresa como la proporcidon entre el nimero de
semillas llenas dividido entre el nimero total de semillas);

(e) aumento del indice de recoleccion, que se expresa como la proporcion del rendimiento de las partes
recolectables, tales como las semillas, dividido entre la biomasa total; y

(f) aumento del peso de mil granos (TKW), que se extrapola del numero de semillas llenas contadas y su peso
total. Un aumento del TKW se puede deber a un aumento del tamafio de las semillas y/o del peso de las
semillas, y también se puede deber al aumento del tamafio de los embriones y/o los endospermos.

Un aumento del rendimiento seminal también se puede manifestar como un aumento del tamafo de las semillas y/o
del volumen de las semillas. Por otra parte, un aumento del rendimiento de las semillas también se puede manifestar
como un aumento de la superficie de las semillas y/o de la longitud de las semillas y/o de la anchura de las semillas
y/o del perimetro de las semillas.

indice de verdor

El “indice de verdor” como se usa en el presente documento se calcula a partir de imagenes digitales de plantas.
Para cada pixel que pertenece al objeto de la planta sobre la imagen, se calcula la proporcién del valor verde frente
al valor rojo (en el modelo RGB por el que se codifica el color). El indice de verdor se expresa como el porcentaje de
pixeles por el que la proporciéon con verde con respecto a rojo supera un umbral determinado. En condiciones de
crecimiento normales, en condiciones de crecimiento de estrés salino y en condiciones de crecimiento de
disponibilidad de nutrientes reducido, el indice de verdor de las plantas se mide en la ultima imagen antes de la
floraciéon. Por otro lado, en condiciones de crecimiento de estrés por sequia, el indice de verdor de las plantas se
mide en la primera imagen después de la sequia.

Biomasa

El término "biomasa", como se usa en el presente documento, pretende referirse al peso total de una planta. Dentro
de la definicién de biomasa, se puede hacer una distincién entre la biomasa de una o mas partes de una planta, que
puede incluir:

- partes (cosechables) aéreas tales como, pero sin limitacion, biomasa de los brotes, biomasa seminal, biomasa
folicular, etc., y/o

- partes (cosechables) por debajo del suelo tales como, pero sin limitacion, la biomasa radicular, etc., y/o

- biomasa vegetativa tal como la biomasa radicular, la biomasa de los brotes, etc., y/o

- o6rganos reproductores y/o

- propagulos tales como las semillas.

Reproduccion asistida por marcadores

Dichos programas de reproduccion algunas veces requieren la introduccion de variacion alélica mediante tratamiento
mutagénico de las plantas, usando por ejemplo mutagénesis EMS; como alternativa, el programa puede iniciar con
una coleccion de variantes alélicas de lo que se denomina origen "natural" causado involuntariamente. La
identificacion de variantes alélicas tiene lugar entonces, por ejemplo, mediante PCR. A esto, le sigue una etapa de
seleccion de variantes alélicas superiores de la secuencia en cuestion y que dan un mayor rendimiento. Por lo
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general, la seleccion se lleva a cabo mediante el control del rendimiento del crecimiento de las plantas que contienen
diferentes variantes alélicas de la secuencia en cuestién. El rendimiento de crecimiento se puede monitorizar en un
invernadero o en el campo. Otras etapas opcionales incluyen el cruce de las plantas en las que la variante alélica
superior se identific6 con otra planta. Esto se podria usar, por ejemplo, para realizar una combinacion de
caracteristicas fenotipicas interesantes.

Uso como sondas en (cartografia de genes)

El uso de acidos nucleicos que codifican la proteina de interés para la cartografia genética y fisica de los genes solo
requiere una secuencia de acido nucleico de al menos 15 nucledtidos de longitud. Estos acidos nucleicos se pueden
usar como marcadores del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Las transferencias
Southern (Sambrook J., Fritsch E. F. y Maniatis T. (1989) “Molecular Cloning, A Laboratory Manual’) de ADN
gendmico de la planta digerido por restriccion se pueden sondar con los acidos nucleicos que codifican la proteina
de interés. A continuacion, se pueden someter los patrones de bandas resultantes a andlisis genéticos usando
programas informaticos tales como MapMaker (Lander et al (1987) Genomics 1:174-181) con el fin de construir un
mapa genético. Ademas, los acidos nucleicos se pueden usar para sondar transferencias Southern que contienen
ADN genomicos tratados con endonucleasas de restriccion de un conjunto de individuos que representan a los
padres y la progenie de un cruce genético definido. Se observa la segregacion de los polimorfismos de ADN y se
usa para calcular la posicion del acido nucleico que codifica la proteina de interés en el mapa genético previamente
obtenido usando esta poblacién (Botstein et al. (1980) Am. J. Hum. Genet. 32: 314-331).

La produccion y el uso de sondas derivadas de genes vegetales para su uso en la cartografia genética se describe
en Bernatzky y Tanksley (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4: 37-41. Numerosas publicaciones describen la cartografia
genética de clones de ADNc especificos usando la metodologia descrita anteriormente o variaciones de la misma.
Para la cartografia, se pueden usar, por ejemplo, poblaciones de entrecruzamiento F2, poblaciones de
retrocruzamiento, poblaciones apareadas al azar, lineas isogénicas cercanas y otros grupos de individuos. Dichas
metodologias son bien conocidas por los expertos en la materia.

Para la cartografia fisica, también se pueden usar las sondas de acido nucleico (es decir, la colocacion de
secuencias en mapas fisicos; véase Hoheisel et al en: “Non-mammalian Genomic Analysis: A Practical Guide”,
Academic press 1996, pag. 319-346, y las referencias citadas en la misma).

En otra realizacion, las sondas de acido nucleico se pueden usar en la cartografia por fluorescencia directa de
hibridacion in situ (FISH) (Trask (1991) Trends Genet. 7: 149-154). Aunque los procedimientos actuales de
cartografia FISH favorecen el uso de grandes clones (varios kb a varios cientos de kb; véase Laan ef al (1995)
Genome Res. 5: 13-20), las mejoras en la sensibilidad pueden permitir la realizacién de la cartografia FISH usando
sondas mas cortas.

Se puede llevar a cabo una variedad de procedimientos basados en la amplificacién de acido nucleico para la
cartografia genética y fisica usando los acidos nucleicos. Los ejemplos incluyen la amplificacion especifica del alelo
(Kazazian (1989) J. Lab. Clin. Med 11:95-96), el polimorfismo de fragmentos amplificados por PCR (CAPS; Sheffield
et al (1993) Genomics 16: 325-332), ligacion especifica del alelo (Landegren et al (1988) Science 241:1077-1080),
reacciones de extension de nucleotidos (Sokolov (1990) Nucleic Acid Res. 18:3671), cartografia hibrida por radiacion
(Walter et al (1997) Nat. Genet. 7:22-28) y la cartografia feliz (Dear y Cook (1989) Nucleic Acid Res. 17: 6795-6807).
Para estos procedimientos, se usa la secuencia de un acido nucleico para disefiar y producir pares de cebadores
para su uso en la reaccidon de amplificacion o en reacciones de extensién del cebador. El disefio de dichos
cebadores es bien conocido para los expertos en la materia. En los procedimientos que emplean la cartografia
genética basada en PCR, puede ser necesario identificar diferencias en la secuencia de ADN entre los padres del
cruce cartografico en la region correspondiente a la secuencia de acido nucleico instantanea. Esto, sin embargo,
generalmente no es necesario para los procedimientos de cartografia.

Planta

El término "planta”, como se usa en el presente documento, engloba plantas enteras, antecesores y progenie de las
plantas y partes de plantas, incluyendo semillas, brotes, tallos, hojas, raices (incluyendo tubérculos), flores y tejidos
y 6rganos, comprendiendo cada uno de los mencionados anteriormente el gen/acido nucleico de interés. El término
"planta” también engloba células vegetales, cultivos en suspension, tejido calloso, embriones, regiones
meristematicas, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas, comprendiendo, de nuevo, cada uno de los
mencionados anteriormente el gen/acido nucleico de interés.

Las plantas que son particularmente utiles en los procedimientos de la invencion incluyen todas las plantas que
pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular, plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas incluyendo
legumbres para pasto o forraje, plantas ornamentales, cosechas alimenticias, arboles o arbustos seleccionados de la
lista que comprende Acer sp., Actinidia sp., Abelmoschus sp., Agave sisalana, Agropyron sp., Agrostis stolonifera,
Allium sp., Amaranthus sp., Ammophila arenaria, Ananas comosus, Annona sp., Apium graveolens, Arachis sp.,
Artocarpus sp., Asparagus officinalis, Avena sp. (por ejemplo, Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena
fatua var. sativa, Avena hybrida), Averrhoa carambola, Bambusa sp., Benincasa hispida, Bertholletia excelsea, Beta
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vulgaris, Brassica sp. (por ejemplo, Brassica napus, Brassica rapa ssp. [colza, colza de semilla oleaginosa, nabina]),
Cadaba farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Cannabis sativa, Capsicum sp., Carex elata, Carica papaya,
Carissa macrocarpa, Carya sp., Carthamus tinctorius, Castanea sp., Ceiba pentandra, Cichorium endivia,
Cinnamomum sp., Citrullus lanatus, Citrus sp., Cocos sp., Coffea sp., Colocasia esculenta, Cola sp., Corchorussp.,
Coriandrumsativum, Corylussp., Crataegussp., Crocussativus, Cucurbitasp., Cucumissp., Cynara sp., Daucus carota,
Desmodium sp., Dimocarpus longan, Dioscorea sp., Diospyros sp., Echinochloa sp., Elaeis (por ejemplo,
Elaeisguineensis, Elaeis oleifera), Eleusine coracana, Eragrostis tef, Erianthus sp., Eriobotryajaponica, Eucalyptus
sp., Eugenia uniflora, Fagopyrum sp., Fagus sp., Festuca arundinacea, Ficus carica, Fortunella sp., Fragaria sp.,
Ginkgo biloba, Glycine sp. (por ejemplo, Glycine max, Soja hispida or Soja max), Gossypium hirsutum, Helianthus
sp. (por ejemplo, Helianthus annuus), Hemerocallis fulva, Hibiscus sp., Hordeum sp. (por ejemplo, Hordeum
vulgare), Ipomoea batatas, Juglans sp., Lactuca sativa, Lathyrus sp., Lens culinaris, Linum usitatissimum, Litchi
chinensis, Lotus sp., Luffa acutangula, Lupinus sp., Luzula sylvatica, Lycopersicon sp. (por ejemplo, Lycopersicon
esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon pyriforme), Macrotyloma sp., Malus sp., Malpighia
emarginata, Mammea americana, Mangifera indica, Manihot sp., Manilkara zapota, Medicago sativa, Melilotus
Nicotiana sp., Olea sp., Opuntia sp., Ornithopus sp., Oryza sp. (por ejemplo, Oryza sativa, Oryza latifolia), Panicum
miliaceum, Panicum virgatum, Passiflora edulis, Pastinaca sativa, Pennisetum sp., Persea sp., Petroselinum crispum,
Phalaris arundinacea, Phaseolus sp., Phleum pratense, Phoenix sp., Phragmitesaustralis, Physalissp., Pinussp.,
Pistacia vera, Pisum sp., Poa sp., Populus sp., Prosopis sp., Prunus sp., Psidium sp., Punica granatum, Pyrus
communis, Quercus sp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum, Ribes sp., Ricinus communis, Rubus sp.,
Saccharum sp., Salix sp., Sambucus sp., Secale cereale, Sesamum sp., Sinapis sp., Solanum sp. (por ejemplo,
Solanum tuberosum, Solanum integrifolium o Solanum lycopersicum), Sorghum bicolor, Spinacia sp., Syzygium sp.,
Tagetes sp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, Trifolium sp., Tripsacum dactyloides, Triticosecalerimpaui,
Triticum sp. (por ejemplo, Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum macha,
Triticum sativum, Triticum monococcum or Triticum vulgare), Tropaeolum minus, Tropaeolum majus, Vaccinium sp.,
Vicia sp., Vigna sp., Viola odorata, Vitis sp., Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus sp., entre otras.

Planta/s de control

La eleccion de las plantas de control adecuadas es una parte rutinaria de un entorno experimental, y puede incluir
las correspondientes plantas de tipo silvestre o las correspondientes plantas sin el gen de interés. Por lo general, la
planta de control es de la misma especie vegetal o incluso de la misma variedad que la planta que se va a evaluar.
La planta de control también puede ser un nulicigoto de la planta que se va a evaluar. Los nulicigotos son individuos
que pierden el transgén por segregacion. Una "planta de control”, como se usa en el presente documento, no solo se
refiere a las plantas enteras, sino también a partes de la planta, incluyendo semillas y partes de semillas.

Descripcion detallada de la invencidn

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que la modulacién de la expresién en una planta de un acido nucleico
que codifica un polipéptido de tipo FSM1 da plantas que tienen mejores rasgos relacionados con el rendimiento en
comparacion con las plantas de control. La presente divulgacion proporciona un procedimiento de mejora de los
rasgos relacionados con el rendimiento en plantas en comparacion con plantas de control, que comprende modular
la expresion en una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 y, opcionalmente,
seleccionar las plantas que tengan mejores rasgos relacionados con el rendimiento.

En el presente documento, también se describen los hasta ahora desconocidos acidos nucleicos codificantes de tipo
FSM1 y polipéptidos de tipo FSM1 utiles para conferir mejores rasgos relacionados con el rendimiento en plantas en
comparacion con las plantas de control.

Por lo tanto, la descripcién proporciona una molécula de acido nucleico aislada seleccionada entre:

(i) un acido nucleico representado por cualquiera de SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 239, SEC ID N°: 259, SEC ID N°:
261, SEC ID N°: 265 o SEC ID N°: 277;

(i) el complemento de un acido nucleico representado por cualquiera de SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 277;

(iii) un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1, que comprende un dominio MYB/SANT y que
tiene, por orden creciente de preferencia, una identidad de secuencia de al menos 50 %, 51 %, 52 %, 53 %,
54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %,
71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 98 % o0 99 % con la secuencia de aminoacidos
representada por una cualquiera de SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 240, SEC ID N°: 260, SEC ID N°: 262, SEC ID
N°: 266 o SEC ID N°: 278, y ademas o como alternativa, que comprende uno o mas motivos que tienen, por
orden creciente de preferencia, 4 o menos de 4, menos de 3, menos de 2, o ninguna sustitucion (faltas de
coincidencia de secuencia) a uno cualquiera o mas de los motivos dados en SEC ID N°: 283 a SEC ID NO: 288,
y todavia mas preferentemente que confieren mejores rasgos relacionados con el rendimiento en comparacion
con las plantas de control.

(iv) una molécula de acido nucleico que se hibrida con una molécula de acido nucleico de (i) a (iii) en condiciones
de hibridacion de alta rigurosidad y que preferentemente confiere mejores rasgos relacionados con el
rendimiento en comparacién con las plantas de control.
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De acuerdo con una realizacién adicional, la descripciéon también proporciona un polipéptido aislado seleccionado
entre:

(i) una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 240, SEC ID N°: 260, SEC ID N°:
262, SEC ID N°: 266 o SEC ID N°: 278;

(ii) una secuencia de aminoacidos, que comprende un dominio MYB/SANT y que tiene, por orden creciente de
preferencia, una identidad de secuencia de al menos 50 %, 51 %, 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %,
59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %,
76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % con la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 18,
SEC ID N° 240, SEC ID N° 260, SEC ID N° 262, SEC ID N° 266 o SEC ID N° 278, y ademas o como
alternativa, que comprende uno o mas motivos que tienen, por orden creciente de preferencia, 4 o menos de 4,
menos de 3, menos de 2, o ninguna sustitucion (faltas de coincidencia de secuencia) a cualquiera de los motivos
dados en SEC ID N°: 283 a SEC ID NO: 288, y todavia mas preferentemente que confieren mejores rasgos
relacionados con el rendimiento en comparacion con las plantas de control;

(iii) derivados de cualquiera de las secuencias de aminoacidos dadas en (i) o (ii) anterior.

Un procedimiento preferido de modulacion (preferentemente, aumento) de la expresion de un acido nucleico que
codifica un polipéptido de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb) es mediante la introduccion y la expresion en una planta de un
acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb).

En una realizacion, la expresion "proteina util en los procedimientos de la invencion" pretende significar un
polipéptido de tipo FSM1 como se define en el presente documento. En otra realizacién, la expresion "acido nucleico
util en los procedimientos de la invencion" pretende significar un acido nucleico capaz de codificar dicho polipéptido
de tipo FSM. El acido nucleico que se va a introducir en una planta (y, por lo tanto, que es util en la realizacién de los
procedimientos de la invencién) es cualquier acido nucleico que codifique el tipo de proteina que se describira ahora,
también denominado de aqui en adelante "acido nucleico de tipo FSM1" o "gen de tipo FSM1".

Un "polipéptido de tipo FSM1", como se define en el presente documento, se refiere a cualquier polipéptido que
comprende un dominio MYB/SANT (Acceso de SMART SM00717, acceso Pfam PF00249).

Ademas o como alternativa, la proteina de tipo FSM1 comprende uno o mas de los siguientes motivos:

Motivo 1 (SEC ID N° 283): W[TS][PAJKIQE]NK[LAJFE[RK]ALAVYD[KR][DEJTPDR W[HSQIN[VIJA[RKIA
Motivo 2 (SEC ID N° 284): GGK[ST][AV][ED]EV[KRIRHYE[IL]L
Motivo 3 (SEC ID N°: 285): D[VL][KFIHF]I[ED][SN]G[RM]VPFP[NK]Y.

Estos motivos se obtuvieron usando el algoritmo MEME (Bailey y Elkan, Actas de la Segunda Conferencia
Internacional sobre Sistemas Inteligentes de Biologia Molecular, pag. 28-36, AAAI Press, Menlo Park, California,
1994.). Los motivos MEME representan los restos de aminoacidos que estan presentes en al menos el 80 % de los
las proteinas de tipo FSM1 dadas en el listado de secuencias. La ubicacion de los motivos se muestra en la Fig. 1
(que representa la secuencia de la proteina de SEC ID N°: 2).

Como alternativa o ademas, el polipéptido de tipo FSM1 también comprende uno o mas de los siguientes motivos:

Motivo 4 (SEC ID N° 286): W(T/S)(A/VIT)(K/Q)(E/Q/D)(N/S)K(D/A)FEX(A/V)LA(E/NIT)
(F/Y)D(K/R/Q)(D/E)(T/S)(P/A/RIC)(E/D/N)RWX(N/D)VA(R/KIQ/H)(ANV)(VI)(G/E/A), en el que X de la posicion 11
puede ser cualquier aminoacido, preferentemente uno entre E, R, K, S, Q, y en el que X de la posicion 25 puede
ser cualquier aminoacido, preferentemente, unode S, A, Y, H, Q, K;

Motivo 5 (SEC ID N° 287): T(V/P/A/T)(E/D)(E/D)(V/IA)KX(H/Q)Y(E/D)(V/I/LIH)L(L/V) en el que X de la posicion 7
puede ser cualquier aminoacido, preferentemente, unode K, R, Q, H, S;

Motivo 6 (SEC ID N°: 288): I(E/D)(S/N)(G/D)XV(P/A)(L/F/Y)P,

en el que X de la posicién 5 puede ser cualquier aminoacido, preferentemente uno de K, Q, R, H, M. Mas
preferentemente, el polipéptido de tipo FSM1 comprende, por orden creciente de preferencia, al menos 2, al menos
3, al menos 4, al menos 5 o los 6 motivos anteriores.

Ademas o como alternativa, el homdlogo de una proteina de tipo FSM1 tiene, por orden creciente de preferencia, al
menos 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %,
42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51 % , 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %,
60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %,
78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia general con la secuencia de aminoacidos representada por
SEC ID N°: 2, siempre que la proteina homdéloga comprenda un dominio MYB/SANT y preferentemente también uno
cualquiera o mas de los motivos conservados sefialados anteriormente. La identidad de secuencia global se
determina usando un algoritmo de alineacion global, tal como el algoritmo de Needleman Wunsch del programa GAP
(GCG Wisconsin Package, Accelrys), preferentemente con los parametros por defecto y preferentemente con
secuencias de proteinas maduras (es decir, sin tener en cuenta las sefiales de secrecion ni los péptidos de transito).
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En comparacion con la identidad de secuencia global, la identidad de secuencia generalmente sera mayor cuando
solo se consideran los dominios o motivos conservados. Preferentemente, los motivos de un polipéptido de tipo
FSM1 tienen, por orden creciente de preferencia, al menos el 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %,
78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con uno cualquiera o mas de los motivos representados por la
SEC ID N°: 283 a SEC ID N° 288 (motivos 1 a 6).

Preferentemente, la secuencia de polipéptido, cuando se usa en la construcciéon de un arbol filogenético, tal como el
representado en la Figura 3, se agrupa con el grupo de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de
aminoacidos representada por SEC ID N°: 2 en lugar de con otras proteinas MYB.

Los términos "dominio”, "firma" y "motivo” se definen en el apartado de" definiciones" del presente documento.

Ademas, los polipéptidos de tipo FSM1 (al menos en su forma nativa) normalmente tienen actividad de unién al
ADN. Las herramientas y técnicas para medir la actividad de union al ADN (por ejemplo, los ensayos de retardo en
gel) son bien conocidas en la materia. En el Ejemplo 6, se proporcionan mas detalles.

Ademas, los polipéptidos de tipo FSM1, cuando se expresan en el arroz de acuerdo con los procedimientos de la
presente invencion como se describe en los Ejemplos 7 y 8, dan plantas que tienen mejores rasgos relacionados con
el rendimiento, en particular, un mayor rendimiento seminal (Ejemplo 11).

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, la presente invencién se ilustra mediante la transformacion de plantas
con la secuencia de acido nucleico representada por SEC ID N°: 1, que codifica la secuencia polipeptidica de SEC
ID N°: 2. Sin embargo, la realizaciéon de la invencion no se limita a estas secuencias; los procedimientos de la
invencion se pueden realizar ventajosamente usando cualquier acido nucleico codificante de tipo FSM1 o polipéptido
de tipo FSM1 como se define en el presente documento.

Los ejemplos de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1 se dan en la Tabla A1 del apartado de
Ejemplos del presente documento. Dichos acidos nucleicos son utiles en la realizacion de los procedimientos
descritos en el presente documento. Las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de ejemplos
son ejemplos de secuencias de ortdlogos y paralogos del polipéptido de tipo FSM1 representado por SEC ID N°: 2,
siendo los términos "ortélogos" y "paralogos" como se definen en el presente documento. Otros ortdlogos y
paralogos se pueden identificar facilmente mediante la realizacion de la denominada busqueda BLAST reciproca
como se describe en el apartado de definiciones; donde la secuencia de consulta es SEC ID N°: 1 0 SEC ID N°; 2, el
segundo BLAST (retro-BLAST) seria contra las secuencias de Solanum lycopersicum.

Las variantes de acidos nucleicos también pueden ser Utiles en la practica de los procedimientos descritos en el
presente documento. Los ejemplos de dichas variantes incluyen acidos nucleicos que codifican homdlogos y
derivados de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos,
siendo los términos "homologo" y "derivado” como se definen en el presente documento. También son utiles en los
procedimientos de la invencion los acidos nucleicos que codifican homélogos y derivados de ortélogos o paralogos
de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos. Los
homologos y derivados Utiles en los procedimientos descritos en el presente documento tienen sustancialmente la
misma actividad bioldgica y funcional que la proteina no modificada de la que se derivan. Otras variantes Utiles en la
practica de los procedimientos descritos en el presente documento son las variantes en las que el uso de codones
se optimiza o en las que se eliminan los sitios diana de miARN.

Otras variantes se acido nucleico adicionales utiles en la practica de los procedimientos descritos en el presente
documento incluyen partes de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1, variantes de corte y
empalme de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1, variantes alélicas de acidos nucleicos que
codifican polipéptidos de tipo FSM1 y variantes de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1,
obtenidas por combinacion de genes. Las expresiones secuencia de hibridacion, variante de corte y empalme,
variante alélica y combinacion de genes son como se describen en el presente documento.

Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1 no necesitan ser acidos nucleicos de longitud
completa, ya que el rendimiento de los procedimientos descritos en el presente documento no se basa en el uso de
secuencias de acido nucleico de longitud completa. De acuerdo con la presente descripcion, se proporciona un
procedimiento para mejorar los rasgos relacionados con el rendimiento en plantas, que comprende introducir y
expresar en una planta una parte de una cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del
apartado de Ejemplos, o una parte de un acido nucleico que codifica un ortélogo, paralogo u homdlogo de cualquiera
de las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A del apartado de Ejemplos.

Una parte de un acido nucleico se puede preparar, por ejemplo, haciendo una o mas deleciones en el acido
nucleico. Las partes se pueden usar en forma aislada o pueden estar fusionadas a otras secuencias codificantes (o
no codificante) con el fin de, por ejemplo, producir una proteina que combine varias actividades. Cuando se fusiona
a otras secuencias codificantes, el polipéptido resultante producido tras la traduccion puede ser mas grande que el
predicho para la parte de proteina.
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En cuanto los polipéptidos de tipo FSM1, las partes utiles en los procedimientos descritos en el presente documento,
codifican un polipéptido de tipo FSM1 como se define en el presente documento, y tienen sustancialmente la misma
actividad biologica que las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos.
Preferentemente, la parte es una parte de uno cualquiera de los acidos nucleicos dados en la Tabla A1 del apartado
de Ejemplos, o es una parte de un acido nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo de una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos. Preferentemente, la parte es de al
menos 150, 200, 250, 300, 350, 400 nucledtidos consecutivos de longitud, siendo los nucleétidos consecutivos de
una cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o de un acido
nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos dadas en la
Tabla A1 del apartado de Ejemplos. Lo mas preferentemente, la parte es una parte del acido nucleico de SEC ID N°:
1. Preferentemente, la parte codifica un fragmento de una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio
MYB/SANT, que cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético, tal como el representado en la Figura 3,
se agrupa con el grupo de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de aminoacidos representada
por la SEC ID N°: 2 en lugar de con otras proteinas MYB y que comprende uno o mas de los motivos 1 a 6 indicados
anteriormente.

Otra variante de acido nucleico Util en los procedimientos descritos en el presente documento es un acido nucleico
capaz de hibridarse, en condiciones de rigurosidad reducida, preferentemente en condiciones rigurosas, con un
acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se define en el presente documento, o con una parte
como se define en el presente documento.

La presente descripcion proporciona un procedimiento de mejora de los rasgos relacionados con el rendimiento en
plantas, que comprende introducir y expresar en una planta un acido nucleico capaz de hibridarse con uno
cualquiera de los acidos nucleicos dados en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o que comprende introducir y
expresar en una planta un acido nucleico capaz de hibridarse con un acido nucleico que codifique un ortélogo,
paralogo u homologo de cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del apartado de
Ejemplos.

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, las secuencias de hibridacion utiles en los procedimientos de la invencion
codifican un polipéptido de tipo FSM1 como se define en el presente documento, que tiene sustancialmente la
misma actividad biolégica que las secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos.
Preferentemente, la secuencia de hibridacién es capaz de hibridarse con el complemento de uno cualquiera de los
acidos nucleicos dados en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o con una parte de cualquiera de estas
secuencias, siendo una parte como se define anteriormente, o la secuencia de hibridaciéon es capaz de hibridarse
con el complemento de un acido nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo de una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos. Lo mas preferentemente, la secuencia
de hibridacion es capaz de hibridarse con el complemento de un acido nucleico como el representado por SEC ID
N°: 1 0 una parte del mismo.

Preferentemente, la secuencia de hibridacion codifica un polipéptido que comprende un dominio MYB/SANT y con
una secuencia de aminoacidos que, cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético, tal como el
representado en la Figura 3, se agrupa con el grupo de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de
aminoacidos representada por SEC ID N°: 2, en lugar de con otras proteinas MYB y que comprende uno o mas de
los motivos 1 a 6 descritos anteriormente.

Otra variante de acido nucleico util en los procedimientos descritos en el presente documento es una variante de
corte y empalme que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se define anteriormente en el presente documento,
estando la variante de corte y empalme definida en el presente documento.

La presente descripcion proporciona un procedimiento de mejora de los rasgos relacionados con el rendimiento en
plantas, que comprende introducir y expresar en una planta una variante de corte y empalme de una cualquiera de
las secuencias de acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o una variante de corte y
empalme de un acido nucleico que codifique un ortdlogo, paralogo u homélogo de cualquiera de las secuencias de
acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos.

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, las variantes de corte y empalme preferidas son variantes de corte y
empalme de un acido nucleico representado por SEC ID N° 1, o una variante de corte y empalme de un acido
nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo de SEC ID N°: 2. Preferentemente, la secuencia de aminoacidos
codificada por la variante de corte y empalme comprende un dominio MYB/SANT y tiene una secuencia que, cuando
se usa en la construccion de un arbol filogenético, tal como el representado en la Figura 3, se agrupa con el grupo
de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N° 2, en lugar
de con otras proteinas MYB, y que comprende uno o mas de los motivos 1 a 6 sefialados anteriormente.

Otra variante de acido nucleico util en la realizacion de los procedimientos descritos en el presente documento es
una variante alélica de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se define anteriormente en
el presente documento, estando variante alélica definida en el presente documento.
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La presente descripcion proporciona un procedimiento de mejora de los rasgos relacionados con el rendimiento en
plantas, que comprende introducir y expresar en una planta una variante alélica de uno cualquiera de los acidos
nucleicos dados en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o que comprende introducir y expresar en una planta una
variante alélica de un acido nucleico que codifica un ortélogo, un paralogo o un homélogo de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos.

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, los polipéptidos codificados por variantes alélicas utiles en los
procedimientos de la presente invencién tienen sustancialmente la misma actividad bioloégica que el polipéptido de
tipo FSM1 de SEC ID N°: 2 y cualquiera de los aminoacidos representados en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos.
Las variantes alélicas existen en la naturaleza, y dentro de los procedimientos de la presente invencion se engloba el
uso de estos alelos naturales. Preferentemente, la variante alélica es una variante alélica de SEC ID N° 1 o una
variante alélica de un acido nucleico que codifica un ortélogo o un paralogo de SEC ID N° 2. Preferentemente, la
secuencia de aminoacidos codificada por la variante alélica comprende un dominio MYB/SANT vy tiene una
secuencia que, cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético, tal como el representado en la Figura 3,
se agrupa con el grupo de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID N°: 2, en lugar de con otras proteinas MYB, y que comprende uno o mas de los motivos 1 a 6 indicados
anteriormente.

La combinacién de genes o la evolucion dirigida también se pueden usar para generar variantes de acidos nucleicos
que codifican los polipéptidos de tipo FSM1 segun lo definido anteriormente, estando la expresion “combinacion de
genes” definida en el presente documento.

La presente descripcion proporciona un procedimiento de mejora de los rasgos relacionados con el rendimiento en
plantas, que comprende introducir y expresar en una planta una variante de una cualquiera de las secuencias de
acidos nucleicos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, o que comprende introducir y expresar en una
planta una variante de un acido nucleico que codifica un ortélogo, un paralogo o un homologo de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos dadas en la Tabla A1 del apartado de Ejemplos, variante de acido nucleico que se
obtiene mediante la combinacién de genes.

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, preferentemente, la secuencia de aminoacidos codificada por la variante
de acido nucleico obtenida por combinacion de genes comprende un dominio MYB/SANT y tiene una secuencia que,
cuando se usa en la construccion de un arbol filogenético, tal como el representado en la Figura 3, se agrupa con el
grupo de polipéptidos de tipo FSM1 que comprenden la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 2
en lugar de con otras proteinas MYB, y que comprende uno o mas de los motivos 1 a 6 indicados anteriormente.

Ademas, las variantes de acido nucleico también se pueden obtener por mutagénesis dirigida. Hay varios
procedimientos disponibles para realizar la mutagénesis dirigida, siendo los mas comunes los procedimientos
basados en PCR (“Current Protocols in Molecular Biology”. Wiley Eds.).

Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1 se pueden obtener de cualquier fuente natural o
artificial. El acido nucleico se puede modificar con respecto de su forma nativa en composiciéon y/o ambiente
gendémico a través de la manipulacién humana deliberada. Preferentemente, el acido nucleico que codifica el
polipéptido de tipo FSM1 procede de una planta, mas preferentemente de una planta dicotiledénea, mas
preferentemente de la familia Solanaceae, y lo mas preferentemente el acido nucleico es de Solanum lycopersicum.

La realizacion de los procedimientos descritos en el presente documento da plantas que tienen mejores rasgos
relacionados con el rendimiento. En particular, la realizacién de los procedimientos de la invencion da plantas que
tienen mayor vigor temprano y/o mayor rendimiento, especialmente mayor rendimiento seminal con respecto a las
plantas de control. Los términos "rendimiento” y "rendimiento seminal" se describen mas detalladamente en el
apartado de "Definiciones" del presente documento.

La referencia en el presente documento a mejores rasgos relacionados con el rendimiento pretende significar un
aumento del vigor temprano y/o en la biomasa (peso) de una o mas partes de una planta, que pueden incluir partes
(cosechables) aéreas y/o partes (cosechables) por debajo del suelo. En particular, dichas partes cosechables son
partes vegetativas de la planta, pero las semillas también se incluyen en dichas partes cosechables. La realizacion
de los procedimientos de la invencion genera plantas que tienen mayor biomasa y rendimiento seminal con respecto
a la biomasa y al rendimiento seminal de las plantas de control.

La presente descripcion proporciona un procedimiento de mejora de los rasgos relacionados con el rendimiento,
especialmente del rendimiento seminal de las plantas y/o de la biomasa (partes cosechables por debajo del suelo),
con respecto a las plantas de control, procedimiento que comprende modular la expresién en una planta de un acido
nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se define en el presente documento.

Dado que las plantas transgénicas de acuerdo con la presente invencion tienen mayores rasgos relacionados con el
rendimiento, es probable que estas plantas presenten una mayor tasa de crecimiento (durante al menos parte de su
ciclo de vida), con respecto a la tasa de crecimiento de las plantas de control en una fase correspondiente de su
ciclo de vida.
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De acuerdo con una caracteristica preferida de la presente descripcion, la realizacién de los procedimientos de la
invencion da plantas que tienen una mayor tasa de crecimiento en comparacion con las plantas de control. Por lo
tanto, de acuerdo con la presente descripcidén, se proporciona un procedimiento de aumento de la tasa de
crecimiento de las plantas, procedimiento que comprende modular la expresién en una planta de un acido nucleico
que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en el presente documento.

La realizaciéon de los procedimientos descritos en el presente documento que da plantas cultivadas en condiciones
sin estrés o en condiciones de sequia moderada aumenté del rendimiento en comparacion con las plantas de control
cultivadas en condiciones comparables. Por lo tanto, en el presente documento, se desvela un procedimiento de
aumento del rendimiento en plantas cultivadas en condiciones sin estrés o en condiciones de sequia moderada,
procedimiento que comprende modular la expresién en una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido
de tipo FSM1.

La realizaciéon de los procedimientos descritos en el presente documento que da plantas cultivadas en condiciones
de déficit de nutrientes, particularmente en condiciones de déficit de nitrégeno, aumenté el rendimiento en
comparacion con las plantas de control cultivadas en condiciones comparables. Por lo tanto, en el presente
documento, se desvela un procedimiento de aumento del rendimiento en plantas cultivadas en condiciones de déficit
de nutrientes, procedimiento que comprende modular la expresion en una planta de un acido nucleico que codifica
un polipéptido de tipo FSM1.

La realizaciéon de los procedimientos descritos en el presente documento que da plantas cultivadas en condiciones
de estrés salino aumenté el rendimiento en comparacion con las plantas de control cultivadas en condiciones
comparables. Por lo tanto, en el presente documento, se desvela un procedimiento de aumento del rendimiento en
plantas cultivadas en condiciones de estrés salino, procedimiento que comprende modular la expresién en una
planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1.

La invencion también proporciona construcciones genéticas y vectores para facilitar la introduccion y/o la expresion
en plantas de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1. Las construcciones génicas se pueden
insertar en vectores, que pueden estar disponibles en el mercado, adecuados para transformar en plantas y
adecuados para la expresion del gen de interés en las células transformadas. La invencién también proporciona el
uso de una construccion génica segun lo definido en el presente documento en los procedimientos de la invencion.

Mas concretamente, la presente descripcidon desvela una construccién que comprende:

(a) un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se ha definido anteriormente;

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

(c) una secuencia de terminacioén de la transcripcion.

Preferentemente, el acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 es como se ha definido anteriormente.
Las expresiones "secuencia de control" y "secuencia de terminacion” son como se han definido en el presente
documento.

Las plantas se transforman con un vector que comprende cualquiera de los acidos nucleicos descritos
anteriormente. El experto en la materia conoce bien los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector
para transformar, seleccionar y propagar correctamente células huésped que contienen la secuencia de interés. La
secuencia de interés esta ligada operativamente a una o mas secuencias de control (al menos a un promotor).

Ventajosamente, se puede usar cualquier tipo de promotor, bien natural o sintético, para dirigir la expresion de la
secuencia de acido nucleico, pero preferentemente el promotor es de origen vegetal. Un promotor constitutivo es
particularmente util en los procedimientos. Preferentemente, el promotor constitutivo es un promotor constitutivo
ubicuo de resistencia media. Véase el apartado de "Definiciones" del presente documento para consultar las
definiciones de los diversos tipos de promotores.

En cuanto a los polipéptidos de tipo FSM1, deberia quedar claro que la aplicabilidad de la presente invencién no se
limita al acido nucleico que codifica el polipéptido de tipo FSM1 representado por SEC ID N°: 1, ni la aplicabilidad de
la invencion se restringe a la expresion de un acido nucleico que codifica el polipéptido de tipo FSM1 cuando es
dirigida por un promotor constitutivo.

Preferentemente, el promotor constitutivo de fuerza media se obtiene de una planta, tal como un promotor GOS2,
mas preferentemente es el promotor GOS2 del arroz. Por otro lado, preferentemente, el promotor constitutivo esta
representado por una secuencia de acido nucleico sustancialmente similar a SEC ID N°: 289, mas preferentemente
el promotor constitutivo es como el representado por la SEC ID N°: 289. Véase el apartado de "Definiciones" del
presente documento para obtener mas ejemplos de promotores constitutivos.

Opcionalmente, se pueden usar una o mas secuencias terminadoras en la construccién introducida en una planta.
Preferentemente, la construccion comprende un casete de expresidon que comprende un promotor GOS2,
sustancialmente similar a SEC ID N°: 289, y el acido nucleico que codifica el polipéptido de tipo FSM1.
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De acuerdo con una caracteristica preferida de la invencion, la expresiéon modulada es el aumento de la expresion.
Los procedimientos para aumentar la expresion de acidos nucleicos o genes, o productos génicos, estan bien
documentados en la técnica y, en el apartado de definiciones, se proporcionan ejemplos.

que codifica un polipéptido de tipo FSM1 es mediante la introduccion y expresion en una planta de un acido nucleico
que codifica un polipéptido de tipo FSM1; sin embargo los efectos de realizar el procedimiento, es decir, de mejorar
rasgos relacionados con el rendimiento, también se pueden obtener usando ofras técnicas bien conocidas,
incluyendo, pero sin limitacion, el marcaje de activacion de ADN-T, TILLING, recombinacion homodloga. En el
apartado de definiciones, se proporciona una descripcion de estas técnicas.

La descripcidon también proporciona un procedimiento de produccion de plantas transgénicas que tienen mejores
rasgos relacionados con el rendimiento en comparacion con las plantas de control, que comprende la introduccion y
expresion en una planta de cualquier acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1, como se define
anteriormente en el presente documento.

Mas concretamente, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de plantas transgénicas que
tiene mejor biomasa y/o rendimiento seminal, procedimiento que comprende:

(i) introducir y expresar, en una planta o célula vegetal, un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo
FSM1;y
(ii) cultivar la célula vegetal en condiciones que potencien el crecimiento y desarrollo de la planta.

El acido nucleico de (i) puede ser cualquiera de los acidos nucleicos capaces de codificar un polipéptido de tipo
FSM1 segun lo definido en el presente documento.

El acido nucleico se puede introducir directamente en una célula vegetal o en la propia planta (incluyendo la
introduccion en un tejido, 6rgano o cualquier otra parte de una planta). De acuerdo con una caracteristica preferida
de la presente invencion, el acido nucleico se introduce preferentemente en una planta mediante transformacion. El
término "transformacion" se describe con mas detalle en el apartado de "Definiciones" del presente documento.

La presente invencion se extiende claramente a cualquier célula vegetal o planta producida por cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento, y a todas las partes de la planta y propagulos de las mismas. La
presente invencion abarca plantas o partes de las mismas (incluyendo semillas) que se pueden obtener mediante los
procedimientos de acuerdo con la presente invencion. Las plantas o partes de las mismas comprenden un transgén
de acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 como se ha definido anteriormente. La presente
invencion se extiende ademas para abarcar la progenie de una célula transformada o transfectada primaria, tejido,
o6rgano o planta entera que se haya producido mediante cualquiera de los procedimientos anteriormente
mencionados, siendo el Unico requisito que la progenie presente la/s mismal/s caracteristica/s genotipica/s y/o
fenotipica/s que aquellas producidas por el padre en los procedimientos de acuerdo con la invencién.

La descripcion también incluye células huésped que contienen un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido
de tipo FSM1. Las células huésped preferidas de acuerdo con la invencidon son células vegetales. Las plantas
huésped para los acidos nucleicos o el vector usados en el procedimiento descrito en el presente documento, [...]
son capaces de sintetizar los polipéptidos usados en el procedimiento de la invencion.

Los procedimientos de la invencién son ventajosamente aplicables a cualquier planta. Las plantas que son
particularmente utiles en los procedimientos de la invencion incluyen todas las plantas que pertenecen a la
superfamilia Viridiplantae, en particular, plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, incluyendo forraje o
leguminosas forrajeras, plantas ornamentales, cultivos alimentarios, arboles o arbustos. De acuerdo con una
realizacion preferida de la presente invencion, la planta es una planta de cultivo. Los ejemplos de plantas de cultivo
incluyen soja, girasol, alfalfa, colza, remolacha azucarera, semilla de lino, algodén, tomate, patata y tabaco. Mas
preferentemente, la planta es una planta monocotiledénea. Los ejemplos de plantas monocotileddneas incluyen la
cafia de azucar. Mas preferentemente, la planta es un cereal. Los ejemplos de cereales son arroz, maiz, trigo,
cebada, mijo, centeno, triticale, sorgo, escanda, espelta, secale, escanda menor, teff, milo y avena.

La invencion también se extiende a partes cosechables de una planta tales como, pero sin limitacién, semillas,
hojas, frutos, flores, tallos, raices, rizomas, tubérculos y bulbos, partes cosechables que comprenden un acido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de tipo FSM1. La divulgacion se refiere ademas a productos
derivados, preferentemente derivados directamente, de una parte cosechable de dicha planta, tales como granulos o
polvos secos, aceite, grasa y acidos grasos, almidon o proteinas. La presente invencion también abarca el uso de
acidos nucleicos que codifican polipéptidos de tipo FSM1 como se describe en el presente documento y el uso de
estos polipéptidos de tipo FSM1 en la mejora de cualquiera de los rasgos relacionados con el rendimiento de las
plantas anteriormente mencionados. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican un polipéptido de tipo FSM1
descrito en el presente documento, o los propios polipéptidos de tipo FSM1, pueden encontrar uso en programas de
reproduccion en los que se identifica un marcador de ADN que puede estar genéticamente ligado a un gen que
codifica un polipéptido de tipo FSM1. Los acidos nucleicos/genes, o los propios polipéptidos de tipo FSM1, se
pueden usar para definir un marcador molecular. Este ADN o marcador proteico se puede usar entonces en
programas de reproduccion para seleccionar plantas que tengan mejores rasgos relacionados con el rendimiento
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segun lo definido anteriormente en el presente documento en los procedimientos de la invencion. Ademas, las
variantes alélicas de un acido nucleico/gen que codifica un polipéptido de tipo FSM1 pueden encontrar uso en los
programas de reproduccion asistida por marcadores. Los acidos nucleicos que codifican un polipéptido de tipo
FSM1, también se pueden usar como sondas para cartografiar genética y fisicamente los genes de los que forman
parte, y como marcadores para los rasgos ligados a esos genes. Dicha informacién puede ser util en la reproduccion
de la planta para desarrollar lineas con fenotipos deseados.

Descripcion de las figuras

Ahora, se describira la presente invencion con referencia a las siguientes figuras, en las que:

La Figura 1 representa la estructura de dominio de la SEC ID N°: 2 con los motivos conservados subrayados y
numerados. El dominio MYB/SANT (PF00249) se indica en cursiva y se extiende de Ser11 a Leu60.

La Figura 2 representa una alineacion multiple de varios polipéptidos de tipo FSM1. Los asteriscos indican
aminoacidos idénticos entre las diversas secuencias de proteinas; los dos puntos representan sustituciones de
aminoacidos altamente conservados; y los puntos representan la sustitucion de aminoacidos menos
conservados; en otras posiciones, no hay conservacion de secuencia. Estas alineaciones se pueden usar para
definir mas motivos, cuando se usan aminoacidos conservados.

La Figura 3 muestra el arbol filogenético de los polipéptidos de tipo FSM1, construido como se describe en
Ejemplo 2. El subtipo SANT/MYB esta en azul y comprende todas las proteinas de tipo FSM1 dadas en la lista de
secuencias, los otros subtipos representan otras proteinas MYB.

La Figura 4 representa el vector binario usado para aumentar la expresion en Oryza sativa de un acido nucleico
que codifica el tipo FSM1 bajo el control de un promotor GOS2 delL arroz (pGOS2).

La Figura 5 representa la secuencia de consenso del dominio SANT como se presenta en la base de datos
SMART. Los diferentes simbolos de los motivos se aclaran en la tabla, donde para cada clase de aminoacido se
dan los respectivos restos con el codigo de una letra.

Ejemplos

La presente invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que solo figuran a modo
ilustrativo. Los siguientes ejemplos no pretenden definir completamente ni limitar de otro modo el alcance de la
invencion.

Manipulacion de DNA: a menos que se indique lo contrario, las técnicas de DNA recombinante se realizan de
acuerdo con protocolos convencionales descritos en (Sambrook (2001) “Molecular Cloning: a laboratory manual”, 11|
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los Volumenes 1y 2 de Ausubel et al. (1994),
“Current Protocols In Molecular Biology, Current Protocols”. Los materiales y procedimientos convencionales para el
trabajo molecular de las plantas se describen en “Plant Molecular Biology” Labfax (1993) de R. D. D. Croy, publicado
por BIOS Scientific Publications Ltd (RU) y Blackwell Scientific Publications (RU).

Ejemplo 1: Identificacion de secuencias relacionadas con la secuencia de dcido nucleico usada en los
procedimientos de la invencion

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Las secuencias (ADNc de longitud completa, EST o gendmicas) relacionadas con SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2 se
identificaron entre aquellas mantenidas en la base de datos de nucleétidos Entrez del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) usando las herramientas de busqueda de secuencias de base de datos, tales
como la herramienta de alineacion local basica (BLAST) (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; y Altschul et
al. (1997) Nucleic acid Res. 25:3389-3402). El programa se usa para encontrar regiones de similitud local entre las
secuencias al comparar las secuencias de acido nucleico o de polipéptido con las bases de datos de secuencias y al
calcular la significancia estadistica de las coincidencias. Por ejemplo, el polipéptido codificado por el acido nucleico
de SEC ID N° 1 se uso6 para el algoritmo TBLASTN, con las configuraciones por defecto y el filtro para ignorar las
secuencias de baja complejidad desencadenadas. El rendimiento del analisis se ve mediante la comparacion por
pares, y se clasifica de acuerdo con el orden de probabilidad (valor E), donde la puntuacién refleja la probabilidad de
que ocurra una determinada alineacion por casualidad (cuanto menor es el valor E, mas significativo es el acierto).
Ademas de los valores E, las comparaciones también se puntuaron por el porcentaje de identidad. El porcentaje de
identidad se refiere al niumero de nucleétidos (o aminoacidos) idénticos entre las dos secuencias de acido nucleico
(o polipéptido) comparadas en una longitud particular. En algunos casos, se pueden ajustar los parametros por
defecto para modificar la rigurosidad de la busqueda. Por ejemplo, se puede aumentar el valor E para mostrar
coincidencias menos rigurosas. De este modo, se pueden identificar coincidencias cortas casi exactas.

La Tabla A1 proporciona una lista de secuencias de acidos nucleicos relacionadas con SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2.
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Tabla A1: Ejemplos de acidos nucleicos y polipéptidos de tipo FSM1:

SEC ID N° de acido

Nombre nucleico SEC ID N° de polipéptido
S.lycopersicum_TA46686_4081#1 1 2
A.majus_AJ793240#1 3 4
A.majus_TA4522_4151#1 5 6
A.thaliana_AT1G19510.1#1 7 8
Athaliana_AT1G75250.2#1 9 10
A.thaliana_AT2G21650.1#1 11 12
At4g36570_I-box-binding-like _NA 13 14
Athaliana_AT4G39250.1#1 15 16
B.napus_BNO6MC20309_46582753@20242#1 17 18
B.napus_EE472702#1 19 20
B.napus_EL589700#1 21 22
B.rapa_L38243#1 23 24
C.annuum_BMO060888#1 25 26
C.clementina_CX295458#1 27 28
C.intybus_EH706852#1 29 30
C.maculosa_EH726540#1 31 32
C.sinensis_TA19011_2711#1 33 34
E.grandis_CD669972#1 35 36
E.gunnii_CT980385#1 37 38
E.gunnii_CT985658#1 39 40
E.tereticornis_ CD668687#1 41 42
F.arundinacea_DT700402#1 43 44
F.vesca_EX665737#1 45 46
G.hirsutum_DR461014#1 47 48
G.hirsutum_DW476156#1 49 50
G.hirsutum_DW497247#1 51 52
G.hirsutum_DW503354#1 53 54
G.hirsutum_TA26706_3635#1 55 56
G.hirsutum_TA31277_3635#1 57 58
G.hirsutum_TA36120_3635#1 59 60
G.hirsutum_TA37973_3635#1 61 62
G.hirsutum_TA43581_3635#1 63 64
G.max_CA852793#1 65 66
G.max_Glyma01g38250.1#1 67 68
G.max_Glyma02g06230.1#1 69 70
G.max_Glyma02g06240.1#1 71 72
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(Continuacion)

Nombre SECIDN°de acido | gpc p Ne de polipéptido
nucleico
G.max_Glyma02g18210.1#1 73 74
G.max_Glyma02g41670.1#1 75 76
G.max_Glyma03g28050.1#1 77 78
G.max_Glyma04g16390.1#1 79 80
G.max_Glyma06g03490.1#1 81 82
G.max_Glyma06g46590.1#1 83 84
G.max_Glyma12g04680.1#1 85 86
G.max_Glyma14g08090.3#1 87 88
G.max_Glyma16g25250.1#1 89 90
G.max_Glyma18g04120.1#1 91 92
H.argophyllus_ EE611072#1 93 94
H.exilis_ EE652824#1 95 96
H.vulgare_BQ762901#1 97 98
H.vulgare_CK125210#1 99 100
|.batatas EE882249#1 101 102
I.nil_CJ754125#1 103 104
L.perennis_ DW074785#1 105 106
L. sativa_ TA7946_4236#1 107 108
L.serriola_ DW122081#1 109 110
L.virosa_TA3253_75947#1 111 112
M.acuminata_ ES435134#1 113 114
M.domestica_ DR994824#1 115 116
M.domestica_ TA45680_3750#1 117 118
M.esculenta_ CK645030#1 119 120
M.guttatus_DV207881#1 121 122
M.truncatula_ AC135566_10.5#1 123 124
M.truncatula_ AC157502_5.5#1 125 126
M.truncatula_ AC162787_11.4#1 127 128
M.truncatula_ AC162787_14.4#1 129 130
M.truncatula_CT033768 12.4#1 131 132
M.truncatula_CX518743#1 133 134
N.benthamiana_EH366122#1 135 136
O.minuta_TA1082_63629#1 137 138
O.sativa_LOC_0s01g44370.1#1 139 140
O.sativa_LOC_0s01g44390.1#1 141 142
O.sativa_LOC_0Os01g47370.1#1 143 144
O.sativa_LOC_0s02g47744.1#1 145 146
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(Continuacion)

Nombre SECIDN°de acido | gpc p Ne de polipéptido
nucleico
O.sativa_LOC_0s05g49240.1#1 147 148
O.sativa_LOC_0s05g50350.1#1 149 150
O.sativa_LOC_0s06g28630.1#1 151 152
O.sativa_LOC_0s07g26150.1#1 153 154
O.sativa_LOC_0s12g33950.1#1 155 156
O.sativa_0s05g0579600#1 157 158
P.americana_C0997831#1 159 160
P.americana_DT578382#1 161 162
P.coccineus  CA897021#1 163 164
P.euphratica_ AJ768009#1 165 166
P.euphratica_ AJ768184#1 167 168
P.euphratica_ AJ768574#1 169 170
P.glauca_DR559298#1 171 172
P.pinaster BX682614#1 173 174
P.taeda_TA26731_3352#1 175 176
P.tremula_BU823356#1 177 178
P.tremula_TA8294_113636#1 179 180
P.trichocarpa_553339#1 181 182
P.trichocarpa_557252#1 183 184
P.trichocarpa_scaff 57.171#1 185 186
P.trichocarpa_scaff IV.1184#1 187 188
P.trichocarpa_scaff IX.506#1 189 190
P.trichocarpa_scaff V.1348#1 191 192
P.trichocarpa_TA23239 3694#1 193 194
S.bicolor_Sb01g040910.1#1 195 196
S.bicolor_Sb03g028950.1#1 197 198
S.bicolor_Sb03g028960.1#1 199 200
S.bicolor_Sb03g030330.1#1 201 202
S.bicolor_Sb04g030510.1#1 203 204
S.bicolor_Sb09g028790.1#1 205 206
S.bicolor_Sb09g029560.1#1 207 208
S.henryi_TA107_13258#1 209 210
S.indicum_BUG668323#1 211 212
S.officinarum_CA111191#1 213 214
S.officinarum_CA283940#1 215 216
S.officinarum_TA43900_4547#1 217 218
S.officinarum_TA47846_4547#1 219 220

37




ES 2 542 536 T3

(Continuacion)

SEC ID N° de acido

Nombre nucleico SEC ID N° de polipéptido
S.tuberosum_BI433702#1 221 222
S.tuberosum_CV500497#1 223 224
S.tuberosum_CV504810#1 225 226
T.aestivum_BE427243#1 227 228
T.aestivum_BM259034#1 229 230
T.aestivum_CA623533#1 231 232
T.aestivum_CV775992#1 233 234
T.aestivum_TA110455_4565#1 235 236
T.aestivum_TA95415_4565#1 237 238
T.erecta_SIN_31b-CS_SCR20-B14.b1------ @5804#1 239 240
T.pratense_ BB920325#1 241 242
T.salsuginea_DN773374#1 243 244
V.vinifera_CA812415#1 245 246
V.vinifera_CB345061#1 247 248
V.vinifera_CB972578#1 249 250
V.vinifera_ EE072107#1 251 252
V.vinifera_GSVIVT00014602001#1 253 254
V.viniferaGSVIVT00028247001#1 255 256
V.vinifera_GSVIVT00036374001#1 257 258
Z.mays_c58977309gm030403@3901#1 259 260
Z.mays_c68506706gm030403@11442#1 261 262
Z.mays_DR787399#1 263 264
Z.mays_s58275634gm030403@34722#1 265 266
Z.mays_TA203683_4577#1 267 268
Z.mays_TA206461_4577#1 269 270
Z.mays_TA208256_4577#1 271 272
Z.mays_TA210755_4577#1 273 274
Z.mays_TA219702_4577#1 275 276
Z.mays_ZM07MSbpsHQ_57388861.r01@38768#1 277 278
Z.officinale_DY348802#1 279 280
Z.officinale_DY369792#1 281 282

Las secuencias han sido ensambladas provisionalmente y desveladas al publico por instituciones de investigacion
tales como The Institute for Genomic Research (TIGR; partiendo de TA). La base de datos de ortdlogos de genes
eucariotas (EGO) se pueden usar para identificar dichas secuencias relacionadas, bien mediante busqueda por
palabras clave o usando el algoritmo BLAST con la secuencia de acido nucleico o la secuencia de polipéptido de
interés. Se han creado bases de datos de secuencias de acido nucleico especiales para determinados organismos,
tales como la creada por Joint Genome Institute. Por otro lado, el acceso a bases de datos patentadas ha permitido

la identificacion de secuencias de acido nucleico y de polipéptido.
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Ejemplo 2: Alineacion de secuencias relacionadas con las secuencias polipeptidicas usadas en los
procedimientos de la invencion

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Se realizé la alineacion de una serie de secuencias de polipéptidos de tipo FSM1 usando el algoritmo ClustalW 2.0
de alineacion progresiva (Thompson et al. (1997) Nucleic acids Res 25:4876-4882; Chenna et al. (2003). Nucleic
acids Res 31:3497-3500) con la configuracién convencional (alineacion lenta, matriz de similitud: Gonnet,
penalizacion por apertura de hueco de 10, penalizacion por extension de hueco de 0,2). Se realiz6 la edicion manual
menor para optimizar mas la alineacion. Los polipéptidos de tipo FSM1 se alinean en la Figura 2.

Se construy6 un arbol filogenético de los polipéptidos de tipo FSM1 (Figura 3) de la siguiente manera: se generé la
alineacion usando MAFFT (Katoh y Toh (2008) Briefings in Bioinformatics 9: 286-298). Se calcul6 un arbol de unién
a vecinos usando QuickTree (Howe et al. (2002), Bioinformatics 18(11):1546-7), 100 repeticiones de arranque. El
cladograma circular se dibujé usando Dendroscope (Huson et al. (2007), BMC Bioinformatics 8(1): 460). Se indica la
confianza para 100 repeticiones de arranque para la ramificacion principal.

Ejemplo 3: Calculo del porcentaje de identidad global entre las secuencias de polipéptido dutiles en la
realizacion de los procedimientos de la invencion

Se determinan los porcentajes globales de similitud e identidad entre las secuencias polipeptidicas de longitud
completa Utiles en la realizacion de los procedimientos de la invencién usando uno de los procedimientos disponibles
en la técnica, el programa informatico MatGAT (herramienta de alineacion global de matriz) (BMC Bioinformatics.
2003 4:29. “MatGAT: an application that generates similarity/identity matrices using protein o DNA secuences”.
Campanella J. J., Bitincka L., Smalley J; programa propiedad de Ledion Bitincka). El programa MatGAT genera
matrices de similitud/identidad para las secuencias de ADN o de proteina sin la necesidad de realizar una alineacion
previa de los datos. El programa realiza una serie de alineaciones por pares usando al algoritmo de alineacion global
de Myers y Miller (con una penalizacién por hueco abierto de 12 y una penalizacion de extension de hueco de 2),
calcula la similitud e identidad usando, por ejemplo, Blosum 62 (para los polipéptidos), y luego coloca los resultados
en una matriz de distancia. Se muestra la similitud de secuencias en la mitad inferior de la linea divisoria, y se
muestra la identidad de secuencias en la mitad superior de la linea divisoria diagonal.

Los parametros usados en la comparacion fueron: Matriz de clasificacion: Blosum62; Primer hueco: 12; Extension de
hueco: 2.

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

En la Tabla B1, se muestran los resultados del analisis para la similitud e identidad globales en la longitud completa
de una serie de secuencias de polipéptidos de tipo FSM1. La identidad de secuencia (en %) entre las secuencias de
los polipéptidos de tipo FSM1 utiles en la realizacion de los procedimientos de la invencién generalmente es del
50 % o superior en comparacion con SEC ID N° 2, pero puede ser tan baja como del 19 % en el grupo de
polipéptidos de tipo FSM1 dado en la lista de secuencias.
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Tabla B1: Resultados de MatGAT para la similitud e identidad globales en la longitud completa de las secuencias
polipeptidicas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1. M.guttatus_DV207881 59,4 557 590 612 574 529 578 605 639 628 627 639
2. A-majus_TA4522_4151 71,0 54,2 583 581 693 686 598 583 613 639 612 619
3. S.lycopersicum_TA46686 70,5 73,1 795 636 624 608 636 670 648 682 674 682
4.N.benthamiana_EH366122 747 731 864 69,0 574 598 732 698 741 729 783 78,0
5. G.hirsutum_DR461014 77,1 72,0 72,7 80,2 56,4 618 729 721 728 753 706 715
6. V.vinifera_EE072107 673 772 693 653 713 775 634 653 594 683 634 644
7. M.domestica_DR994824 66,7 824 716 66,7 706 882 68,6 699 618 728 696 716
8.G.hirsutum_TA31277_3635 72,3 731 76,1 84,0 87,7 703 735 80,2 793 802 80,7 817
9. G.hirsutum_DW503354 76,7 742 784 791 849 743 775 86,0 73,3 83,7 779 791
10. H.exilis_EE652824 77,1 710 739 802 802 663 667 863 814 76,5 795 817
11. E.gunnii_CT985658 776 785 795 812 847 772 794 859 90,7 800 84,9 84,9
12. L.sativa_TA7946_4236 759 785 773 843 86,7 743 755 916 884 843 918 96,4
13. C.intybus_EH706852 79 779 773 841 878 752 765 915 895 854 906 964

14. P.trichocarpa_sc_IV.1184 64,3 806 735 735 745 822 843 776 806 714 796 806 806
15. P.trichocarpa_557252 70,1 763 784 793 828 762 765 851 897 825 897 908 885

16. P.euphratica_AJ768574 713 774 795 805 839 772 775 862 908 793 908 920 897
17. M.truncatula_AC135566 659 828 736 725 714 723 755 714 725 670 714 725 725
18.G.max_Glyma06g46590.1 652 839 728 70,7 761 762 804 772 772 674 739 783 783
19.G.max_Glyma04g16390.1 66,3 839 750 70,7 750 782 824 772 783 696 750 793 793
20.G.max_Glyma02g18210.1 656 81,7 699 699 710 762 784 720 753 656 720 753 742
21. M.truncatula_AC157502 64,1 806 71,7 70,7 783 802 814 761 772 70,7 761 793 783
22.G.max_Glyma03g28050.1 649 804 691 680 701 812 804 711 742 701 763 773 763
23. A.thaliana_At4g39250 630 770 680 650 670 842 853 690 720 650 7360 73,0 720
24. T.salsuginea_DN773374 580 76,0 650 670 660 812 843 690 730 640 700 69,0 71,0
25. B.napus_BNO6MC20309 56,0 730 620 640 630 792 814 660 700 620 680 680 68,0
26. A.thaliana_At2921650 574 782 653 633 663 822 843 683 723 644 693 703 693
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14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1. M.guttatus_DV207881 52,0 56,3 57,5 54,7 526 53,7 51,6 553 515 49,0 43,0 43,0 44,6

2. Amajus_TA4522_4151 66,7 62,9 63,9 64,9 642 653 66,0 69,1 64,9 57,0 564 554 58,8
3. S.lycopersicum_TA46686 60,2 62,5 63,6 60,0 62,1 62,1 526 56,4 586 56,0 52,0 50,0 54,5
4.N.benthamiana_EH36612264,3 67,8 69,0 56,4 559 57,0 53,2 58,1 60,2 550 53,0 51,0 564
5. G.hirsutum_DR461014 60,2 69,0 70,1 604 656 645 581 64,1 59,8 550 54,0 50,0 554
6. V.vinifera_EE072107 71,3 68,3 693 59,8 63,7 64,7 624 693 663 683 644 634 68,6
7. M.domestica_DR994824 74,5 706 716 650 718 699 618 696 692 70,6 66,7 63,7 70,6
8.G.hirsutum_TA31277_363568,4 79,3 80,5 589 69,1 681 579 64,9 626 610 60,0 54,0 594
9. G.hirsutum_DW503354 684 78,2 793 558 653 663 579 638 657 634 574 554 574
10. H.exilis_EE652824 67,3 74,7 736 582 559 570 516 58,7 619 550 52,0 49,0 54,5
11. E.gunnii_CT985658 73,5 839 851 606 656 64,5 585 67,7 684 653 564 554 604
12. L.sativa_TA7946_4236 71,4 79,5 80,7 589 62,1 61,1 558 649 646 624 550 535 594
13. C.intybus_EH706852 724 79,3 805 60,0 63,2 62,1 558 63,8 646 63,0 56,0 54,0 594
14. P.trichocarpa_sc_IV.1184 80,6 816 586 59,6 586 57,1 653 636 640 59,0 56,0 634
15. P.trichocarpa_557252 85,7 989 579 649 64,9 579 681 657 63,0 62,0 59,0 653
16. P.euphratica_AJ768574 86,7 98,9 58,9 66,0 64,9 589 670 64,6 64,0 61,0 58,0 64,4
17. M.truncatula_AC135566 74,5 71,4 72,5 806 796 723 720 735 584 604 604 598
18.G.max_Glyma06g46590.175,5 76,1 77,2 88,0 924 745 76,3 76,5 67,3 66,3 624 64,7
19.G.max_Glyma04g16390.176,5 78,3 78,3 90,2 96,7 77,7 774 755 67,3 66,3 624 657
20.G.max_Glyma02g18210.175,5 73,1 74,2 86,0 89,2 89,2 76,6 72,2 61,0 59,0 60,0 614
21. M.truncatula_AC157502 80,6 80,4 79,3 83,7 88,0 89,1 86,0 794 66,0 66,0 64,0 653
22.G.max_Glyma03g28050.179,6 77,3 76,3 82,5 87,6 89,7 856 90,7 65,7 62,7 61,8 64,1
23. Athaliana_At4g39250 78,0 74,0 750 750 81,0 81,0 81,0 77,0 80,0 750 72,0 733
24. T.salsuginea_DN773374 77,0 74,0 73,0 77,0 80,0 820 780 79,0 81,0 87,0 88,0 89,1
25. B.napus_BNO6MC20309 74,0 71,0 70,0 75,0 77,0 79,0 750 76,0 78,0 84,0 97,0 83,2
26. A.thaliana_At2g21650 76,2 74,3 73,3 73,3 77,2 80,2 782 782 802 842 941 911

Ejemplo 4: Identificacion de los dominios comprendidos en las secuencias de polipéptidos utiles en la
realizacion de los procedimientos de la invencion

La base de datos de fuente integrada de familias, dominios y sitios de proteinas (InterPro) es una interfaz integrada
para las bases de datos caracteristicas comunmente usadas para las busquedas basadas en secuencias y en texto.
La base de datos InterPro combina estas bases de datos, que usan diferentes metodologias y diversos grados de
informacion biolégica a cerca de proteinas bien caracterizadas para obtener proteinas caracteristicas. Las bases de
datos que colaboran incluyen SWISS-PROT, PROSITE, TrEMBL, PRINTS, ProDom y Pfam, Smart y TIGRFAM.
Pfam es una gran coleccion de multiples alineaciones de secuencia y modelos ocultos de Markov que cubren
muchos dominios y familias de proteinas comunes. Pfam se aloja en el servidor del Instituto Sanger, en Reino Unido.
Interpro se aloja en el Instituto de Bioinformatica europeo, en Reino Unido.

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Los resultados de la exploracion con InterPro de la secuencia polipeptidica representada por SEC ID N°: 2 se
presentan en la Tabla C1.

Tabla C1: Resultados de la exploracion con InterPro (nimeros de acceso principales) de la secuencia polipeptidica
representada por SEC ID N°: 2.

Procedimiento Numero de acceso Nombre corto Puntuacién Ubicacion
INTERPRO IPR001005 SANT, de unién al ADN

SMART SMO00717 SANT 7,5E-9 [10-62]T
PROFILE PS50090 MYB_3 0,0 [6-60]T
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(Continuacion)

Procedimiento Numero de acceso Nombre corto Puntuacién Ubicacion
INTERPRO IPR009057 de tipo homeodominio

SUPERFAMILY SSF46689 de tipo_homeodominio 7,0E-13 [13-67]T
INTERPRO IPR014778 Myb, de unién al ADN

PFAM PF00249 Myb_de unién al ADN 4,8E-4 [11-60]T
PANTHER PTHR11821 Hsp40/DnaJ_Rel 9,0E-8 [13-59]T
INTERPRO nolPR Sin integrar

PANTHER PTHR11821:SF29 PTHR11821:SF29 9,0E-8 [13-59]T

Ejemplo 5: Prediccion de la topologia de las secuencias polipeptidicas utiles en la realizacion de los
procedimientos de la invencion

TargetP 1.1 predice la ubicacion subcelular de las proteinas eucariotas. La asignacion de ubicacion se basa en la
presencia pedicha de cualquiera de las presecuencias del extremo N: péptido transitorio de cloroplasto (cTP),
péptido de direccion mitocondrial (mTP) o péptido sefial de via secretoria (SP). Las puntuaciones en las que se basa
la prediccion final no son realmente probabilidades, y no se agregan necesariamente a una. Sin embargo, la
ubicacién con la puntuacién mas alta es mas probable de acuerdo con TargetP, y la relacién entre las puntuaciones
(la clase de confiabilidad) puede indicar como de cierta es la prediccion. La clase de confiabilidad (RC) varia de 1 a
5, donde 1 indica la prediccién mas fiable. TargetP se mantiene en el servidor de la Universidad Técnica de
Dinamarca.

Para las secuencias predichas que contienen una presecuencia N-terminal, también se puede predecir un posible
sitio de escision.

Se seleccionaron una serie de parametros, tales como grupo de organismo (no vegetal o vegetal), grupos de corte
(ninguno, grupo predefinido de cortes o grupo de cortes especificado por el usuario) y el calculo de la prediccion de
los sitios de escision (si 0 no).

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Los resultados del analisis TargetP1.1 de la secuencia polipeptidica representada por SEC ID N° 2 se presentan en
la Tabla D1. Se ha seleccionado el grupo de organismo “vegetal”, no se han definido los cortes y se ha solicitado la
longitud predicha del péptido transitorio. La ubicacion subcelular de la secuencia polipeptidica representada por SEC
ID N°: 2 puede ser el citoplasma o el nucleo, y no se predice el péptido transitorio.

Tabla D1: Analisis TargetP 1.1 D de la secuencia polipeptidica representada por SEC ID N° 2. Abreviaturas: Len,
longitud, cTP, péptido transitorio de cloroplasto; mTP, péptido de transito mitocondrial; SP, péptido sefial de via
secretora; otro, otra direccion subcelular; Loc, ubicacion predicha; RC, clase de confiabilidad; Tplen, péptido de

transito predicho.

Nombre Len cTP mTP SP otro Loc RC TPlen
SECIDN°2 88 0,505 0,093 0,089 0,548 - 5 -
Corte 0,000 0,000 0,000 0,000

Cuando se usa el algoritmo de prediccion de la ubicacion de proteinas (PLOC, Park y Kanehisa, Bioinformatics, 19,
1656-1663, 2003), se predice que SEC ID N° 2 tiene una ubicacién nuclear, que coincide con su funcion postulada
como factor de transcripcion.

Se pueden usar muchos otros algoritmos para realizar dichos analisis, que incluyen:

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

e Predictor de la ubicacién subcelular de proteina Prowler, version 1.2, alojado en el servidor del Instituto de
Biociencia Molecular, Universidad de Queensland, Brisbane, Australia;

e Analista de Proteomas PENCE PA-GOSUB 2.5, alojado en el servidor de la Universidad de Alberta, Edmonton,
Alberta, Canada;

¢ TMHMM, alojado en el servidor de la Universidad Técnica de Dinamarca;

e PSORT (URL: psort.org).
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Ejemplo 6: Ensayo relacionado con las secuencias polipeptidicas utiles en la realizacion de los
procedimientos de la invencion

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Los ensayos de unidon de ADN son muy conocidos en la técnica, incluyendo la seleccion de sitios de union a ADN
asistida por PCR y un ensayo de cambio en gel de unién a DNA. Para una referencia general, véase “Current
Protocols in Molecular Biology”, Volumenes 1y 2, Ausubel et al. (1994), Current Protocols.

En Li y Parish (Plant J. 8, 963-972, 1995), se describe un ensayo de uniéon a ADN para MYB7, como ejemplo para
proteinas MYB en general. En resumen, se clona la secuencia codificante de MYB7 en marco con la secuencia lider
10 del gen de T7 y se expresa en E. coli. Las proteinas se purifican y se analizan en un ensayo de retardo de la
movilidad, usando el sitio de uniéon a c-myb marcado con 32P (MBS) y el sitio de unién del producto génico P del
maiz (PBS). De esta manera, se demostré que MYB7 de Arabidopsis thaliana se unié al sitio MBS, aunque no con
alta afinidad, y tuvo una preferencia de union por el sitio de PBS.

Ejemplo 7: Clonacién de la secuencia de acido nucleico usada en los procedimientos de la invenciéon

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

Se amplificé la secuencia de acido nucleico por PCR usando como plantilla una biblioteca de ADNc de plantulas de
Solanum lycopersicum disefiada a medida (en pCMV Sport 6.0; Invitrogen, Paisley, RU). Se realiz6 la PCR usando
Taq ADN polimerasa Hifi en condiciones convencionales, usando 200 ng de plantilla en una mezcla de PCR de
50 wl. Los cebadores usados fueron prm10562 (SEC ID N° 290; sentido, codén de inicio en negrita): 5'-
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaaacaatgagctcgatgtcgtctca-3' 'y prm10563 (SEC ID N°  291; inverso,
complementario): 5'-ggggaccactttgtacaagaaagctggg taagtgttaggttttgctccttt-3', que incluyen los sitios AttB para la
recombinaciéon Gateway. ElI fragmento de PCR amplificado se purific6 usando también procedimientos
convencionales. A continuacion, se realizé la primera etapa del procedimiento Gateway, la reaccion BP, durante el
cual el fragmento de PCR se recombiné in vivo con el plasmido pDONR201 para producir, de acuerdo con la
terminologia Gateway, un "clon de entrada", de tipo FSM1. El plasmido pDONR201 se adquirié en Invitrogen, como
parte de tecnologia Gateway®.

Entonces, se uso6 el clon de entrada que comprende la SEC ID N°: 1 en una reaccién LR con un vector de destino
usado para la transformacion de Oryza sativa. Este vector contenia como elementos funcionales dentro de los
limites del ADN-T: un marcador seleccionable vegetal; un casete de expresion de marcador detectable; y un casete
Gateway destinado a la recombinacién LR in vivo con la secuencia de acido nucleico de interés ya clonada en el
clon de entrada. Cadena arriba de este casete Gateway, se encuentra un promotor GOS2 del arroz (SEC ID N°: 289)
para la expresion especifica constitutiva.

Tras la etapa de recombinacion LR, el vector de expresion resultante pGOS2::de tipo FSM1 (Figura 4) se transformé
en la cepa LBA4044 de Agrobacterium de acuerdo con procedimientos muy conocidos en la técnica.

Ejemplo 8: Transformacién de plantas
Transformacién del arroz

La agrobacteria que contenia el vector de expresion se usé para transformar plantas de Oryza sativa. Se
descascarillaron semillas secas maduras de la variedad cultivada Nipponbare de arroz iaponica. Se llevé a cabo la
esterilizacion mediante la incubacién durante un minuto en etanol al 70 %, seguido por 30 minutos en HgCl, al 0,2
%, seguido por un lavado de 6 veces durante 15 minutos con agua destilada estéril. Luego se germinaron las
semillas estériles en un medio que contenia 2,4-D (medio de induccion de callos). Tras la incubacion en la oscuridad
durante cuatro semanas, se cortaron los callos derivados del escutelo, embriogénicos, y se propagaron en el mismo
medio. Tras dos semanas, se multiplicaron o propagaron los callos mediante subcultivo en el mismo medio durante
otras 2 semanas. Se subcultivaron pedazos de callo embriogénico en medio fresco 3 dias antes del cocultivo (para
reforzar la actividad de division celular).

Para el cocultivo, se us6 la cepa LBA4404 de Agrobacterium que contenia el vector de expresion. Se inoculd
Agrobacterium en medio AB con los antibidticos apropiados y se cultivé durante 3 dias a 28 °C. Luego se recogieron
las bacterias y se suspenden en medio de cocultivo liquido a una densidad (DOseo) de aproximadamente 1. A
continuacion, se transfirid la suspension a una placa Petri y se sumergieron los callos en la suspension durante 15
minutos. Entonces, se transfirieron los tejidos de callo secos sobre un papel de filtro y se transfirieron a medio de
cocultivo solidificado, y se incubaron durante 3 dias a oscuras a 25 °C. Se sembraron los callos cocultivados en
medio que contenia 2,4-D durante 4 semanas a oscuras a 28 °C en presencia de un agente de seleccién. Durante
este periodo, se desarrollaron rapidamente islotes de callos resistentes al crecimiento. Después de la transferencia
de este material a un medio de regeneracion y de la incubacion a la luz, se liberd el potencial embriogénico y se
desarrollaron brotes en las cuatro a cinco semanas siguientes. Se extirparon los brotes de los callos y se incubaron
durante 2 a 3 semanas en un medio que contenia auxina del que se transfirieron al suelo. Los brotes endurecidos se
cultivan bajo alta humedad y dias cortos en un invernadero.
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Se generaron aproximadamente 35 transformantes de arroz TO independientes para una construccion. Los
transformantes primarios se transfirieron desde una camara de cultivo de tejido a un invernadero. Después de un
analisis PCR cuantitativo para verificar el nUmero de copias del inserto de ADN-T, solo se mantuvieron plantas
transgénicas de una sola copia que presentaban tolerancia al agente de seleccion para la cosecha de la semilla T1.
Luego se cosecharon las semillas de tres a cinco meses después del trasplante. El procedimiento produjo
transformantes de un solo locus a una tasa superior al 50 % (Aldemita y Hodges 1999, Chan et al. 1993. Hiei et al.
1994).

Ejemplo 9: Transformacion de otros cultivos
Transformacion del maiz

La transformacion del maiz (Zea mays) se realiza con una modificacién del procedimiento descrito por Ishida et al.
(1996) Nature Biotech 14(6): 745-50. La transformacion es dependiente del genotipo en el maiz y solo genotipos
especificos son susceptibles a la transformacion y la regeneracion. La linea endogamica A188 (Universidad de
Minnesota) o los hibridos con A188 como progenitor son buenas fuentes de material donante para la transformacion,
pero también se pueden usar otros genotipos satisfactoriamente. Se cosechan espigas de plantas de maiz
aproximadamente 11 dias después de la polinizacion (DAP), cuando la longitud del embriéon inmaduro es de
aproximadamente 1 a 1,2 mm. Se cocultivan embriones inmaduros con Agrobacterium tumefaciens que contiene el
vector de expresion, y las plantas transgénicas se recuperan a través de organogenia. Se cultivan los embriones
cortados en medio de induccion de callos y luego el medio de regeneracion del maiz, que contiene el agente de
seleccion (por ejemplo, imidazolinona, pero se pueden usar diversos marcadores de seleccion). Se incuban las
placas Petri a la luz a 25 °C durante 2-3 semanas, o hasta que se desarrollan brotes. Los brotes verdes se
transfieren desde cada embrion al medio de enraizamiento del maiz y se incuban a 25 °C durante 2-3 semanas,
hasta que se desarrollan raices. Se transplantan los brotes enraizados al suelo en el invernadero. Se producen
semillas T1 de plantas que presentan tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de
ADN-T.

Transformacion del trigo

La transformacion del trigo se realiza con el procedimiento descrito por Ishida et al. (1996) Nature Biotech 14(6):
745-50. La variedad cultivada Bobwhite (disponible en CIMMYT, Méjico) se usa cominmente en la transformacion.
Los embriones inmaduros se cocultivan con Acrobacterium tumefaciens que contiene el vector de expresion, y las
plantas transgénicas se recuperan a través de organogenia. Después de la incubacion con Agrobacterium, se
cultivan los embriones in vitro en medio de inducciéon de callos, luego medio de regeneracion, que contiene el agente
de seleccion (por ejemplo, imidazolinona, pero se pueden usar diversos marcadores de seleccion). Se incuban las
placas Petri a la luz a 25 °C durante 2-3 semanas, o hasta que se desarrollan brotes. Los brotes verdes se
transfieren desde cada embrion al medio de enraizamiento y se incuban a 25 °C durante 2-3 semanas, hasta que se
desarrollan raices. Se transplantan los brotes enraizados al suelo en el invernadero. Se producen semillas T1 de
plantas que presentan tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de la soja

Se transforma soja de acuerdo con una modificacion del procedimiento descrito en la patente de EE.UU. N°
5.164.310 DE Texas A&M. Diversas variedades comerciales de soja son susceptibles a la transformacion mediante
este procedimiento. La variedad cultivada Jack (disponible de la fundacion Seed de lllinois) se usa cominmente para
la transformacion. Se esterilizan las semillas de soja para la siembra in vitro. Se extirpan el hipocotilo, el radiculo y
un cotileddn de plantulas jévenes de siete dias de vida. El epicotilo y el cotiledon restante se cultivan ademas para
desarrollar nodos axilares. Estos nodos axilares se extirpan y se incuban con Acrobacterium tumefaciens que
contiene el vector de expresion. Después de tratamiento del cocultivo, se lavan los explantes y se transfieren al
medio de seleccion. Se extirpan los brotes regenerados y se ponen en un medio de elongacion de brotes. Se
colocan los brotes no superiores a 1 cm en medio de enraizamiento hasta que se desarrollan raices. Las raices
enraizadas se trasplantan al suelo en el invernadero. Se producen semillas T1 de plantas que muestran tolerancia al
agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de la colza

Se usan los peciolos cotiledonarios y los hipocotilos de plantulas jovenes de 5-6 dias de vida como explantes para el
cultivo del tejido y se transforman de acuerdo con Babic et al. (1998, Plant cell Rep 17: 183-188). La variedad
cultivada comercial Westar (Agriculture Canada) es la variedad convencional usada para la transformacion, pero
también se pueden usar otras variedades. Se esterilizan superficialmente las semillas de colza para la siembra in
vitro. Se extirpan los explantes de peciolos cotiledones con el cotiledon unido de las plantulas in vitro, y se inoculan
con Agrobacterium (que contiene el vector de expresion) sumergiendo el extremo cortado del explante de peciolo en
la suspension bacteriana. A continuacion, se cultivan los explantes durante 2 dias en medio MSBAP-3 que contiene
3 mg/l de BAP, sacarosa al 3 %, Phytagar al 0,7 % a 23 °C, 16 h de luz. Después de dos dias de cocultivo con
Agrobacterium, se transfieren los explantes de peciolo a medio MSBAP-3 que contiene 3 mg/l de BAP, cefotaxima,
carbenicilina o timentina (300 mg/l) durante 7 dias, y luego se cultivan en medio MSBAP-3 con cefotaxima,
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carbenicilina o timentina y agente seleccioén hasta la regeneracion de los brotes. Cuando los brotes tienen una
longitud de 5-10 mm, se cortan y se transfieren al medio de elongacién de brotes (MSBAP-0.5, que contiene 0,5 mo/l
de BAP). Los brotes de aproximadamente 2 cm de longitud se transfieren al medio de enraizamiento (MS0) para la
induccioén de las raices. Los brotes enraizados se trasplantan al suelo en el invernadero. Se producen semillas T1 de
plantas que muestran tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion de la alfalfa

Se transforma un clon de regeneracion de alfalfa (Medicago sativa) usando el procedimiento de (McKersie et al.,
1999 Plant Physiol 119: 839-847). La regeneracion y transformacion de la alfalfa es dependiente del genotipo y, por
lo tanto, se requiere una planta regenerada. Se han descrito procedimientos para obtener plantas regenerantes. Por
ejemplo, estos se pueden seleccionar del cultivo Rangelander (Agriculture Canada) o cualquier otra variedad
comercial de alfalfa como segun lo descrito por Brown DCW y A Atanassov (1985. Plant Cell Tissue Organ Culture 4:
111-112). Como alternativa, la variedad RA3 (Universidad de Wisconsin) se ha seleccionado para su uso en el
cultivo de tejido (Walker et al., 1978 Am J Bot 65:654-659). Se cocultivan durante una noche los explantes de
peciolo con un cultivo de Agrobacterium tumefaciens C58C1 pMP90 (McKersie et al., 1999 Plant Physiol 119: 839-
847) o LBA4404 que contiene el vector de expresion. Se cocultivan los explantes durante 3 d a oscuras en medio de
induccion SH que 288 mg/l de Pro, 53 mg/l de tioprolina, 4,35 g/l de K2SOy4, y 100 um de acetosiringinona. Se lavan
los explantes en medio Murashige-Skoog de resistencia media (Murashige y Skoog, 1962) y se ponen siembran en
el mismo medio de induccion SH sin acetosiringinona, pero con un agente de seleccion adecuado y antibidtico
adecuado para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Tras varias semanas, se transfieren embriones somaticos al
medio de desarrollo BOi2Y que no contiene reguladores del crecimiento, sin antibiéticos, y 50 g/l de sacarosa.
Posteriormente, se germinan los embriones somaticos en medio Murashige-Skoog de resistencia media. Se
trasplantan plantulas enraizadas en macetas y se cultivan en un invernadero. Se producen semillas T1 de plantas
que presentan tolerancia al agente de seleccion y que contienen una sola copia del inserto de ADN-T.

Transformacion del algodén

El algodon se transforma usando Agrobacterium tumefaciens de acuerdo con el método descrito en el documento
US 5.159.135. Se esterilizan las semillas de algodén superficialmente en solucidon de hipoclorito sédico al 3 %
durante 20 minutos y se lavan en agua destilada con 500 pg/ml de cefotaxima. A continuacion, se transfieren las
semillas a medio SH con 50 ug/ml de benomil para la germinacién. Se retiran los hipocotilos de las plantulas de 4 a 6
dias de vida, se cortan en trozos de 0,5 cm y se colocan en agar al 0,8 %. Se usa una suspension de Agrobacterium
(aprox. 108 células por ml, diluidos a partir de un cultivo de una noche transformado con el gen de interés y
marcadores de seleccion adecuados) para la inoculacion de los explantes de hipocotilo. Después de 3 dias a
temperatura e iluminacién ambiente, se transfieren los tejidos a un medio soélido (1,6 g/l de Gelrite) con sales de
Murashige y Skoog con vitaminas B5 (Gamborg et al., Exp. Cell Res. 50: 151-158 (1968)), 0,1 mg/l de 2,4-D,
0,1 mg/l de 6-furfurilaminopurina y 750 ug/ml de MgCl,, y con 50 a 100 ug/ml de cefotaxima y 400-500 ug/ml de
carbenicilina para matar las bacterias residuales. Se aislan lineas celulares individuales después de dos a tres
meses (con subcultivos cada cuatro a seis semanas) y se cultivan adicionalmente en un medio selectivo para la
amplificacion de tejido (30 °C, fotoperiodo de 16 h). Después, se cultivan los tejidos transformados mas en medio no
selectivo durante 2 a 3 meses, dando lugar a embriones somaticos. Se transfieren los embriones de aspecto
saludable de al menos 4 mm de longitud a tubos con medio SH en vermiculita fina, suplementado con 0,1 mg/l de
acido indolaceético, 6 furfurilaminopurina y acido giberélico. Se cultivan los embriones a 30 °C con un fotoperiodo de
16 horas, y se transfieren las plantulas en la fase folicular 2 a 3 a macetas con vermiculita y nutrientes. Se
endurecen las plantas y, posteriormente, se trasladan al invernadero para su posterior cultivo.

Ejemplo 10: Procedimiento de evaluacién fenotipica

10.1 Configuracién de la evaluacion

Se generan aproximadamente 35 transformantes de arroz TO independientes. Los transformantes primarios se
transfieren desde una camara de cultivo de tejido a un invernadero para la siembra y cosecha de la semilla T1. Se
retienen seis sucesos, de los que la progenie T1 segregd 3:1 para la presencia/ausencia del transgén. Para cada
uno de estos sucesos, se seleccionan aproximadamente 10 plantulas T1 que contienen el transgén (heterocigotos y
homocigotos) y aproximadamente 10 plantulas T1 que carecen del transgén (nulicigotos) mediante la monitorizacion
de la expresion visual del marcador. Se cultivan las plantas transgénicas y los nulicigotos correspondientes uno al
lado de los otros en posiciones aleatorias. Las condiciones del invernadero son dias cortos (12 horas de luz), 28 °C a
la luz y 22 °C en la oscuridad, y una humedad relativa del 70 %. Las plantas que se cultivan en condiciones sin
estrés se hidratan en intervalos reguladores para asegurar que el agua y los nutrientes no se reduzcan y satisfacer
las necesidades de la planta para completar el crecimiento y el desarrollo.

Se evaluaron ademas cuatro sucesos T1 en la generacion T2 siguiendo el mismo procedimiento de evaluacion que
para la generacion T1, pero con mas individuos por suceso. Desde la etapa de siembra hasta la edad de madurez,
las plantas se pasan varias veces a través de una cabina de formacion de imagenes digital. En cada punto temporal
se toman imagenes digitales (2.048 x 1.536 pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6
angulos diferentes.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 542 536 T3

Deteccion de la sequia

Se cultivaron plantas a partir de semillas T2 en suelo de maceta en condiciones normales hasta que alcanzaron la
etapa de partida. Luego se transfirieron a una seccion "seca", donde se retuvo la irrigacion. Se insertaron sondas de
humedad en macetas seleccionadas aleatoriamente para monitorizar el contenido de agua del suelo (SWC). Cuando
el SWC se redujo por debajo de ciertos umbrales, las plantas se rehidrataron automaticamente de manera continua
hasta que se alcanzé de nuevo un nivel normal. Entonces, se transfirieron las plantas de nuevo a condiciones
normales. El resto del cultivo (maduracién de la planta, cosecha de las semillas) es igual que para las plantas que no
se cultivan en condiciones de estrés abidtico. Los parametros de cultivo y produccion se registran como se detalla
para el cultivo en condiciones normales.

Deteccion de la eficacia de uso de nitrégeno

Se cultivan plantas de arroz a partir de semillas T2 en suelo de maceta en condiciones normales, excepto para la
soluciéon de nutrientes. Estas macetas se hidratan desde el trasplante hasta la maduracién con una solucién de
nutrientes especifica que tiene un contenido reducido de nitrégeno N (N), normalmente entre 7 a 8 veces inferior. El
resto del cultivo (maduracion de la planta, cosecha de las semillas) es igual que para las plantas que no se cultivan
en condiciones de estrés abidtico. Los parametros de cultivo y produccion se registran como se detalla para el
cultivo en condiciones normales.

Deteccion de estrés salino

Se cultivan plantas en un sustrato de fibras de coco y argex (proporciéon 3 a 1). Se usa una solucién de nutrientes
normal durante las dos primeras semanas después del transplante de las plantulas en el invernadero. Después de
las dos primeras semanas, se afiaden 25 mM de sal (NaCl) a la solucion de nutrientes, hasta que las plantas se
cosechan. Luego se miden los parametros relacionados con las semillas.

10.2 Analisis estadistico: prueba F

Se us6 ANOVA de dos factores (analisis de variantes) como un modelo estadistico para la evaluacion general de las
caracteristicas fenotipicas de la planta. Se llevé a cabo una prueba F en todos los parametros medidos de todas las
plantas de todos los sucesos transformados con el gen de la presente invencion. La prueba F se llevé a cabo para
comprobar un efecto del gen sobre todos los sucesos de transformacion y para verificar un efecto general del gen,
también conocido como efecto global del gen. El umbral de significancia para un efecto global del gen verdadero se
establece a un nivel de probabilidad del 5 % para la prueba F. Los puntos de valor de la prueba F significativos para
un efecto de gen, significa que solo la mera presencia o posicion del gen es lo que provoca las diferencias en el
fenotipo.

Cuando se llevaron a cabo dos experimentos con sucesos superpuestos, se realizé un analisis combinado. Esto es
util para comprobar la consistencia de los efectos sobre los dos experimentos, y si se da el caso, para acumular
pruebas de ambos experimentos con el fin de aumentar la confianza en la conclusion. El método usado fue una
metodologia de modelo mixto que tiene en cuenta la estructura multinivel de los datos (es decir, el experimento -
suceso - segregantes). Los valores de p se obtuvieron mediante la comparacion de la prueba de razén de
verosimilitud con las distribuciones chi cuadrado

10.3 Parametros medidos

Medicién de los parametros relacionados con biomasa

A partir de la etapa de siembra hasta la etapa de madurez, se pasaron las plantas varias veces a través de una
cabina de formacién de imagenes digital. Se tomaron imagenes digitales en cada punto temporal (2.048 x 1.536
pixeles, 16 millones de colores) de cada planta desde al menos 6 angulos diferentes.

Se determind la superficie sobre el suelo de la planta (o biomasa frondosa) contando el nimero total de pixeles de
las imagenes digitales de las partes de planta situadas sobre el suelo discriminadas del fondo. Se calcul6 la media
de dicho valor para las fotografias tomadas en el mismo punto temporal desde los diferentes angulos y se convirtié
en un valor de superficie fisica expresado en mm cuadrados por calibraciéon. Los experimentos muestran que la
superficie de la planta sobre el suelo medida de esta forma se correlaciona con la biomasa de partes de planta por
encima del suelo. La superficie por encima del suelo es la superficie medida en el punto temporal en el que la planta
alcanza su biomasa frondosa maxima. El vigor temprano es la superficie encima del suelo de la planta (plantula) tres
semanas después de la germinacion. El aumento en el biomasa radicular se expresa como un aumento de la
biomasa radicular total (medido como la biomasa radicular maxima observada durante la vida util de una planta
(RootMax) o como la biomasa radicular maxima con un espesor por encima de cierto umbral observado durante la
vida util de una planta (RootThickMax); o como un aumento en el indice de raiz/brote (medido como la proporciéon
entre la masa radicular y la masa de brotes en el periodo de crecimiento activo de raiz y brote).

Se determiné el vigor temprano contando el nimero total de pixeles de las partes de la planta situadas por encima
del suelo discriminadas del fondo. Se calculo6 la media de dicho valor para las fotografias tomadas en el mismo punto
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temporal desde los diferentes angulos y se convirtié en un valor de superficie fisica expresado en mm cuadrados por
calibracion. Los resultados descritos mas adelante son para las plantas tres semanas después de la germinacion.

Mediciones de los parametros relacionados con las semillas

Se cosecharon las paniculas primarias maduras, se contaron, se embolsaron, se marcaron con cédigo de barras y
luego se secaron durante tres dias en un horno a 37 °C. Luego se desgranaron las paniculas, y se recogieron y se
contaron todas las semillas. Se separaron las cascaras llenas de las vacias usando un dispositivo de soplado de
aire. Se desecharon las cascaras vacias y se volvio a contar la fraccion restante. Se pesaron las cascaras llenas en
una balanza de analisis. Se determiné el numero de semillas llenas contando el nimero de cascaras llenas que
quedaba después de la etapa de separacion. Se midié la produccion total de semillas pesando todas las cascaras
llenas cosechadas de una planta. Se midié el niUmero total de semillas por planta contando el nimero de cascaras
cosechadas por planta. Se extrapol6 el peso de mil granos (TKW) del nimero de semillas llenas contadas y su peso
total. En la presente invencion, el indice de cosecha (HI) se define como la proporcién entre la produccion total de
semillas y la superficie por encima del suelo (mm?), multiplicada por un factor 10°8. ElI niumero total de flores por
panicula, como se define en la presente invencion, es la proporcion entre el nimero total de semillas y el nimero de
paniculas primarias maduras. El indice de llenado de las semillas, como se define en la presente invencion, es la
proporcion (expresada como un %) del numero de semillas llenas con respecto al nimero total de semillas (o
floretes).

Ejemplo 11: Resultados de la evaluacion fenotipica de las plantas transgénicas

1. Polipéptidos de tipo FSM1 (Fruto Sant/Myb)

A continuacion, se presentan los resultados de la evaluacion de plantas de arroz transgénicas que expresan SEC ID
N°: 1 en condiciones sin estrés. Las plantas T1 presentaron un aumento de la produccién de semillas y un aumento
de la biomasa radicular, y estas observaciones se confirmaron en una segunda evaluacion con plantas T2. Las
Tablas E1 y E2 enumeran los parametros para los que el aumento global fue de al menos el 5 %.

Tabla E1: Resumen de datos para plantas de arroz transgénicas de la generacion T1; para cada parametro, se
muestra el porcentaje de aumento global, siendo para cada parametro el valor p < 0,05.

Parametro Global
Filtrado 19,9
RootThickMax 6,5

Tabla E2: Resumen de datos para plantas de arroz transgénicas de la generacion T2; para cada parametro, se
muestra el porcentaje de aumento global, siendo para cada parametro el valor p < 0,05.

Parametro Global
RootMax 7,5
Filtrado 12,5

Por otra parte, las plantas T1 tuvieron un aumento del peso total de las semillas (aumento global +17,1 %, p < 0,05),
un aumento del indice de cosecha (aumento global +16,5 %, p < 0,05), aumento del nimero de semillas llenas
(aumento global +17,9 %, p < 0,05) y un aumento del numero de flores por panicula (aumento global +10,6 %, p <
0,05). Ademas, una de las lineas ensayadas en ambas generaciones T1 y T2 mostré un aumento del vigor
temprano.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 542 536 T3

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de aumento del rendimiento de la biomasa y/o de las semillas en plantas en comparacion con
plantas de control, que comprende la modulacién de la expresién en una planta de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de tipo FSM1, en el que dicho polipéptido de tipo FSM1 esta representado por SEC ID N° 2 o uno de sus
homologos que tiene al menos un 50 % de identidad de secuencia con SEC ID N° 2, y que comprende ademas un
dominio SANT (acceso SMART SM0017) y uno o mas de los siguientes motivos:

(i) Motivo 1:
WI[TS][PAIKIQEINK[LA]JFE[RK]ALAVYDI[KR][DE]TPDRW[HSQ]N[VI]A[RK]A (SEC ID N°: 283),

(il) Motivo 2: GGK[ST]JAV][EDJEVIKRIRHYEIIL]L (SEC ID N°: 284),
(iii) Motivo 3: D[VL][KF][HF]I[ED][SN]GIRM]VPFP[NK]Y (SEC ID N°: 285),

en el que dicho aumento del rendimiento de la biomasa y/o de las semillas se obtiene en condiciones sin estrés, en
el que dicho acido nucleico esta unido operativamente al promotor GOS2 del arroz y en el que dicha expresion
modulada se efectia mediante la introduccién y la expresion en una planta de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de tipo FSM1.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho acido nucleico que codifica un polipéptido de
tipo FSM1 codifica una cualquiera de las proteinas enumeradas en la Tabla A1 o es una parte de dicho acido
nucleico, o un acido nucleico capaz de hibridarse con dicho acido nucleico.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha secuencia de acido nucleico codifica un
ortélogo o paralogo de cualquiera de las proteinas dadas en la Tabla A1.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho acido nucleico que
codifica un polipéptido de tipo FSM1 es de origen vegetal, preferentemente, de una planta dicotiledonea, mas
preferentemente, de la familia Solanaceae, mas preferentemente del género Lycopersicon, y lo mas preferentemente
de Solanum lycopersicum.

5. Construccion que comprende:

(i) acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en la reivindicacion 1;

(i) una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia de acido nucleico de (a),
siendo una de dichas secuencias de control el promotor GOS2 del arroz y, opcionalmente,

(iii) una secuencia de terminacion de la transcripcion.

6. Uso de una construccion de acuerdo con la reivindicacion 5 en un procedimiento de produccién de plantas que
tienen un mayor rendimiento, particularmente, un mayor rendimiento de la biomasa y/o un mayor rendimiento de las
semillas en comparacion con plantas de control.

7. Planta, parte de planta o célula vegetal transformada con una construccién de acuerdo con la reivindicacion 5.

8. Procedimiento de produccién de una planta transgénica que tiene un mayor rendimiento, particularmente, un
mayor rendimiento de la biomasa y/o un mayor rendimiento de las semillas en comparacion con plantas de control,
que comprende:

(i) introduccion y expresion en una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo
definido en la reivindicacion 1 unido operativamente al promotor GOS2 del arroz; y
(ii) cultivo de la célula vegetal en condiciones que potencian el crecimiento y el desarrollo vegetal.

9. Planta transgénica que tiene un mayor rendimiento, particularmente, un mayor rendimiento de la biomasa y/o de
las semillas, cuando se cultiva en condiciones sin estrés y en comparacion con plantas de control, que procede de la
expresion modulada de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en la
reivindicacion 1 unido operativamente al promotor GOS2 del arroz, o una célula de planta transgénica derivada de
dicha planta transgénica, en la que dicha expresién modulada se realiza mediante la introduccion y la expresion en
una planta de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1.

10. Planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 7 o 9, o una célula de planta transgénica derivada de la
misma, siendo dicha planta una planta de cultivo tal como remolacha azucarera, o una planta monocotiledénea tal
como cafia de azucar, o un cereal tal como arroz, maiz, trigo, cebada, mijo, centeno, triticale, sorgo, escanda,
espelta, secale, escanda menor, teff, milo y avena.

11. Partes cosechables de una planta de acuerdo con la reivindicacién 10, siendo dichas partes cosechables
preferentemente biomasa de los brotes y/o de las semillas, comprendiendo dichas partes cosechables un acido
nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en la reivindicacion 1 unido operativamente con
el promotor GOS2 del arroz.
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12. Uso de un acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo FSM1 segun lo definido en la reivindicacion 1 unido
operativamente con el promotor GOS2 del arroz para aumentar el rendimiento de las semillas y/o de la biomasa en
plantas cultivadas en condiciones sin estrés en comparacion con plantas de control.
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