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DESCRIPCION
Plantas resistentes a enfermedades

La presente invencion se refiere a plantas de espinaca resistentes a enfermedad, en particular a plantas de espinaca
resistentes a Peronospora farinosa. La invencion ademas se refiere a métodos para obtener tales plantas de
espinaca resistentes a enfermedad.

La resistencia de las plantas a patdgenos fungicos y oomicetes se ha estudiado exhaustivamente, para tanto
resistencia especifica a patdgeno como general. En muchos casos la resistencia esta especificada mediante genes
dominantes para resistencia. Se ha identificado que muchos de estos genes especificos a raza o de resistencia gen
por gen median el reconocimiento del patdgeno al interaccionar directa o indirectamente con productos del gen de
avirulencia u otras moléculas del patégeno. Este reconocimiento conduce a la activacion de un amplio rango de
respuestas de defensa de la planta que detiene el crecimiento del patégeno.

En el cultivo vegetal hay una lucha constante por identificar nuevas fuentes de genes de resistencia dominantes
mayoritariamente monogénica. En los cultivares con genes de resistencia sencillos nuevamente introducidos, la
proteccion de la enfermedad con frecuencia se rompe rapidamente, porque los patdgenos evolucionan y se adaptan
a una alta frecuencia y recuperan la capacidad de infectar con éxito la planta huésped. Por lo tanto, se necesita
mucho la disponibilidad de nuevas fuentes de resistencia a enfermedad.

Los mecanismos de resistencia alternativos actuan por ejemplo a través de la modulacién de la respuesta de
defensa en plantas, tal como la resistencia mediada por el gen mlo recesivo en cebada al patégeno de oidio
(“powdery mildew”) Blumeria graminis f.sp. hordei. Las plantas que llevan alelos mutados del gen MLO silvestre
presentan resistencia casi completa que coincide con el aborto de la penetracion fungica intentada de la pared
celular de células epidérmicas atacadas sencillas. El gen MLO silvestre actua asi como regulador negativo de la
respuesta patéogena. Esto esta descrito en el documento W09804586.

Otros ejemplos son los genes recesivos de resistencia a oidio, encontrados en una investigacion de la pérdida de
susceptibilidad a Erysiphe cichoracearum. Por ahora se han clonado tres genes, denominados PMR6, que codifica
una proteina similar a la pectato liasa, PMR4 que codifica una calosa sintasa, y PMR5 que codifica una proteina de
funcién desconocida. Tanto los genes mlo como pmr parecen conferir especificamente resistencia a oidio y no a
oomycetes tales como los mildius (“downy mildews”).

La resistencia a patdgeno general, o formas sistémicas de resistencia tal como SAR, se ha obtenido mediante dos
modos principales. El primero es mediante mutacion de reguladores negativos de la defensa de la planta y muerte
celular, tal como en los mutantes cpr, Isd 'y acd de Arabidopsis. El segundo es mediante sobreexpresion transgénica
de inductores o reguladores de la defensa de la planta, tal como en plantas que sobreexpresan NPR1.

La desventaja de estos mecanismos de resistencia conocidos es que, ademas de resistencia a patégeno, estas
plantas con frecuencia muestran fenotipos adicionales y no deseables detectables, tal como retraso en el
crecimiento o la formacién espontanea de muerte celular.

Es un objetivo de la presente invencidon proporcionar una forma de resistencia que sea general, duradera y no
asociada a fenotipos no deseables.

En la investigacion que condujo a la presente invencion, se realizd una investigacion de mutante de Arabidopsis
thaliana para susceptibilidad reducida al patégeno de mildiu Hyaloperonospora parasitica. Se generaron mutantes
por EMS en la linea Ler eds7-2 de Arabidopsis altamente susceptible. Se analizaron en detalle ocho mutantes
resistentes a mildiu (dmr, del Inglés “Downy mildew resistant”), que corresponden a 6 loci diferentes. El analisis
microscépico mostré que en todos los mutantes de H. parasitica el crecimiento estaba severamente reducido. La
resistencia de dmr3, dmr4 y dmrb estaba asociada a la activacion constitutiva de la defensa de la planta. Ademas,
los mutantes dmr3 y dmr4, pero no dmr5, eran también resistentes a Pseudomonas syringae y Golovinomyces
orontil.

Por el contrario, no se observo activacion aumentada de la defensa de la planta en los mutantes dmr1, dmr2 y dmr6.
Los resultados de esta investigacion han sido descritos en Van Damme et al. (2005) Molecular Plant-Microbe
Interactions 18(6) 583-592. Este articulo no describe la identificacion y la caracterizacion de los genes de DMR.

Se identificé el mutante dmr6 en una investigacion de pérdida de susceptibilidad en el fondo de Ler eds1-2 de
Arabidopsis. Ya se ha clonado y caracterizado el gen DMR6. Por tanto, se encontr6 que DMR6 es el gen At5g24530,
que codifica para una oxidoreductasa (el ADN y la secuencia de aminoacidos estan representados en la Figura 2).
Las oxidoreductasas son enzimas que catalizan la transferencia de electrones desde una molécula, el oxidante, a
otra, el reductor. De acuerdo con la presente invencién, se ha encontrado que la carencia de una proteina DMR6
funcional da como resultado resistencia a mildiu.

La presente invencién proporciona una planta de espinaca que es resistente a Peronospora farinosa caracterizada
porque la planta tiene un nivel reducido, una actividad reducida o ausencia completa de la proteina DMR6 en
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comparacion con una planta que no es resistente a dicho patégeno.

La resistencia frente a Peronospora farinosa se basa en un nivel alterado, en particular un nivel reducido, actividad
reducida o ausencia completa de la proteina DMRG6 en planta.

Modular el gen DMR6 para bajar su actividad o expresion se puede conseguir a diversos niveles. Primero, el gen
enddégeno se puede mutar directamente. Esto se puede conseguir por medio de un tratamiento mutagénico.
Alternativamente, un gen DMR6 modificado se puede introducir en la planta por medio de técnicas transgénicas o
mediante introgresion, o la expresion de DMR6 se puede reducir en el nivel regulador, por ejemplo mediante la
modificacion de las secuencias reguladoras o mediante silenciamiento del gen.

Un nivel reducido de la proteina DMR®6 es el resultado de una mutacion en el gen DMR6 dando como resultado una
expresion reducida de DMR6 en comparacion con el gen DMR6 silvestre en donde no esta presente tal mutacion, o
dando como resultado una estabilidad reducida de ARNm o proteina. En una realizacién particular esto se consigue
mediante mutaciones en la secuencia codificadora de DMR6 que da como resultado una proteina DMR6 no
funcional, es decir, sin o con actividad enzimatica reducida.

En otra realizacién de la invencion, la expresion reducida se puede conseguir mediante regulacion a la baja de la
expresion del gen DMR6 o bien a nivel transcripcional o de traduccion, por ejemplo, mediante silenciamiento del gen
o mediante mutaciones que afecten a la expresion del gen DMR6.

Para conseguir un nivel reducido de proteina DMRG, la expresion del gen DMR6 se puede regular a la baja o se
puede reducir la actividad enzimatica de la proteina DMR6 mediante sustituciones de amino acidos resultantes a
partir de los cambios de nucleétido en la secuencia codificadora de DMRG6.

En una realizacion particular de la invencion, la regulacion a la baja de la expresion del gen DMR6 se consigue
mediante silenciamiento del gen usando ARNi. Para esto, se generan plantas transgénicas que expresan una
construccion antisentido DMR6, una construccién micro ARN optimizada, una construccién repetida invertida, o una
construccion sentido-antisentido combinada, para generar ARNds que corresponde a DMR6 que conduce a
silenciamiento del gen.

La regulacion a la baja del gen DMR6 también se puede conseguir mediante mutagénesis de los elementos
reguladores en la region promotor, terminador, o intrones potenciales. Las mutaciones en la secuencia codificadora
de DMR6 en muchos casos conducen a sustituciones de aminoacidos o condones de parada prematuros que
afectan negativamente a la expresion o actividad de la proteina DMRG6 codificada.

Estas mutaciones estan inducidas en las plantas mediante el uso de compuestos quimicos mutagénicos tales como
el metanosulfonato de etilo (EMS, del Inglés “Ethyl Methane Sulfonate”), mediante irradiacion de material vegetal con
rayos gama o neutrones rapidos, o mediante otros medios. Los cambios de nucleétido resultantes son al azar, pero
en una colecciéon grande de plantas mutagenizadas las mutaciones en el gen DMR6 pueden ser faciimente
identificadas mediante el uso del método TILLING (del Inglés “Targeting Induced Local Lesions In Genomes”,
"Etiquetado de lesiones locales inducidas en Genomas”)(McCallum et al. (2000) Targeted screening for induced
mutations. Nat. Biotechnol. 18, 455-457, y Henikoff et al. (2004) TILLING. Traditional mutagenesis meets functional
genomics. Plant Physiol. 135, 630-636). El principio de este método se basa en la amplificacion por PCR del gen de
interés a partir del ADN gendmico de una gran coleccion de plantas mutagenizadas en la generacion M2. Mediante
secuenciacion de ADN o mediante busqueda de mutaciones puntuales usando una nucleasa especifica a cadena
sencilla, tal como la nucleasa CEL-I (Till et al. (2004) Mismatch cleavage by single-strand specific nucleases. Nucleic
Acids Res. 32, 2.632-2.641) se identifican las plantas individuales que tienen una mutacién en el gen de interés.

Mediante la investigacion de muchas plantas, se obtiene una gran coleccién de alelos mutantes, dando cada uno un
efecto diferente sobre la expresion del gen o la actividad de la enzima. La expresion del gen o los niveles de proteina
se pueden, por ejemplo, ensayar mediante analisis de los niveles de transcrito de DMR6 (por ejemplo mediante RT-
PCR) o mediante cuantificacion de los niveles de proteina DMRG6 con anticuerpos.

Las plantas con el nivel de DMR6 reducido deseado o la expresion de DMR6 se someten a retrocruzamiento o
cruzamiento con ofras lineas de cultivo para transferir solamente el nuevo alelo deseado en el fondo del cultivo
deseado.

Esta descrito el uso de un promotor de DMR6 para proporcionar la resistencia a enfermedad en plantas. Se ha
demostrado la regulacion transcripcional al alta de DMR6 en respuesta a la infeccion de Peronospora farinosa. Tanto
el analisis del transcrito asi como las lineas indicadoras del promotor de DMR6 soportan este descubrimiento (véase
el Ejemplo 1, de a continuacion). Asi, el promotor de DMR6 inducible por patdgeno es particularmente Util para
controlar la expresion de los sistemas inducibles que conducen a la resistencia a enfermedad en plantas.

Un ejemplo de tal sistema inducible que conduce a la resistencia a enfermedad en plantas, y en el cual el promotor
de DMR6 puede ser eficaz, se ha descrito por ejemplo en el documento WO 99/45125, en donde una secuencia de
nucledtidos antisentido para un gen implicado en la regulacion de la ruta metabdlica de porfirina C-5 esta unido de
manera operable a un promotor inducible por patégeno y se usa para transformar las células vegetales. La expresion
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de la secuencia de nucledtidos antisentido en respuesta al patdgeno interrumpe eficazmente el metabolismo de
porfirina de la célula vegetal transformada, y el desarrollo de una lesién localizada en donde se contiene la
propagacion del patégeno. El documento WO 96/36697 también describe sistemas inducibles que conducen a la
resistencia a enfermedad en plantas, en donde un promotor inducible controla la expresién de una proteina capaz de
evocar la respuesta de hipersensibilidad en una planta. La Patente Europea EP 0474857 describe ademas un
método para la induccion de la resistencia a patégeno en plantas, que comprende la transformacién de plantas con
secuencias de polinucledtidos que codifican un par de gen de avirulencia derivado de patégeno/gen de resistencia
derivado de planta, en donde la expresion de uno o de ambos el péptido desencadenante y el gen de resistencia
esta regulada por un promotor inducible por patégeno. Ejemplos adicionales de sistemas inducibles que conducen a
la resistencia a patdgenos en plantas se han descrito en por ejemplo el documento WO 98/32325.

Esta descrito un método para proporcionar resistencia a enfermedad en una planta, que comprende la
transformacion de una célula vegetal con una construccion de ADN que comprende al menos un acido nucleico
expresable que esta unido de manera operable a un promotor inducible por patégeno que es operable dentro de una
célula vegetal, y la regeneracion de las plantas transformadas a partir de dichas células vegetales, en donde el
promotor inducible por patégeno es un promotor de DMRG6, y en donde la expresion del acido nucleico expresable
confiere resistencia a enfermedad a la planta transgénica.

Estan descritas las plantas de resistencia a enfermedad, obtenibles mediante dicho método, asi como tejido vegetal,
y semillas obtenidos a partir de dichas plantas.

Estan descritas plantas, las cuales son resistentes a un patdégeno de origen virico, bacteriano, fungico u oomycete,
en donde la planta comprende en su genoma una construccion de ADN, que comprende al menos un acido nucleico
expresable que esta unido de manera operable a un promotor inducible por patégeno, en donde el promotor
inducible por patégeno es un promotor de DMRE6.

Descrito esta la construccion de ADN per se, que comprende al menos un acido nucleico expresable que esta unido
de manera operable a un promotor inducible por patégeno, en donde el promotor inducible por patégeno es un
promotor de DMR6. La construccion se puede usar para transformar células vegetales que se pueden regenerar
dentro de las plantas transformadas. Ademas, se pueden obtener tejido vegetal y semilla transformados. Métodos
adecuados para la introduccion de la construccion dentro de las células vegetales son conocidos por los expertos en
la técnica.

Por “unido de manera operable” se quiere decir que un promotor y un acido nucleico expresable, por ejemplo un
gen, estan conectados de tal manera que permite la iniciacion de la transcripcion del acido nucleico expresable (por
ejemplo, gen) mediante el promotor.

Por “acido nucleico expresable” se quiere decir un acido nucleico (por ejemplo, un gen, o parte de un gen) que se
puede expresar en la célula, es decir, que se puede transcribir en ARNm, y finalmente se puede traducir en una
proteina. El acido nucleico expresable puede ser ADN gendémico, ADNc, o ADN quimicamente sintetizado o
cualquiera de sus combinaciones.

Una construccion de ADN comprende todos los elementos del acido nucleico necesarios que permiten la expresion
(es decir, la transcripcion) de un acido nucleico particular en una célula. Generalmente, la construccion incluye un
acido nucleico expresable, es decir, un acido nucleico a transcribir, y un promotor. La construccion se puede
incorporar adecuadamente en por ejemplo un plasmido o vector.

El acido nucleico expresable preferiblemente puede ser un gen implicado en una respuesta de defensa de la planta,
por ejemplo, un gen asociado a la respuesta de hipersensibilidad de una planta. En la respuesta de hipersensibilidad
(HR, del Inglés “Hypersensitivity response”) de una planta, el sitio en la planta donde el patdégeno invade
experimenta muerte celular localizada mediante la expresion inducida de un mecanismo de suicidio que
desencadena dicha muerte celular localizada en respuesta a los patdégenos. De esta manera, solamente unas pocas
células vegetales son sacrificadas y se detiene eficazmente la propagacion del patégeno. Ejemplos de dichos genes
implicados en una respuesta de defensa de la planta son la proteina reguladora NPR1/NIM1 (Friedrich et al. Mol.
Plant Microbe Interact. 14(9):1.114-1.124, 2001) y el factor de transcripcion MYB30 (Vailleau et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99(15): 10.179-10.184, 2002).

El acido nucleico expresable puede codificar un polipéptido autdlogo o heterélogo capaz de conferir resistencia a
enfermedad a una planta. Por “péptido autdlogo” se quiere decir cualquier polipéptido que es expresado en una
célula vegetal transformada a partir de un gen que se da de forma natural en la célula vegetal transformada. Por
“polipéptido heterdlogo” se quiere decir cualquier polipéptido que sea expresado en una célula vegetal transformada
a partir de un gen que es parcialmente o enteramente extrafio (es decir no se da de forma natural dentro) a la célula
vegetal transformada. Ejemplos de tales polipéptidos son la proteina Bax de mamifero, la cual codifica una proteina
proapoptotica y da como resultado muerte celular en plantas (Lacomme and Santa Cruz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96(14): 7.956-61, 1999) y quitinasas fungicas (de las Mercedes Dana et al., Plant Physiol. 142(2): 722-730, 2006).

El promotor de DMR6 puede ser el promotor de DMR6 de Arabidopsis. El promotor de DMR6 comprende una region
de 3.000 pb que esta en direccion 5 (“upstream”) de la secuencia codificadora de DMR6 de Arabidopsis (codon de
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inicio ATG) e incluye el 5’UTR. El promotor de DMR6 puede comprender una secuencia de nucledtidos como la
definida en la Figura 11, y/o cualquiera de su fragmentos funcionales, es decir, cualquier fragmento (o parte) de
dicha secuencia que aun es capaz de iniciar la transcripcion del (de los) acido(s) nucleico(s) expresable(s) al (a los)
cual(es) se une de manera operable, y/o sus variantes naturales, es decir, variantes naturales de este promotor que
pueden contener pequefios polimorfismos, pero las cuales son generalmente al menos idénticas al 90%.

El promotor de DRM6 puede ser un promotor de DMRG6 ortdlogo, es decir, un promotor de un gen DMR6 ortélogo.
Los métodos para identificar los ortélogos de DMR6 han sido descritos mas adelante en el Ejemplo 2. Una vez que
los ortdlogos de DMR6 se han identificado, el experto sera capaz de aislar el respectivo promotor de dichos
ortélogos, usando técnicas bioldgicas moleculares estandar.

Se ha demostrado que el promotor de DMR6 esta fuertemente inducido por patdégeno, y el promotor de DMR6 no
esta altamente expresado en otros tejidos no infectados. Por tanto, es un promotor muy adecuado para usarse en
sistemas inducibles para proporcionar resistencia a patdégenos de origen virico, bacteriano, fungico o de oomycete
en plantas. Anteriormente se han dado ejemplos de patégenos especificos y plantas para el sistema inducible, que
usa el promotor de DMR6.

La presente invencion esta ilustrada en los siguientes ejemplos. En los ejemplos la referencia se hace a las
siguientes figuras.

La Tabla 1 muestra los nimeros de acceso de Genbank y los identificadores de Genlnfo del ARNm de DMR6 de
Arabidopsis y secuencias ortélogas de otras especies de plantas.

La Tabla 2 muestra los cebadores (“primer”) de PCR para los marcadores usados para la clonacién basada en mapa
de DMR®6.

La Tabla 3 muestra pares de cebador para la clonacion de ortélogos de dmr6 en un vector de expresion vegetal
adecuado.

La Figura 1 muestra la alineacion de las secuencias de aminoacidos de la proteina DMR6 de Arabidopsis thaliana y
ortélogos de especies de Aquilegia, Citrus sinensis, Coffea canephora, Cucumis sativus, Gossypium hirsitum,
Lactuca sativa, Medicago truncatula, Oryza sativa (3), Populus trichocarpa (2), Solanum lycopersicum (2), Sorghum
bicolor, Spinacia oleracea, Vitis vinifera, Zea mays y Zingiber officinale, usando el programa de alineacion de
secuencia multiple CLUSTAL W (1.83) (EBI). Por debajo de las secuencias los aminoacidos conservados estan
indicados por los puntos, y los aminoacidos idénticos estan indicados por los asteriscos.

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos del gen DMR6 (At5g24530, gi 42568064, Genbank
NM_122361) y proteina (gi 15238567, Genbank NP_197841) de Arabidopsis thaliana, respectivamente.

La Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos derivada del ortélogo de DMR6 de Lactuca sativa,
respectivamente.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucledtidos y aminoacidos derivada del ortélogo de DMR6 de Spinacia
oleracea, respectivamente.

La Figura 5 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos derivada del ortélogo de DMR6 de Cucumis sativus
y Cucumis melo.

La Figura 6 muestra la resistencia a mildiu de los mutantes dmr6 de Arabidopsis. (a) Cuantificacion de
esporangioforos del aislado Waco9 de H. parasitica, 7 dias después de la inoculacion, sobre el mutante dmr6-1
(BC», linea E37) comparado con su linea parental Ler eds71-2 y sobre el mutante dmr6-2 (linea de ADN-T
FLAG_445D09) comparado con su linea parental Ws-4. (b) Restauracion de la susceptibilidad mediante la
complementacion con el gen At5g24530 en el mutante dmr6-1. Las esporas de H. parasitica por mg de peso de
plantula se cuantificaron sobre Ler eds1-2, dmr6-1y 5 lineas de complementacion (N° 121, 122, 211, 231 y 241).

La Figura 7 muestra la estructura del gen DMR6 de Arabidopsis y las mutaciones dmr6-1 y dmr6-2. El gen DMR6
contiene cuatro exones y una secuencia codificadora de 1.026 bases. Los dos alelos estan indicados; dmr6-1 con un
cambio de base en el exén 2, y dmr6-2 con una insercion de ADN-T en el intrén 2.

La Figura 8 muestra los niveles de transcrito relativos de DMR6 en plantas Ler o bien tratadas como simulacion
(“mock”) o inoculadas con un aislado de H. parasitica compatible o incompatible. Los niveles de transcrito se
determinaron en diferentes dias después de la inoculacion. La diferencia en los valores umbral del ciclo (ACT, del
Inglés “Cycle Threshold”) refleja el nimero de ciclos de amplificacién por PCR adicionales requeridos para alcanzar
una concentracién de producto umbral arbitraria en comparacion con ACTIN2. Un menor valor de ACT indica un
mayor nivel de transcrito.

La Figura 9 muestra la expresion de la construccion promotor-indicador de DMR6 (pDMRG6::GUS) en lineas de
Arabidopsis transgénicas, visualizada con solamente X-gluc como sustrato (Figura d y e) o Magenta-Xgluc (Figura a-
c) y tincién con azul de tripano del crecimiento de H. parasitica (a) Ler eds1-2 (pDMR6::GUS) 3 dpi con H. parasitica,
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aislado Cala2. (b) Col-0 (pDMR6::GUS) 3 dpi con H. parasitica, aislado Waco9. (c) Ler eds7-2 (pDMR6::GUS ) 3 dpi
con H. parasitica, aislado Emoy?2. (d) Col-0 (pDMR6::GUS ) 3 dp (dias después de) realizacion de la herida. (e) Col-0
(PDMRG6::GUS) 3 dp aplicacion de BTH.

La Figura 10 muestra el analisis Q-PCR de los niveles de transcrito de los genes; At4g14365, At1g14880, ACDS,
PR-1, PR-2 y PR-5, seleccionados como regulados al alza en el analisis de micromatriz de dmr6-1. (a) Los niveles
de transcripcion de los seis genes en dmr6-1 comparados con Ler eds7-2 y adicionalmente el transcrito de DMR6.
(b) Trascritos de gen elevados de seis genes asociados a defensa en dmr6-2 frente a Ws-4. ACT refleja el nimero
de ciclos de amplificacién por PCR adicionales requeridos para alcanzar el nivel de transcritos ACTIN2. Un menor
valor de ACT indica un mayor nivel de transcrito.

La Figura 11 muestra la secuencia de nucledtidos de la region de 3 kb en direccion 5’ del codén de inicio del gen
DMRG6, (at5g24530) de Arabidopsis thaliana, incluyendo el promotor y el 5-UTR (subrayado).

La Figura 12 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos del ortélogo de DMR6 de Solanum lycopersicum,
respectivamente.

La Figura 13 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos del ortélogo de DMR6 de Nicotiana benthamiana,
respectivamente.

La Figura 14 muestra la complementacion de dmr6-1 de Arabidopsis thaliana con DMRG6 derivada de Cucumis sativa
(Cs), Spinacia oleraceae (Si), Lactuca sativa (Ls) y Solanum lycopersicum (So).

EJEMPLO 1

El gen DMRG6 de Arabidopsis (At5g24530) es requerido para la susceptibilidad a mildiu
Procedimientos experimentales

Crecimiento e infeccion Hyaloperonospora parasitica

El aislado Waco9 de H. parasitica fue proporcionado por el Dr. M. Aarts (WUR, Wageningen, NL) y el aislado Cala2
fue proporcionado por el Dr. E. Holub (Warwick HRI, Wellsbourne, UK) y se mantuvieron sobre Arabidopsis Ws-0 y
Ler, respectivamente. Los in6culos (400.000 esporas por ml) se transfirieron semanalmente a plantulas saludables
de 10 dias (Holub, E.B. et al., Mol. Plant Microbe Interact. 7:223-239, 1994) mediante el uso de una pistola de
pulverizacion. Las plantulas se secaron al aire durante aproximadamente 45 minutos y se incubaron bajo una
cubierta sellada a una humedad relativa del 100% en una camara de crecimiento a 16°C con 9 horas de luz por dia
(100 mE/m?%s). Se cuantificaron los niveles de esporulacion 7 dias después de la inoculacién (dpi, del inglés “days
post inoculation”) mediante el recuento del numero de esporangiéforos por plantula, para al menos 40 plantulas por
linea ensayada (Figura 6a) o mediante el aislamiento de esporas en agua 5 dpi y determinacion de la concentracion
de espora para dar el nimero por mg de tejido foliar (Figura 6b).

Generacion de lineas dmr6 sometidas a retrocruzamiento

Los mutantes dmr6 se sometieron a retrocruzamiento dos veces (BC;) con la linea parental Ler eds7-2 asi como Ler.
Las lineas BC, generadas con Ler se seleccionaron por la presencia del gen EDS1 silvestre mediante analisis por
PCR.

Clonacion de DMR6

El mapeo fino del gen dmr6 se hizo con marcadores de PCR disefiados usando la base de datos Cereon para
identificar las diferencias de insercion y delecion (IND) entre Col-0 y Ler. Los marcadores: IND_MOP9 en el gen
At5G24210; IND_K16H17 en el gen At5G24420; IND_T4C12 en el gen AtG24820; IND_T11H3 entre los genes
AtG24950 60 y IND_F21J6 en el gen AtG25270 se usaron para el mapeo (Tabla 2). Se inici6 una investigacion
adicional para los nuevos recombinantes sobre 300 plantas F2 dando como resultado ocho plantas recombinantes F»
entre los dos marcadores basados en IND IND_MOP9 y IND_T4C12, los cuales flanquean una regién de 61 genes.
Siete marcadores adicionales (M450-M590; Tabla 2) redujeron la region a dieciocho genes candidatos para el locus
de dmr6, entre At5g24420 y At5g24590. El analisis de secuencia de At5g24530 indicd una mutacion puntual que
conducia a un codoén de parada en el exén 2 en el mutante dmr6-1.

Identificacion de una linea de insercion de ADN-T de dmr6

Se identificd un segundo alelo dmr6, 445D09 una linea de insercion de ADN-T FLAG generada por INRA Versailles
en el fondo de acceso de Ws-4. La insercion de ADN-T se confirmé por PCR usando un cebador disefiado en el gen

At5g24530, cebador LP (2 -caggtttatggcatatcicacgte-3') en combinacion con el cebador del margen derecho de
ADN-T, Tag3’ (5‘-tgatacca gacgttgcccgcataa-a‘:) o RB4 (5‘-tcacgggttggggtttctacagg ac-3' ). Se confirmé la
insercion de ADN-T exacta en el segundo intron de At5g24530 mediante la secuenciacién de amplicones generados
con los cebadores de ADN-T desde tanto el margen izquierdo como el derecho en combinacién con los cebadores
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especificos de gen LP o RP (2 -atgtccaagtccaatagecacaag-3'y
Sintesis de ADNc

Se aisld ARN (a partir de aproximadamente 100 mg de tejido foliar de plantulas de 10 dias) con el kit RNaesy
(Qiagen, Venlo, Los Paises Bajos) y se trato con el set de DNasa libre de RNasa (Qiagen). Se cuantificé el ARN total
usando un espectrofotémetro UVmini-1240 (Shimadzu, Kyoto, Japon). Se sintetiz6 ADNc con transcriptasa inversa
Superscript Il (Invitronge, Carlsbad, Ca, USA) y oligo(dT)15 (Promega, Madison, WI, USA), de acuerdo con las
instrucciones de los fabricantes.

Complementacion del mutante dmr6-1

Se generaron lineas de complementacion mediante la transformacion de plantas dmr6 mediante el método de
inmersion floral (“floral dip”) con Agrobacterium tumefaciens (Clough and Bent, 1998) que contenia el gen At5g24530
a partir de Col-0 detras del promotor 35S. Se generd la construccion mediante amplificacion por PCR del At5g24530
de longitud completa del ADNc de Col-0 con cebadores que incluian sitios de restriccion que se usaron para la
clonacion direccional. Un cebador directo (9 -ftctagaaatccaATGGCGGCAAAGCTGATATC-3Y) que contenia un

sitio de restriccion BamHI cerca del codon de inicio (ATG), amplificd el extremo 5 de DMR6 y en el extremo 3’
después del coddn de parada se gener6 un sitio EcoRlI con un cebador inverso

(v'-gatatat gaattcttagttgtitagaaaattctcgagge-3'y. E| 35S-DMR6-Tn se clond en el pGreenll0229 (Hellens, R.P.,
Edwards, E.A., Leyland, N.R., Bean, S., and Mullineaux, P.M. (2000)). pGreen: a versatile and flexible binary Ti
vector for Agrobacterium-mediated plant transformation. Plant Mol. Biol. 42, 819-832). Se aislaron 300 uM de
plantulas resistentes a DL-Fosfinotricina (BASTA) y se analizaron para la susceptibilidad a H. parasitica y para los
niveles de expresion de DMR6 mediante RT-PCR.

Lineas “knock down” de DMR6 mediante ARNi

Se generaron lineas de ARNi en el fondo de Ler eds7-2 y Col-0. Se generd un amplicon de ADNc largo de 782 pb
del gen At5g24530 de Col-0. La PCR se hizo con la Phusion ADN polimerasa (2U/ul) y dos combinaciones diferentes
de cebador. El amplicdn a partir de la primera combinacién de cebador especifica al gen DMR6 (RNAIDMR6F:
5"~ amaaagcaggctGACCGTCCACGTCTCTCTGAA —-37 y RNAIDMRG6R:

2’ =~ AGAARGCTGGGTGRAACGATGCGACCGATAGTC -3') se usé como plantilla para la segunda amplificacion por

PCR con cebadores generales que permiten la recombinacion en el vector pDONR7 del sistema de clonacion
GateWay. Para la segunda PCR se us6 10 pl de la primera PCR (desnaturalizacion durante 30 seg. a 98°C seguido
de 10 ciclos de: 10 seg. a 98°C; 30 seg. a 58°C, 30 seg. a 72°C) en un volumen total de 20 yl como plantilla. La
segunda PCR (desnaturalizacion durante 30 seg. a 98°C seguido de 5 ciclos de: 10 seg. a 98°C; 30 seg. a 45°C, 30
seg. a 72°C y 20 ciclos de 10 seg. a 98°C; 30 seg. a 55°C, 30 seg. a 72°C finalizada por una extension final de 10
min. a 72°C) con el attB1 (5-GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3) y el attB2 (2 -999gaccactitgtacaa-

gaaaactaaat-3'y ge realizaron en un volumen de reaccion de 50 pl. El producto de la PCR era gel purificado y 50
ng de inserto se recombind con 150 ng de vector pDONR7 con la enzima BP clonase. El vector se transformé en
células de E. coli electrocompetentes DH5a y se aislaron plasmidos que contenian el inserto correcto y se usaron
100 ng del pDONR7 con el amplicon de DMR6 en la reaccion LR para recombinar el inserto en dos direcciones
opuestas en 150 ng de vector pHellsgate8. Después de la transformacion en E. coli, se seleccionaron los clones
resistentes a Espectomicina y se verificaron los plasmidos aislados mediante una digestion con Notl para el tamafio
de inserto correcto y mediante PCR de colonia con un cebador interno sencillo para At5G24530

(DfragmentF: o' -0agaagt gggatttaaaatagaggaa-3'y s |os insertos se insertaran dos veces en direcciones opuestas
se podria detectar un amplicon de 1.420 pb. Los plasmidos pHellsgate8 correctos con el doble inserto en direcciones
opuestas se transformaron en la cepa de Agrobacterium electrocompetente, C58C1. Los plasmidos se aislaron del
Agrobacterium y se transformaron de nuevo en la E. coli para confirmar el tamafio correcto del plasmido y el inserto
mediante digestion con Notl. Las cepas de Agrobacterium reconfirmadas se usaron para la transformacion por
inmersion floral de las plantas Col-0 y Ler eds7-2. Se investigaron las semillas desarrolladas para resistencia a
Kanamicina sobre placas 2x GM, las plantulas T1 se transfirieron y la siguiente generacion de semillas la T2 se
analizo6 para la expresion de DMRG y la susceptibilidad a H. parasitica.

Perfilado de la expresion genética del mutante dmr6é

Se aislo6 el ARN total tal como se ha descrito anteriormente. EI ARNm se amplificé con el kit de ARNa MessageAmp
(Ambion). Se hibridaron trozos de la matriz CATMA (Crowe et al., 2003) que contenian aproximadamente 25.000
etiquetas especificas a gen de acuerdo con las condiciones estandarizadas descritas por de Jong et al. (de Jong M.,
van Breukelen B., Wittink, F.R., Menke, F.L., Weisbeek, P.J., and Van den Ackervenken G. (2006). Membrane-
associated transcripts in Arabidopsis; their isolation and characterization by DNA microarray analysis and
bioinformatics. Plant J. 46, 708-721). Para la PCR cuantitativa, se generaron plantillas de ADNc tal como se ha
descrito previamente. Se determinaron los umbrales del ciclo por transcrito en triplicado usando el sistema de
deteccion de secuencia ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) usando SYBR Green |
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) como tinte indicador. Los conjuntos de cebador para los transcritos son
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DMR6 (QDMRGF: 5- TGTCATCAACATAGGTGACCAG-3' y QDMRG6R: 5-CGATAGTCACGGATTTTCTGTG-3),
At1g14880 (QAt1g14880F: 5 -CTCAAGGAGAATGGTCCACA-J y QAt1g14880R:
5-CGACTTGGCCAAATGTGATA-3), At4g14365 (QAt4g14365F: S-TGGTTTTCTGAGGCATGTAAAS'
QAt4g14365R: 5-AGTGCAGGAACATTGGTTGT-3') ACD6 (QACD6F: 5-TGGACAGTTCTGGA GCAGAT-3'y
QACDG6R: 5-CAACTCCTCCGCTGTGAG-3'), PR-5 (QPR-5F: 5-GGCAAATATCTCCAGTATTCACA-3'y QPR-
5R: 2-GGTAGGGCAAT TGTTCCTTAGA-3"), PR-2 (QPR-2F: 5-AAGGAGCTTAGCCTCACCAC-3" y QPR-
2R: 5-GAGGGAAGCAAGAATGGAAC -3'), PR-1 (QPR-1F: 5-GAACACGTGCAATGGAGTTT-3y QPR-1 R:
5-GGTTCCACCATTGTTACACCT-3) y ACT-2 (QACT2F: 5-AATCACAGCACTTGCACCA-3' y QACT2R:
5- GAGGGAAGCAAGAATGGAAC-3') que generan fragmentos de 100 pares de bases.

Resultados
Caracterizacion del gene responsable para la resistencia a patdgeno en el mutante dmr6

Van Damme et al., 2005, supra describe un mutante dmr6 que es resistente a H. parasitica. El nivel de resistencia se
puede examinar mediante el recuento del nimero de esporangiéforos por plantula siete dias después de la
inoculacion con H. parasitica (aislado Waco9 o Cala2, obtenida del Dr. G. Van den Ackerveken, Plant-Microbe
Interactions Group, University of Utrecht, Utrecht, NL). La linea parental, Ler eds1-2 (Parker et al., 1996, Plant Cell
8:2.003-2.046), la cual es altamente susceptible, se usa como control positivo (y se fija al 100%).

La reduccion en la formacién de esporangioforo sobre los mutantes dmré infectados en comparacion con las
plantulas de las lineas parentales se muestra en la Fig. 6a, en donde se muestran los resultados de la cuantificacion
de Hyaloperonospora parasitica, esporulacion de Waco9 (esporangitforos/plantula) sobre el mutante dmr6-1
resistente a mildiu, sometido a retrocruzamiento dos veces con la linea parental Ler eds7-2, y sobre el mutante
dmr6-2 (linea de ADN-T FLAG_445D09) en comparacion con las lineas control.

De acuerdo con la invencion, el gen responsable de la resistencia a H. parasitica en los mutantes dmr6 de van
Damme et al., 2005, supra, ha sido clonado mediante una combinacion de mapeo y secuenciacion de genes
candidatos. Previamente, se mape6 la mutacion dmr6 recesiva cerca del marcador nga139 sobre el cromosoma 5 a
una regién que abarcaba 74 genes. El mapeo fino unio el locus de dmr6 con un intervalo de mapeo que contenia los
BACs T13K7 y K18P6 entre los marcadores At5g24420 y At5g24590 localizados en los genes correspondientes.
Esto permitid que el intervalo de dmr6 se confinara a una region de 18 genes candidatos. El analisis de secuencia
comparativo de los 18 genes en dmr6 y la linea parental, Ler eds7-2 revel6 una mutacion puntual en el segundo
exon del gen At5g24530. Este cambio de base sencillo de G a A, tipica para una mutacion por EMS, cambia un TGG
(codon de trp) por un TGA (codéon de parada premaduro) en una posicion de nucleétido 691 de la secuencia
codificadora (Figura 7). El codén de parada temprana trunca la enzima oxidoreductasa prevista de 342 aa en la
posicion 141 antes del dominio catalitico conservado que sugiere que dmr6 es un alelo nulo. Se prevé que la
secuencia codificadora At5g24530 (Figura 2) codifica una proteina con una masa de 39,4 kDa. Por ahora no se han
descrito ninguna regla bioldgica para At5g24530.

At5g24530 es DMR6

Un segundo alelo, dmr6-2, se identificé en una linea de insercién de ADN-T (FLAG_445D09) de la coleccién de
mutante de INRA, Versailles. La presencia y localizacion del inserto de ADN-T en el segundo intron de At5g24530
(Figura 7) se confirmé mediante PCR y analisis de secuencia (datos no mostrados). La progenie del homocigoto de
la linea FLAG_445D09 para la inserciéon de ADN-T era resistente al aislado Waco9 de H. parasitica, mientras que la
linea parental (Ws-4) era susceptible (Figura 6a). El transcrito de At5g24530 se podia amplificar por RT-PCR usando
cebadores en el exén 2 y 3 en Ws-4, pero no en la linea dmr6-2 homocigota (datos no mostrados), indicando que
dmr6-2 puede ser considerado un segundo alelo nulo.

Para corroborar la idea de que se requiere At5g24530 para la susceptibilidad a H. parasitica se transformé el
mutante dmr6-1 con el ADNc del At5g24530 clonado bajo control del promotor 35S. En cinco plantulas T» de dmr6-1
independientes se confirmo la fuerte sobreexpresion de At5g24530 mediante RT-PCR (datos no mostrados). Todas
las lineas T3, homocigotos para el transgen, mostraron restauracion de la susceptibilidad a aislado Cala2 de H.
parasitica (Figura 6b), confirmando que At5g24530 es DMRG6. La complementacion, junto con la identificacion de dos
mutantes dmr6 independientes claramente indica que se requiere un gen DMRG6 funcional para la susceptibilidad a
H. parasitica.

DMR6 es activado transcripcionalmente durante la infeccién con H. parasitica

Para estudiar la expresiéon de DMR6 durante la infeccién con H. parasitica se midieron los niveles de transcrito
relativos mediante PCR cuantitativa en seis momentos diferentes desde 0 dias (2 horas) después de la inoculacion
hasta 5 dias después de la inoculacioén (dpi) (Figura 8). Se aislé6 ARN de plantulas Ler de diez dias que se inocularon
por pulverizacién con agua (simulacion), aislado de H. parasitica compatible, o incompatible. A las 2 horas después
de la inoculacion (0 dpi) los niveles de transcritos de DMRG6 eran iguales en los diferentes tratamientos. Comenzando
desde 1 dpi, se aumentaba significativamente el nivel de transcrito de DMR6 en tanto la interaccion compatible como
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incompatible en comparacion con las plantulas tratadas como simulacién. El nivel de transcrito de DMR6 era
ligeramente pero significativamente mayor en 1 dpi en la interaccion incompatible (ACT de 3,5, aproximadamente 11
veces la induccion) que en la compatible (ACT de 3,0, aproximadamente 8 veces la induccion). El nivel de expresion
aumentd mas en el tiempo hasta alcanzar un nivel alto estable a los 4-5 dpi. En estos momentos el nivel de
transcrito de DMR6 era mayor en la interaccidon compatible que en la incompatible. Los niveles de transcrito de
DMRE6 elevados durante las interacciones de H. parasitica compatibles e incompatibles sugieren un papel de DMR6
en la defensa de la planta. La expresiéon de DMR6 asociada a defensa se pudo confirmar en nuestros tres mutantes
de defensa aumentada, dmr3, dmr4 y dmr5 (Van den Ackerveken et al., no publicado). Ademas, el analisis in silico
de los niveles de DMR6 en el “Genevestigator Mutant Surveyor” (Zimmermann, P., Henning, L., and Gruissem, W.
(2005). Gene-expression analysis and network discovery using Genevestigator. Trends Plant Sci. 10, 407-409)
mostré que el gen esta fuertemente inducido en los mutantes resistentes a patégeno mpk4 y cpr5. En el mutante
doble cpr5/npr1 el nivel de transcrito de DMR6 se mantuvo alto indicando que la induccién de la expresion de DMR6
es mayoritariamente independiente de NPR1. El acido salicilico parece ser una importante sefial en la induccion de
la expresion de DMR6 durante la senescencia ya que las plantas transgénicas nahG (que expresan el gen de la
salicilato hidroxilasa bacteriana) mostraron solamente bajos niveles de transcrito de DMR6.

Para investigar en mas detalle como se activa la expresion de DMR6 durante el estrés bidtico y abidtico, se
generaron lineas indicadoras de DMRG6. Se estudio la localizacion de la expresion de DMR6 en plantas Col-0 y Ler
eds1-2 transgénicas que contenian el promotor de DMRG6 unido al gen indicador widA (B-glucuronidasa,
GUS)(pDMRG6::GUS). Para visualizar tanto el crecimiento hifal de H. parasitica, mediante tincion con azul de tripano,
asi como la actividad de GUS, se usé magenta-Xgluc como sustrato de 3-glucuronidasa que produce un precipitado
magenta. En plantas no infectadas no se podia detectar la expresion de GUS en los diferentes organulos vegetales;
raices, meristema, flor, polen y semilla. La expresion de DMR6 estaba inducida en las interacciones compatibles, Ler
eds1-2 infectadas con Cala2 (Figura 9a), y Col-0 infectadas con aislado Waco9 (Figura 9b). La expresion de GUS
también estaba inducida en la interaccién incompatible Ler eds7-2 inoculadas con aislado Emoy2 (Figura 9c). Tal
como se muestra en la figura 9a y 9b la expresién de DMR6 estaba confinada a las células en las que H. parasitica
habia formado haustorios. Las células vegetales que contenian la mayoria de los haustorios recientemente formados
no mostraban niveles detectables de actividad de GUS (Figura 9a, indicado por asterisco). Durante la interaccion
incompatible (Figura 9c) la actividad del promotor de DMR6 Unicamente se podia detectar en las células que
estaban en contacto con la hifa invasora inicial. En las células muertas, resultantes de la respuesta de
hipersensibilidad (HR, visualizada mediante tincién con azul de tripano indicada en la Figura 9c por asterisco) no se
podia detectar actividad de GUS, posiblemente debido a la degradacion de la proteina en estas células. Para
ensayar si la expresion de DMR6 en células que contienen haustorios esta causada por una respuesta similar a
herida, se dafiaron las plantulas mediante incisién con tijeras y se tifieron para la actividad de GUS 3 dias después.
No se vio expresion del promotor DMR6 GUS detectable, indicando que la expresiéon de DMR6 no esta inducida por
herida (Figura 9d). Ademas se ensay¢ la induccion local de la expresion de DMR6 en respuesta a tratamiento con
benzotiadiazola (BTH), un analogo funcional de acido salicilico (SA, del Inglés “Salicylic Acid”). 3 dias después del
tratamiento con BTH la actividad de GUS estaba localizada principalmente en lo nuevamente formado, pero no en
las hojas maduras (Figura 9e). Los analisis de las lineas pDMR6::GUS confirman los datos de expresion
anteriormente descritos y destaca la induccion estrictamente localizada de DMRG6 en respuesta a infeccion con H.
parasitica.

El mutante dmr6-1 expresa constitutivamente transcritos asociados a defensa

Para elucidar cémo la falta de DMR6 da como resultado resistencia a H. parasitica, se analiz6 el transcriptoma del
mutante dmr6-1 en comparacion con la linea parental Ler eds7-2. Las sondas derivadas del ARNm de las partes por
encima del nivel del suelo de plantulas dmr6-1 y Ler eds1-2 de 14 dias se hibridaron sobre micromatrices
(“mycroarrays”) CATMA de genoma completo. Se encontré que un total de 58 genes estaban expresados
significativamente de manera diferente en dmr6-1, de los cuales 51 genes tenian elevado niveles de transcrito y 7
genes lo tenian reducido. Se ha identificado un conjunto pronunciado de los 51 transcritos inducidos como genes
asociados con las respuestas activadas de defensa vegetal, por ejemplo, ACD6, PR-5, PR-4/HEL y PADA4. Estos
datos indican que la pérdida de DMR6 da como resultado la activacién de un conjunto especifico de transcritos
asociados a defensa. El descubrimiento de que DMR6 esta entre los genes inducidos por dmr6-1 corrobora la idea
de que DMRG6 esta asociado a defensa. Para ensayar si la expresion inducida de los genes asociados a defensa era
debida a la pérdida de DMR6 y no debida a las mutaciones por metanosulfonato de etilo (EMS) adicionales que
permanecen en el mutante dmr6-1 sometido a retrocruzamiento se verifico el nivel de transcrito de una seleccién de
genes (At4g14365, At1g14880, ACD6, PR-1, PR-2 y PR-5) mediante PCR cuantitativa en tanto el mutante dmr6-1
como el dmr6-2 (Figura 10). Unicamente pudimos ensayar niveles de transcrito de DMR6 en el mutante dmr6-1
(Figura 10a) ya que el mutante dmr6-2 (Figura 10b) tiene una insercion de ADN-T que altera el transcrito de DMR6.
Se confirmé la induccion de DMR6 como la observada en el analisis de micromatriz mediante Q-PCR en dmr6-1 en
comparacion con Ler eds7-2 (Figura 10a). Las Figuras 10a y b muestran que todos los seis genes seleccionados
eran elevados en ambos mutantes dmr6 en comparacion con las lineas parentales. La expresion elevada observada
de los genes asociados a defensa seleccionados en los mutantes dmr6 indica que la carencia de DMR6 activa una
respuesta de defensa de la planta. La activacion de este conjunto de transcritos asociados a defensa podria ser la
causa principal de resistencia a H. parasitica en los mutantes dmr6.
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EJEMPLO 2
Identificacion de ortdlogos de DMR6 en cultivos
1. Investigacion de genotecas en base a la homologia de secuencia

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la secuencia codificadora de DMRG6 y la proteina de Arabidopsis
thaliana se muestran en la Fig. 2. Se compararon genotecas publicas de secuencias de nucleétidos y aminoacidos
en comparacion con las secuencias de la Fig. 2. Esta comparacién dio como resultado la identificacion de las
secuencias codificadoras de DMR6 completas y las secuencias de aminoacidos previstas en especies de Aquilegia,
Citrus sinensis, Coffea canephora, Cucumis sativus, Gossypium hirsitum, Lactuca sativa, Medicago truncatula, Oryza
sativa (3), Populus trichocarpa (2), Solanum lycopersicum (2), Sorghum bicolor, Spinacia oleracea, Vitis vinifera, Zea
mays y Zingiberofficinale. La informacién de secuencia de las proteinas ortélogas identificadas asi se dan en la
Tabla 1 y se visualizan en una alineacion multiple en la Fig. 1. Para muchas otras especies de plantas se pudieron
identificar fragmentos de ADN ortélogo mediante BlastX como los mejores aciertos reciprocos con las secuencias de
proteina DMRG6 de Arabidopsis u otra planta.

2. Identificacion de ortélogos por medio de hibridacion heterdloga

Se usa la secuencia de ADN de DMRG6 de Arabidopsis thaliana como la mostrada en la Fig. 2 como sonda para
buscar secuencias homoélogas mediante hibridacion con ADN de cualquier especie de planta usando métodos
biolégicos moleculares estandar. Usando este método se detectan los genes ortdlogos mediante hibridacion tipo
southern sobre ADN digerido por enzima de restriccion o mediante hibridacién con genotecas gendémicas o de
ADNCc. Estas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Como sonda alternativa se puede usar la
secuencia de ADN de DMRG6 de cualquier otra especie de planta mas estrechamente relacionada como sonda.

3. Identificacion de ortélogos por medio de PCR

Para muchas especies de cultivo, estan disponibles secuencias de gen o ARNm de DMR6 que se usan para disefar
cebadores para posteriormente amplificar por PCR la secuencia genémica o de ADNc completa. Cuando las
secuencias 5’ y 3’ estan disponibles se amplifica por PCR la secuencia interna perdida mediante un cebador directo
5’ especifico a DMR6 y un cebador inverso 3'. En casos donde Unicamente estan disponibles las secuencias 5,
internas o 3’, se disefian tanto los cebadores directo como inversos. En combinacién con los cebadores de clonacién
multiple (“polylinker”) de plasmido disponibles, se amplifican insertos a partir de genotecas de ADNc y gendmicas de
la especie de planta de interés. De un modo similar, se amplifican las secuencias 5’ y 3’ perdidas mediante técnicas
de PCR avanzadas; 5’RACE, 3'RACE, TAIL-PCR, RLM-RACE o PCR vectorette.

Como ejemplo se proporciona la secuenciacion del ADNc de DMRG6 de Lactuca sativa (lechuga). A partir de la base
de datos Genbank EST en NCBI se identificaron varias ESTs de DMR6 de Lactuca usando la herramienta tblastn
que comienza con la secuencia de aminoacidos de DMR6 de Arabidopsis. La agrupacion y alineacion de las ESTs
dieron como resultado una secuencia consenso para un fragmento de DMR6 5'. Para obtener el ADNc de DMR6 de
lechuga completo se uso el kit RLM-RACE (Ambion) sobre el ARNm de las plantulas de lechuga. Se obtuvo la
secuencia de ARNm 3’ mediante el uso de dos cebadores que estaban disefiados en la secuencia consenso de
DMR6 5 derivada de las ESTs (Lsat dmr6 fw1: CGATCAAGGTCAACACATGG vy Lsat dmr6_fw2:
TCAACCATTACCCAGTGTGC) y los cebadores 3’RACE del kit. En base a la secuencia reunida se disefiaron
nuevos cebadores para amplificar la secuencia codificadora de DMR6 completa del ADNc para proporcionar la
secuencia de nucleodtidos y la secuencia de proteina derivada como la presentada en la Figura 3.

Se han identificado las secuencias codificadoras de DMR6 completas de mas de 10 especies vegetales diferentes a
partir de las bases de datos gendmicas y de EST. A partir de la alineacion de las secuencias de ADN, se
seleccionaron regiones conservadas en la secuencia codificadora para el disefio de cebadores de oligonucleétidos
degenerados (para los nucleétidos degenerados las abreviaturas son de acuerdo con los simbolos de nucleétidos
IUB que son cdédigos estandar usados por todas las compafiias que sintetizan oligonucleétidos; G=Guanina,
A=Adenina, T=Timina, C=Citosina, R=A0G,Y=CoT,M=A0C,K=GoT,S=CoG,W=AoT,B=CoGoT,D=
GoAOoT,H=A0oCoT,V=A0o0CoG,N=AoCoGoT).

El procedimiento para obtener secuencias de ADNc de DMR6 internas de una especie de planta dada es tal como
sigue:

1. Se aisla el ARNm usando métodos estandar,

2. se sintetiza el ADNc usando un cebador oligo dT y métodos estandar,

3. usando oligonucleétidos directos e inverso degenerados se lleva a cabo una reaccion PCR,

4. se separan los fragmentos de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa estandar y se

aislan fragmentos del tamafio esperado del gel,
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5. se clonan los fragmentos de la PCR aislados en un vector plasmido usando métodos estandar,

6. se analizan plasmidos con tamafios de inserto correctos, como los determinados por PCR,
mediante secuenciacion de ADN,

7. el analisis de secuencia usando blastX revela que los fragmentos contienen las correctas
secuencias de DMR6 internas,

8. la secuencia de ADN interna a continuacion se puede usar para disefiar cebadores especificos a
gen y a especie para 5 y 3' RACE para obtener la secuencia codificadora de DMR6 completa mediante
RLM-RACE (tal como se ha descrito anteriormente).

Como ejemplo se proporciona la secuenciacion del ADNc de DMR6 de Cucumis sativus (pepino). Para el pepino
diversas combinaciones de cebador entre los siguientes cebadores fueron exitosas en la amplificacién de un tramo
de la secuencia codificadora interna de  ADNc; cebadores  directos  dmr6_deg_fw1 B
(TTCCAGGTDATTAAYCAYGG), dmr6_deg_fw2B  ( CATAAYT GGAGRGAYTAYCT), dmr6_deg fw3B
(GARCAAGGRCARCAYATGGC) vy dmr6_deg_fwd (AATCCTCCT TCHTTCAAGGA) y cebadores inversos
dmr6_deg_rv3B ~ AGTGCATTKGGGTCHGTRTG), dmr6_deg_rv4  (AATGTTRATGACAAARGCAT) vy
dmr6_deg rv5 (GCCATRTGYTGYCCTTGYTC). Después de la clonacion y secuenciacién de los fragmentos
amplificados se disefiaron cebadores especificos a DMR6 de pepino para 5 RACE (Cuc_dmr6_rvi:
TCCGGACATT GAAACTTGTG y Cuc_dmr6_rv2: TC AAAGAACTGCTTGCCAAC) y 3 RACE (Cuc_dmr6_fw1:
CGCACTCACCATTCTCCTTC y Cuc_dmr6_fw2: GGCCTCCAAGTCCTCAAAG). Finalmente se amplifico y
secuencio la secuencia completa de ADNc de DMR6 de pepino (Figura 5). Se us6 un planteamiento similar para
espinaca, Spinacia oleracea (Figura 4), Solanum lycopersicum (Figura 12) y Nicotiana benthamiana (Figura 13).

Los ortdlogos identificados tal como se describe en este ejemplo se pueden modificar usando técnicas bien
conocidas para inducir mutaciones que reducen la expresién o la actividad de DMRG6, para obtener plantas no
modificadas genéticamente resistentes a Fungi u Oomycota. Alternativamente, la informacion genética de los
ortélogos se puede usar para disefiar vehiculos para silenciamiento de genes y para transformar las
correspondientes plantas de cultivo para obtener plantas que sean resistentes a Oomycota.

EJEMPLO 3
Mutacién de semillas

Las semillas de la especie de planta de interés se trataron con un mutageno para introducir mutaciones puntuales al
azar en el genoma. Se dejan crecer las plantas mutadas hasta producir semillas y en la proxima generacion se
investiga la ausencia de reducciéon de niveles de transcrito de DMR6 o actividad. Esto se consigue mediante
seguimiento del nivel de la expresion del gen DMR6, o mediante busqueda de los cambios de nucledtidos
(mutaciones) mediante el método TILLING, mediante secuenciacion de ADN, o mediante cualquier otro método para
identificar cambios de nucleétido. Las plantas seleccionadas son homocigotas o hechas homocigotas mediante auto
o entrecruzamiento. Las plantas homocigotas seleccionadas con ausencia o actividad de transcrito de DMRG6
reducida se ensayaron para resistencia aumentada al patégeno de interés para confirmar la resistencia aumentada a
enfermedad

EJEMPLO 4
Transferencia de un alelo mutado en el fondo de un cultivo deseado

La introgresion del alelo mutante deseado en un cultivo se consigue mediante el cruzamiento y la investigacion
genotipica del alelo mutante. Esto es un procedimiento estandar en el cultivo de cultivos asistido por marcador de
hoy en dia.

EJEMPLO 5

Uso del promotor de DMR6 para la expresion del gen inducida por patégeno y la generacion de plantas resistentes a
enfermedad

El control preciso de la expresion de transgen es fundamental para la modificacion por ingenieria de plantas con
resistencia a enfermedad aumentada. En el pasado, la sobreexpresion constitutiva de transgenes frecuentemente ha
dado como resultado plantas de escasa calidad. Por lo tanto, se ha sugerido el uso de promotores inducibles por
patdégeno, mediante los cuales los transgenes se expresan Unicamente cuando y donde se necesitan - en los sitios
de infeccion.

La expresion local e inducible de los genes modificados por ingenieria, por ejemplo, genes “interruptores maestros”
(“master switch”), genes desencadenantes o Avr, genes antimicrobianos o genes téxicos, da como resultado la
activacion de la defensa o la muerte celular que conducira a la resistencia a patégeno, tal como esta descrito por
Gurr and Rushton (Trends in Biotechnology 23: 275-282, 2005). Un buen ejemplo esta proporcionado por De wit
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(Annu. Rev. Phytopathol. 30: 391-418, 1992) quien propone el uso de la combinacion Avr9-Cf9 para conseguir la
muerte celular inducida que conduce a la resistencia a enfermedad. La especificidad a tejido y la inducibilidad de la
expresion es de principal importancia para tales enfoques, tal como esta descrito por Gurr and Rushton (Trends in
Biotechnology 23: 283-290, 2005).

De acuerdo con la presente invencion, se ha demostrado que el promotor de DMR6 muestra una expresion fuerte,
inducible y localizada basada en el analisis de promotor-GUS. Por tanto, el promotor de DMR6 es muy adecuado
para la modificacion por ingenieria de la resistencia a enfermedad en plantas transgénicas. El promotor de DMR6
consiste en una region de 2,5 kb que esta en direccion 5' de la secuencia codificadora de DMR6 de Arabidopsis
(codoén de inicio ATG) e incluye el 5UTR (tal como se representa en la Figura 11). A continuacion, se usa el
promotor inducible por patégeno para modificar por ingenieria las construcciones de transgen adecuadas, usando
técnicas estandar conocidas por los expertos en la técnica.

Usando secuencias de ADN ortélogas de una especie de planta dada se disefian cebadores para PCR. Estos a
continuacion se usan para investigar las genotecas gendmicas de la especie de planta de interés para identificar los
clones gendémicos que contienen el ortdlogo de DMR6 con su promotor y las secuencias reguladoras.
Alternativamente, se aislan los clones genémicos mediante investigacion de una genoteca con un fragmento de PCR
marcado que corresponde al gen ortdlogo DMR6. La secuenciacion revela la secuencia de nucleétidos del promotor.
A continuacioén, se amplifica por PCR la region de 2-5 kb en direccién 5 de la secuencia codificadora ortéloga de
DMRG6 (codon de inicio ATG), incluyendo también el 5°’UTR, para modificar por ingenieria las construcciones de
transgen para la transformacion de la planta.

EJEMPLO 6

Este ejemplo demuestra la complementacion del mutante dmr6-1 en Arabidopsis thaliana mediante ortélogos de
DMRG6 de 4 especies diferentes de cultivo. Para esto, los ortélogos de DMR6 de Cucumis sativa (Cs), Spinacia
oleracea (So), Lactuca sativa (Ls) y Solanum lycopersicum (SL) se clonaron en un vector de expresion vegetal bajo
el control del promotor 35S vy, posteriormente, este vector se transformé en un mutante dmr6-1 de Arabidopsis
thaliana.

En resumen, se aisl6 ARNm usando métodos estandar y se sintetiz6 ADNc usando un cebador oligo dT y métodos
estandar. Posteriormente, se generaron fragmentos de PCR usando pares de cebador para cada cultivo como los
representados en la tabla 3 de mas adelante. Los productos de PCR generados se clonaron en un vector pENTR/D-
TOPO usando el kit de clonacién de pENTR/D-TOPO de Invitrogen y los plasmidos resultantes con tamafos de
inserto correctos, tal como lo determinado por PCR, se analizaron por secuenciaciéon de ADN. La recombinacién con
el vector pB7WG2,0 se hizo usando la LR clonasa Il de Invitrogen y los plasmidos resultantes se analizaron por PCR
y la digestion con enzimas de restriccion. Los plasmidos adecuados se transformaron en Agrobacterium tumefaciens
C58C1 PGV2260 y los plasmidos de Agrobacterium se analizaron mediante PCR y la digestion con enzimas de
restriccion.

Se transformaron plantas dmr6-1 de Arabidopsis thaliana con las anteriores construcciones al sumergirlas en
disolucion de Agrobacterium y se verificod la sobreexposicion de DMR6 de cultivos en plantas T1 de Arabidopsis
mediante RT-PCR usando los cebadores de clonacién de DMR6 de cultivos (tabla 3). Finalmente, se infectaron
plantas de Arabidopsis T2 y T3 con Hyaloperonospora parasitica Cala2 para confirmar la complementacion. Los
resultados se muestran en la figura 14.

Tal como se muestra en la figura 14, todos los ortélogos de DMR6 ensayados eran capaces de complementacion de
mutante dmr6-1 de Arabidopsis thaliana indicando que los ortélogos de DMR6 identificados codifican proteinas
DMR®6 con una funcionalidad similar a la DMR6 de Arabidopsis thaliana.

TABLAS

La Tabla 1 enumera los nimeros Gl (del Inglés “Geninfo identifier) y los nUmeros de acceso de GenBank para las
Etiquetas de Secuencia Expresadas (ESTs, del Inglés “Expressed Sequence Tags”) y secuencias de ARNm o
proteina de DMRG6 de Arabidopsis el ARNm y las secuencias ortélogas de otras especies de plantas. Un numero Gl
(identificador de geninfo, a veces escrito en letras minusculas, “gi”) es un nimero entero Unico que identifica una
secuencia particular. El nimero Gl es una serie de digitos que se asignan consecutivamente a cada registro de
secuencia procesado por NCBI. Por tanto, el numero Gl cambiara cada vez que la secuencia cambie. NCBI asigna
los numeros Gl a todas las secuencias procesadas en Entrez, incluyendo las secuencias de nucledtidos de
DDBJ/EMBL/GenBank, las secuencias de proteina de SWISS-PROT, PIR y muchos otros. El nimero Gl proporciona
asi un identificador de secuencia Unico que es independiente de la fuente de la base de datos que especifica una
secuencia exacta. Si se modifica una secuencia en GenBank, incluso por un unico par de bases, se asigna un nuevo
numero Gl a la secuencia actualizada. El nimero de acceso permanece igual. El nimero Gl es siempre estable y
recuperable. Por tanto, la referencia a los nimeros Gl en la tabla proporciona una identificacién clara e inequivoca
de la correspondiente secuencia.
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Tabla 1
Especie Nombre Comiin Detalle Numero Gl Genbank
Arabidopsis thaliana “Thale cress” ARNmM 42568064 NM_122361
Aquilegia sp. Aquilegia ESTs 75461114 DT768847.1
74538666 DT745001.1
74562677 DT760187.1
75461112 DT768846.1
74562675 DT760186.1
Citrus sinensis Naranja dulce ESTs 5793134 CX672037.1
57933368 CX673829.1
63078039 CX309185.1
Coffea canephora Café ESTs 82485203 DV705375.1
82458236 DV684837.1
82461999 DV688600.1
82487627 DV707799.1
Gossypium hirsutum Algodon ESTs 109842586 DW241146.1
48751103 C0081622.1
Sorghum bicolor Sorgo ESTs 45992638 CN150358.1
57813436 CX614669.1
45985339 CN145819.1
57821006 CX622219.1
45989371 CN148311.1
57821495 CX622708.1
45959033 CN130459.1
45985193 CN145752.1
18058986 BM322209.1
45958822 CN130381.1
30164583 CB928312.1
Medicago truncatula Carreton Boceto de MtrDRAFT _
aenoma
proteina 92878635 ABE85154
Oryza sativa 1 Arroz Genoma OSJNBb0060105.4
proteina 18057095 AAL58118.1
Oryza sativa 2 ARNm 115450396 NM_001055334
proteina 115450397 NP_001048799
Especie Nombre Comiin Detalle Numero Gl Genbank
Oryza sativa 3 ARNmM 115460101 NM_001060186
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proteina 115460102 NP_001053651
Populus trichocarpa 1 Chopo Genoma: LG_XI1:3095392-3103694
proteina: Poptr1_1:569679, eugen3.00120332
Populus trichocarpa 2 Chopo Genoma: LG_XV:201426-209590
proteina: Poptr1_1:732726,
estExt Genewise1 v1.C_LG_XV0083
\1Solanum lycopersicum | Tomate ESTs 62932307 BW689896.1
58229384 BP885913.1
117682646 DB678879.1
5894550 AWO035794.1
117708809 DB703617.1
62934028 BW691617.1
15197716 Bl422913.1
4381742 Al486371.1
5601946 Al896044.1
4387964 Al484040.1
4383017 Al487646.
5278230 Al780189.1
12633558 BG133370.1
76572794 DV105461.1
117692514 DB718569.1
4385331 Al489960.1
4383253 Al487882.1
4384827 Al489456.1
golanum lycopersicum | Tomate ESTs 47104686 BT013271.1
14685038 BI207314.1
14684816 BI207092.1
Zea mays Maiz ESTs 110215403 EC897301.1
76291496 DV031064.1
91050479 EB160897.1
91874282 EB404239.1
Especie Nombre Comiin Detalle Numero Gl Genbank
110540753 EE044673.1
78111856 DV530253.1
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94477588 EB706546.1
71441483 DR822533.1
78111699 DV530096.1
78107139 DV525557.1
76017449 DT944619.1
91048249 EB158667.1
78104908 DV523326.1
78088214 DV516607.1
76291495 DV031063.1
71441482 DR822532.1
78088213 DV516606.1
Vitis vinifera Uva ESTs 33396402 CF202029.1
33399765 CF205392.1
45770972 CN006824.1
45770784 CN006636.1
45770528 CNO006380.1
45770631 CN006483.1
33400623 CF206250.1
33396335 CF201962.1
30134763 CB920101.1
30305300 CB982094.1
71857419 DT006474.1
30305235 CB982029.1
Zingiberofficinale Gengibre ESTs 87108948 DY375732.1
87095447 DY362231.1
87095448 DY362232.1
87094804 DY361588.1
87095449 DY362233.1
87094803 DY361587.1
Lactuca sativa Lechuga Secuencia descrita en esta solicitud de patente
Spinacia oleracea Espinaca Secuencia descrita en esta solicitud de patente
Cucumis sativus Pepino Secuencia descrita en esta solicitud de patente

Especie

Nombre Comun

Detalle

Nimero GI

Genbank

Nicotiana benthamiana

Tabaco

Secuencia descrita en esta solicitud de patente
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Tabla2

Secuencias de cebador de marcadores de insercion/delecion (diferencia de tamario entre paréntesis) usados en el
mapeo y clonacion del gen DMR6

Nombre del | Gen INDEL/ Cebador directo Cebador inverso
cebador )
enzima

IND_MOP9 At5G24210 ttgggaacagaaaaagtt catattcaaaagggaaaatcc
ggaggt caga

IND_K16H17 | At5g24420 tggogttgtgatttatictgtig tggccaatagtagttgatacge
ac aaga

IND_T4C12 | At5g24820 tctegggtaagacacaagt tattccaactigcgacgtagage
cgagat at

IND_T11H3 | At5924950-60 ccaattgggttatttacticga cggcettttaacaacatattticca
tt

IND_F21J6 At5g25270 aacacatcaccaagatga cetetgceccaagaaatattga
atccaga gat

M450 At5G24450 18 agctitgtatggtagigecaa geggtatacgggggtiaaaatc
tga ta

M490 At5g24490 Taql atggccaaccactctitgtta acaagcaagaagaacajgcg
G aag

M525 At5g24520-30 | Tadl Qaaattiggttgitggcatita tcaagatcttcatatictcattcea
tc

M545 At5G24540/50 | 41 cagctgaagtatgtiicatce cttgcaattgttgggactaggta
cttt a

M555 At5G24550/60 | 14 tcactaaccagtgaaaaag tatacagcgaatagcaaagcee
gttge aag

M470 At5g24470 Hphl ccgcgagtgtaatatatctct cagtttaacgcatgaagtgcta
cct ot

M590 At5g24590 Pdml gcatcatttgtaccgtactga tagtggatactctgtcectgagg
otc t
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Pares de cebador para clonacion de ortologos de dmr6 en un vector de expresion vegetal adecuado

Arabidopsis thaliana AtDMR6_fw CACCATGGCGGUAMAAGCTGATA
AtDMRBUTR _rv GACAAACACAAAGGCCAAAGA
Cucumis sativa cuc_fw CACCATGAGCAGTGTGATGGAGAT
cucUTR rv TGGGCCAAAAAGTTTATCCA
Spinacia oleracea spi_fw CACCATGGCAAACAAGATATTATCCA
C
spiUTR_rv TTGCTGCCTACAAAAGTACAAA
Lactuca sativa Lsat_fw CACCATGGCCGCAAAAGTCATCTC
LsatUTR_rv CATGGAAACACATATTCCTTCA
Solanum lycopersicum Slyc1dmr6_fw CACCATGGAAACCAAAGTTATTTCTA

GC

Slyc1dmr6UTR _rv

GGGACATCCCTATGAACCAA
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<110> Enza Zaden Beheer B.V.

VAN DAMME, Mireille Maria Augusta
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VAN DEN ACKERVEKEN, Augustinus Franciscus Johannes Maria

<120> PLANTAS RESISTENTES A ENFERMEDADES

<130> 4/2MG88/24A

<150> PCT/EP2007/050976
<151> 01-02-2007

<160> 98
<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 1

ttctgggatc caatggcggc aaagcttgat atc
<210> 2

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 2

gatatatgaa ttcttagttg tttagaaaat tctcgaggc
<210> 3

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> RNAIDMRGF

<400> 3

aaaaagcagg ctgaccgtcc acgtctctct gaa
<210> 4

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> RANIDMR6R

<400> 4
agaaagctgg gtgaaacgat gcgaccgata gtc

<210>5

33

39

33

33
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> attB1

<400> 5

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggct
<210> 6

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> attB2

<400> 6

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggt
<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador interno para At5G24530

<400>7
gagaagtggg atttaaaata gaggaa

<210> 8
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> QDMRGF

<400> 8

tgtcatcaac ataggtgacc ag 22
<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QDMR6R

<400> 9

cgatagtcac ggattttctg tg 22
<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QAt1g114880F

ES 2560 677 T3
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29
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<400> 10

ctcaaggaga atggtccaca
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QAt1g14880R

<400> 11

cgacttggcc aaatgtgata
<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QAt4g14365F

<400> 12

tggttttctg aggcatgtaa a
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QAtfg14365R

<400> 13
agtgcaggaa cattggttgt
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QACDGF

<400> 14

tggacagttc tggagcagat
<210> 15

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QACD6R

<400> 15
caactcctcc gctgtgag

<210> 16
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<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> QPR-5F

<400> 16

ggcaaatatc tccagtattc aca
<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QPR-5R

<400> 17

ggtagggcaa ttgttcctta ga
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QPR-2F

<400> 18

aaggagctta gcctcaccac
<210>19

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QPR-2R

<400> 19

gagggaagca agaatggaac
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QPR-1F

<400> 20

gaacacgtgc aatggagttt
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QPR-1R
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<400> 21

ggttccacca ttgttacacc t
<210> 22

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QACT2F

<400> 22
aatcacagca cttgcacca
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> QACT2R

<400> 23

gagggaagca agaatggaac
<210> 24

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Lsat_dmr6_fw1

<400> 24

gatcaaggtc aacacatgg
<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Lsat_dmr6_fw2

<400> 25

tcaaccatta cccagtgtgc
<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_fw1B

<400> 26
ttccaggtda ttaaycaygg

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

<220>
<223> dmr6_deg_fw2B

<400> 27

cataaytgga grgaytayct
<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_fw3b

<400> 28

garcaaggrc arcayatggc
<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_fw4

<400> 29

aatcctcctt chttcaagga
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_rv3B

<400> 30

agtgcattkg ggtchgtrtg
<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_rv4

<400> 31

aatgttratg acaaargcat
<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> dmr6_deg_rv5
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<400> 32

gccatrtgyt gyccttgytc
<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cuc_dmr6_rv1

<400> 33

tccggacatt gaaacttgtg
<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cuc_dmr6_rv2

<400> 34

tcaaagaact gcttgccaac
<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cuc_dmr6_fw1

<400> 35
cgcactcacc attctccttc
<210> 36

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cuc_dmr6_fw2

<400> 36
ggcctccaag tcctcaaag
<210> 37

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_MOP9 Fw

<400> 37

ES 2560 677 T3
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<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> IND_MOP9 Inverso

<400> 38

catattcaaa agggaaaatc ccaga
<210> 39

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_K16H17 Directo

<400> 39

tggggattgtg gtttattctg ttgac
<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_K16H17 Inverso

<400> 40

tggccaatag tagttgatac gcaaga
<210> 41

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_T4C12 Directo

<400> 41

tctcgggtaa gacacaagtc gagat
<210> 42

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_T4C12 Inverso

<400> 42

tattccaact tgcgacgtag agcat
<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_T11H3 Directo

25

25
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25
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<400> 43

ccaattgggt tatttacttc gatt 24
<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_T11H3 Inverso

<400> 44

cggcttttaa caacatattt tcca 24
<210> 45

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_F21J6 cebador directo

<400> 45

aacacatcac caagatga 18
<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> IND_F21J6 cebador inverso

<400> 46

cctectgeece aagaaatatt gagat 25
<210> 47

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M450 directo

<400> 47

agctttgtat ggtagtgcca atga 24
<210> 48

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M450 Inverso

<400> 48
gcggtatacg ggggttaaaa tcta 24

<210> 49

26
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<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> M490 Directo

<400> 49

atggccaacc actctttgtt ac
<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M490 Inverso

<400> 50

acaagcaaga agaacagcga ag
<210> 51

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M525 Directo

<400> 51

gaaatttggt tgttggcatt tatc
<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M525 Inverso

<400> 52

tcaagatctt catattctca ttcca
<210> 53

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M545 Directo

<400> 53

cagctgaagt atgtttcatc ccttt
<210> 54

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M545 Inverso
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25

25

22
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<400> 54

cttgcaattg ttgggactag gtaa
<210> 55

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M555 Directo

<400> 55

tcactaacca gtgaaaaagg ttgc
<210> 56

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M555 Inverso

<400> 56

tatacagcga atagcaaagc caag

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

<220>
<223> M470 Directo

<400> 57

ccgcgagtgt aatatatctc tcct
<210> 58

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M470 Inverso

<400> 58

cagtttaacg catgaagtgc tagt
<210> 59

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> M590 Directo

<400> 59
gcatcatttg taccgtactg agtc

<210> 60
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<211> 24
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> M590 Inverso

<400> 60

tagtggatac tctgtccctg aggt

<210> 61
<211> 1026
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 61

atggcggcaa
cggccaatcet
atcgatctet
cgattceggat
gtgagtgttg
gacgatccaa
aacaattgga
tggcegtcaa
gaagtgggat
atgaagaaag
cctgaacctg
cttcttcaag
gttaatccac
aatggagtat
teggtegeat
tgggaagctg
tacaagaagt
aactaa

<210> 62

<211> 341
<212> PRT

agctgatate
ccgaccegtee
ctteccactga
tttttcaggt
cgcgtgagtt
cgaagacaac
gagactatct
accctectte
ttaaaataga
tgcttggtga
agctcactta
acactactgt
atcctgatge
acaaaagtgt
cgtttctgtg
aggacgatga

tttggagtag

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 62

24

caccggttte
acgtectctet
tcgatctttt
cataaatcac
ctttagcatg
aagattatcg
aagactccat
tttcaaggaa
ggaattaata
acaaggtcaa
cggtttacct
ttgcggtete
ttttgtcatc
ttggcatcge
cccagctgac
aacgaaacca

gaatctggac

ES 2560 677 T3

cgtcatacta
gaagtctcte
ctecatccaac
ggagttaaca
tctatggaag
acgagcttca
tgttatccta
atagtaagta
tcagagagcet
cacatggcag
gctcataceg
cagatcttga
aacataggtg
gctgtaacaa
tgtgctgtca
gtctacaaag

caagaacatt

ctttgecegga
aactcgaaga
aaatccacca
aacaaataat
aaaaaatgaa
atgtgaagaa
teccacaagta
aatacagtag
taggtttaga
tcaactatta
acccaaacgce
tcgacggtca
accagttaca
acacagaaaa
tgagceccgge
atttcactta

gcctecgagaa

29

aaactatgtc
tttccctete
agcttgtgece
agatgagatg
gctatattca
agaagaagtc
tgtcaatgag
agaagtaaga
aaaagattac
tcctecatgt
cctaaccatt
gtggttecgec
ggcattaagt
tcecgagacta
caagcccttg
tgcagagtat

ttttctaaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026



Met

Glu

Ser

Ser

Phe

65

Val

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Glu

Ala

Leu

Thr
225

Ala

Asn

Gln

Phe

50

Gln

Ser

Leu

Asn

His

130

Pro

Val

Lys

val

Pro

210

Thr

Ala

Tyr

Leu

35

Leu

val

val

Tyr

Val

115

Cys

Ser

Gly

Asp

Asn

195

Ala

val

Lys

vVal

20

Glu

Ile

Ile

Ala

Ser

100

Lys

Tyr

Phe

Phe

Tyr

180

Tyr

His

Cys

Leu

Arg

Asp

Gln

Asn

Arg

Asp

Lys

Pro

Lys

Lys

165

Met

Tyr

Thr

Gly

Ile

Pro

Phe

Gln

His

70

Glu

Asp

Glu

Ile

Glu

150

Ile

Lys

Pro

Asp

Leu
230

Ser

Ile

Pro

Ile

55

Gly

Phe

Pro

Glu

His

135

Ile

Glu

Lys

Pro

Pro

215

Gln

Thr

Ser

Leu

40

His

Val

Phe

Thr

Val

120

Lys

Val

Glu

Val

Cys

200

Asn

Ile

ES 2560 677 T3

Gly

Asp

25

Ile

Gln

Asn

Ser

Lys

105

Asn

Tyr

Ser

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Phe

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Met

Thr

Asn

vVal

Lys

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Ile

Arg

Pro

Leu

Cys

Gln

75

Ser

Thr

Trp

Asn

Tyr

155

Ser

Glu

Pro

Thr

Asp
235

His

Arg

Ser

Ala

60

Ile

Met

Arg

Arg

Glu

140

Ser

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

30

Thr

Leu

Ser

45

Arg

Ile

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Arg

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Gln

Thr

Ser

30

Thr

Phe

Asp

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Glu

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

175

His

Tyr

Gln

Phe

Pro

vVal

Arg

Phe

Met

80

Met

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala
240



10

Val Asn Pro His

Gln Ala Leu Ser
260

Thr Asn Thr Glu
275

Ala Asp Cys Ala
290

Asp Asp Glu Thr
305

Tyr Lys Lys Phe

Asn Phe Leu Asn
340

<210> 63
<211> 242

<212> PRT
<213> Aquilegia sp.

<400> 63

Met Glu Ser Ser
1

Pro Glu Asn Tyr
20

Val Lys Asp Cys
35

Glu Ser Leu Leu
50

Phe Phe Gln Val
65

Met Met Glu Ile

Met Gln Phe Tyr
100

Pro

245

Asn

Asn

val

Lys

Trp

325

Asn

Asn

val

Glu

Ala

Ile

Ser

85

Ser

Asp

Gly

Pro

Met

Pro

310

Ser

Val

Arg

Asn

Gln

Asn

70

His

Asp

Ala

val

Arg

Ser

295

Val

Arg

Leu

Ser

vVal

Gln

55

His

Glu

Asp

Phe

Tyr

Leu

280

Pro

Tyr

Asn

Leu

val

Pro

40

Ile

Gly

Phe

Pro

ES 2560 677 T3

val

Lys

265

Ser

Ala

Lys

Leu

Thr

Ser

25

val

Gly

Val

Phe

Thr
105

Ile

250

Ser

val

Lys

Asp

Asp
330

Gly

10

Asp

Ile

Asn

Asn

His

90

Lys

Asn

Val

Ala

Pro

Phe

315

Gln

Thr

Arg

Asp

Ala

Ser

75

Leu

Thr

Ile

Trp

Ser

Leu

300

Thr

Glu

Arg

Pro

Leu

Cys

60

Glu

Pro

Met

31

Gly

His

Phe

285

Trp

Tyr

His

His

Arg

Ser

45

Lys

Leu

Leu

Arg

Asp

Arg

270

Leu

Glu

Ala

Cys

Ser

Leu

30

Val

Ser

val

Asp

Leu
110

Gln

255

Ala

Cys

Ala

Glu

Leu
335

Asn

15

Ser

Ala

His

Glu

val

95

Ser

Leu

Val

Pro

Glu

Tyr

320

Glu

Leu

Glu

Asp

Gly

Lys

80

Lys

Thr



10

Ser

Arg

Val

145

Arg

Leu

Met

Gly

Gly

225

Ala

Phe

Leu

130

Pro

Lys

Glu

Ala

Leu

210

Gln

val

<210> 64

<211> 337

Asn

115

His

Ser

Leu

Glu

Val

195

Pro

Glu

<212> PRT
<213> Citrus sinensis

<400> 64

Met
1

Glu

Ser

Ser

Phe

65

Leu

Asp

Gly

Glu

Leu

50

Gln

Glu

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

Ala

Val

Leu

Cys

Thr

Gly

Asp

180

Asn

Arg

Val

Lys

val

20

Lys

Val

Ile

Ala

Lys

His

Phe

Leu

165

Tyr

Tyr

His

Ala

Val

Arg

Asn

Gln

Asn

Lys
85

Lys

Pro

Lys

150

Arg

Ile

Tyr

Thr

Gly
230

Leu

Pro

val

Gln

His

70

Glu

Glu

Ile

135

Asp

Leu

Glu

Pro

Asp

215

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

55

Glu

Phe

Ser

120

Glu

Val

Leu

Lys

Pro

200

Pro

Gln

Ser

Ser

Val

40

Ala

Val

Phe

ES 2560 677 T3

val

Lys

val

Gly

Val

185

Cys

Asn

Val

Gly

Glu

25

Ile

Asp

Pro

Asn

His

Tyr

Ala

Ser

170

Leu

Pro

Thr

Leu

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Leu

Leu
920

Asn

vVal

Thr

155

Ile

Gly

Glu

Ile

His
235

Arg

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Trp

Gln

140

Tyr

Ser

Asp

Pro

Thr

220

Asn

Tyr

Asn

Ala

Lys

60

Thr

Val

32

Arg

125

Glu

Cys

Leu

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Thr

Leu

Cys

45

Asn

val

Glu

Asp

Trp

Lys

Ser

Gly

190

Leu

Leu

Lys

Asn

Ser

30

Asp

Tyr

Glu

Glu

Tyr

Pro

Glu

Leu

175

Gln

Thr

Leu

Trp

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Arg

Lys
95

Leu

Ser

val

160

Gly

His

Tyr

Gln

val
240

Pro

val

Arg

Phe

val

80

Leu



Lys

Phe

Leu

Pro

145

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

225

Val

Gln

val

Asn

Ser

305

Phe

Asn

Leu

Asn

His

130

Ser

Leu

Lys

Val

Pro

210

Glu

Asn

Ala

Asn

Asn

290

Gly

Trp

<210> 65

<211> 337

Tyr

Val

115

Cys

Thr

Gly

Asp

Asn

195

Gly

vVal

Pro

Leu

Ala

275

Asp

Ala

Ser

<212> PRT
<213> Coffea canephora

<400> 65

Ser

100

Asn

Tyr

Phe

Tyr

Tyr

180

Phe

His

Ala

Leu

Ser

260

Glu

Ala

Val

Arg

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro

245

Asn

Lys

Met

Tyr

Asn
325

Asp

Glu

Leu

Glu

150

vVal

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asn

Gly

Ala

Ile

Arg

310

Leu

Pro

Lys

Asp

135

Phe

Leu

Lys

Pro

Pro

215

Gln

Ala

Arg

Arg

Ser

295

Asp

Asp

Ser

Val

120

Lys

val

Glu

val

Cys

200

Asn

val

Phe

Tyr

Met

280

Pro

Phe

Gln

ES 2560 677 T3

Lys

105

His

Tyr

Ser

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Leu

val

Lys

265

Ser

Pro

Thr

Glu

Thr

Asn

val

Thr

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

250

Ser

Vval

Lys

Tyr

His
330

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Glu

Pro

Thr

Asp

235

Asn

val

Ala

Ala

Ala

315

Cys

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Asp

Ile

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

33

Leu

Asp

125

Trp

Ser

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Lys

Gly

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

270

Leu

Glu

Tyr

Leu

Thr

Leu

Ser

val

Gly

175

His

Tyr

Gln

val

Gln

255

Ala

Cys

Asp

Ser

Phe
335

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys



Met

Glu

Ser

Asn

Phe

65

Leu

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Asp

Ala

Leu

Leu

Glu

Ser

Asp

Leu

50

Gln

Glu

Leu

Asn

His

130

Pro

Leu

Lys

Val

Pro

210

Asn

Thr

Tyr

Cys

35

Met

Val

Thr

Tyr

Val

115

Cys

Ser

Gly

Glu

Asn

195

Gly

Val

Lys

Vval

20

Gln

val

Ile

Ala

Ser

100

Lys

Tyr

Phe

Leu

Cys

180

Tyr

His

Ala

Val

Arg

Asn

Arg

Asn

Thr

85

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Ile

Pro

vVal

Gln

His

70

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Leu

Lys

Pro

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

Ile

55

Gly

Phe

Pro

Thr

Glu

135

Met

Glu

Lys

Pro

Pro

215

Gln

Ser

Ser

Val

40

Gly

Val

Phe

Ser

Val

120

Lys

Val

Glu

vVal

Cys

200

Asn

Val

ES 2560 677 T3

Gly

Glu

25

vVal

Asp

Ser

Ser

Lys

105

His

Tyr

Ser

Ala

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Leu

920

Thr

Asn

vVal

Asn

Ile

170

Gly

Gln

Leu

Arg

Lys

Pro

Leu

Cys

Asp

75

Pro

Thr

Trp

Pro

Tyr

155

Ala

Asp

Pro

Thr

Asp

Tyr

Arg

Gly

Arg

60

Ala

vVal

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Asp

Ile

220

Gly

34

Thr

Leu

Phe

45

Asp

Val

Glu

Leu

Asp

125

Trp

vVal

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Arg

Ser

Ser

30

Gly

Tyr

Asp

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Gln

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Ile

Gly

175

His

Tyr

Gln

Leu

Pro

Val

Arg

Phe

Met

80

Leu

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala
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225

Val Lys

Gln

Ala

Val Asn

Pro

Leu

Ala

230

Pro
245

His

Ser Asn

260

Asp Gln

275

Cys Asp

290

Ser Pro

305

Phe Trp

Asn

<210> 66
<211> 1029
<212> ADN

His

Val

Ser

Ala Vval

Val Tyr

Asp

Gly

Pro

Ile

Arg

Ala Phe

Ile

Tyr

Leu
280

Arg

Ser Ala

295

Asp Phe

310

Asn
325

Arg

<213> Cucumis sativus

<400> 66

atgagcagtg
gagaagtatg
aaggttccaa
gaggcctgea
gtggagaaag
aaattttatt
aaagagcaat
tacacccecee
aatgaagtac
gagaaggaat
tatcegecat
gcactcacca
aagtggctag
caggcattga
aagcccaggce
gcaccgctec
aatacttttt

cctecttaa

tgatggagat
aacggcctga
taatcgactt
agtcttacgg
tgatagaagt
cagacgaccc
ttecgecaactg
attggccctce
gaaaagttgg
acataaggaa
gtccccaace
ttctecttea
cggtcaacce
gcaatggggt
tgteggtege
tcteccagee

ggagcagaaa

Leu

Asp Gln

ccaacttttg
atcggatagg
gggatgcgag
ctttttccag
tggcaagcag
ttecaagacce
gagggattat
taacccacca
gtacagaata
gaagttgggt
agaactcacc
ggatctccat
ccaccccaat
gtacaagagce
ttettttete
ttccceccatt

cttggatcaa

ES 2560 677 T3

235

val val

250

Asn

Lys Ser Val

265

Ser Val Ala

Pro Lys Pro

Thr Ala

315

Tyr

Glu His

330

Cys

tgttcagggg
ccgeggetgt
gagagagaga
gttataaatc
ttetttgage
gtcagactct
ctcagactece
tecttcaggg
gaggagctaa
gaacaaggtc
tacgggctec
gtegeeggec
gcctttgtaa
gtttggcacc
tgccettgtg
tacagacctt

caacattgct

Ile Gly

Trp His

Asp

Arg

240

Gln
255

Leu

Ala Val

270

Phe
285

Ser

Leu Thr

300

Gln Tyr

Leu Glu

gacgtcacga
cggaggtgtg
tgattgtgaa
atggtgtgag
tgeccgatgga
ccacaagttt
attgctatce
aaatagtgag
tatcggagag
agcacatgge
ctggccatac
tccaagtect
tcaatatagg
gagcggtggt
atgacgcect
tcacctacge

tggaactatt

35

Leu

Ala

Tyr

Leu

Cys Pro

Asp Gly

Lys Lys

320

Phe
335

Lys

gaagttgcca
ttgttgggac
gcaagtggag
gaaggaattg
ggagaagttg
caatgteccgg
tctectecaac
tagttattge
cttggggctg
tataaattat
ggatcccaac
caaagatgga
cgaccaattg
caatgttgat
cattactect
ccagtactac

taaaaaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1029
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<210> 67

<211> 342

<212> PRT
<213> Cucumis sativus

<400> 67

Met

1

Glu

Leu

Cys

Ser

65

Val

Glu

Leu

Asp

Trp

145

Asn

Ser

Gly

Ser

Lys

Ser

Glu

50

Tyr

Glu

Glu

Ser

Tyr

130

Pro

Glu

Leu

Gln

Ser

Leu

Glu

35

Glu

Gly

Lys

Lys

Thr

115

Leu

Ser

Val

Gly

His

val

Pro

20

val

Arg

Phe

val

Leu

100

Ser

Arg

Asn

Arg

Leu

180

Met

Met

Glu

Cys

Glu

Phe

Ile

85

Lys

Phe

Leu

Pro

Lys

165

Glu

Ala

Glu

Lys

Cys

Met

Gln

70

Glu

Phe

Asn

His

Pro

150

Val

Lys

Ile

Ile

Tyr

Trp

Ile

55

Val

val

Tyr

vVal

Cys

135

Ser

Gly

Glu

Asn

Gln

Glu

Asp

40

Val

Ile

Gly

Ser

Arg

120

Tyr

Phe

Tyr

Tyr

Tyr

ES 2560 677 T3

Leu

Arg

25

Lys

Lys

Asn

Lys

Asp

105

Lys

Pro

Arg

Arg

Ile

185

Tyr

Leu

10

Pro

vVal

Gln

His

Gln

20

Asp

Glu

Leu

Glu

Ile

170

Arg

Pro

Cys

Glu

Pro

Val

Gly

75

Phe

Pro

Gln

Ser

Ile

155

Glu

Lys

Pro

Ser

Ser

Ile

Glu

60

Val

Phe

Ser

Phe

Asn

140

Val

Glu

Lys

Cys

36

Gly

Asp

Ile

45

Glu

Arg

Glu

Lys

Arg

125

Tyr

Ser

Leu

Leu

Pro

Gly

Arg

30

Asp

Ala

Lys

Leu

Thr

110

Asn

Thr

Ser

Ile

Gly

190

Gln

Arg

15

Pro

Leu

Cys

Glu

Pro

95

val

Trp

Pro

Tyr

Ser

175

Glu

Pro

His

Arg

Gly

Lys

Leu

80

Met

Arg

Arg

His

Cys

160

Glu

Gln

Glu
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Leu Thr
210

Leu Leu
225

Lys Trp

Gly Asp

His Arg

Phe Leu
290

Ser Gln
305

Asn Thr

Phe Lys

<210> 68
<211> 337

195

Tyr

Gln

Leu

Gln

Ala

275

Cys

Pro

Phe

Asn

<212> PRT
<213> Gossypium hirsutum

<400> 68
Met Asp
1

Glu Ser

Ser Gln

Ser His

50

Phe Gln

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

Val

Gly Leu Pro

Asp Leu His
230

Ala Val Asn
245

Leu Gln Ala
260

Val vVal Asn

Pro Cys Asp

Ser Pro Ile
310

Trp Ser Arg
325

His Pro Pro
340

Lys Val Leu
5

Val Arg Pro
20

Asp Asn Val

Val Gln Gln

Ile Asn His
70

Gly

215

Val

Pro

Leu

val

Asp

295

Tyr

Asn

Ser

Glu

Pro

Ile

55

Gly

200

His

Ala

His

Ser

Asp

280

Ala

Arg

Leu

Ser

Ser

Val

40

Ala

Val

ES 2560 677 T3

Thr

Gly

Pro

Asn

265

Lys

Leu

Pro

Asp

Gly

Glu

25

Ile

Leu

Ser

Asp

Leu

Asn

250

Gly

Pro

Ile

Phe

Gln
330

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Pro

Gln

235

Ala

Val

Arg

Thr

Thr

315

Gln

His

Pro

Leu

Cys

Glu

Asn

220

Val

Phe

Tyr

Leu

Pro

300

Tyr

His

Tyr

Arg

Gly

Ile

60

Ala

37

205

Ala

Leu

vVal

Lys

Ser

285

Ala

Ala

Cys

Ser

Leu

Cys

45

Asn

Val

Leu

Lys

Ile

Ser

270

Val

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

30

Glu

Tyr

Glu

Thr

Asp

Asn

255

Val

Ala

Leu

Tyr

Glu
335

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Arg

Ile

Gly

240

Ile

Trp

Ser

Leu

Tyr

320

Leu

Pro

Val

Arg

Phe

Met
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Leu

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

225

Val

Gln

val

Tyr

Cys

305

Phe

Gln

Leu

Asn

His

130

Pro

Leu

Lys

Val

Pro

210

Gln

Asn

Ala

Asn

Asp

290

Gly

Trp

Asn

<210> 69
<211> 1014
<212> ADN
<213> Lactuca sativa

<400> 69

Val

Tyr

val

115

Cys

Ser

Gly

Asp

Asn

195

Gly

val

Pro

Leu

Thr

275

His

Ala

Gly

Ala

Ser

100

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Tyr

180

Tyr

His

Ala

Gln

Ser

260

Asp

Ala

val

Arg

His

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Thr

245

Asn

Lys

Leu

Tyr

Asn
325

Asp

Asp

Glu

Leu

Gln

150

Leu

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asn

Gly

Pro

Ile

Arg

310

Leu

Phe

Pro

Lys

His

135

Ile

Gln

Lys

Pro

Pro

215

Gln

Ala

Thr

Arg

Ser

295

Asp

Asp

Phe

Ser

Val

120

Lys

val

Glu

val

Cys

200

Asn

val

Phe

Tyr

Met

280

Pro

Phe

Gln

Gly

Lys

105

His

Tyr

Ser

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Val

Lys

265

Ser

Ala

Thr

Glu

ES 2560 677 T3

Leu

Thr

Asn

val

Asp

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

250

Ser

val

Lys

Tyr

His
330

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Glu

Pro

Thr

Asp

235

Asn

Val

Ala

Pro

Ala

315

Cys

Val

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

Ile

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

38

Glu

Leu

Asp

125

Trp

val

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Lys

Gly

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Gln

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

270

Leu

Gln

Tyr

Leu

Lys

95

Thr

Leu

Ser

val

Gly

175

His

Tyr

Gln

Leu

Gln

255

Ala

Cys

His

Ser

Phe
335

Met

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys
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atggccgcaa
cgteceggtta
attgacatcg
agatacggtt
caacaagtag
gaggatccat
cataactggce
tggccttcaa
aatttaggaa
ataaaaacta
cctgageceg
cttctacagg
gttaaaccac
aatggtgaat
tctatagett
ataaaggaag
ttttggacaa

<210> 70
<211> 337
<212> PRT

aagtcatcte
acgacagacce
gttgtggtga
ttttccaggt
gtagggagtt
cgaagacgat
gagattatct
atccttctta
tgagaatatt
tattaggega
agctaaccta
acacactggt
accctaatge
ataaaagtgt
cgtttttgtg
gatcgaaacce

gaaaccttga

<213> Lactuca sativa

<400> 70

Met Ala Ala Lys Val Ile Ser Ser Gly Phe Arg

1

Glu Ser Tyr Val Arg Pro Val Asn Asp Arg Pro
25

Ser Asp Cys Asn Asp Val Pro Val Ile Asp Ile

35

Gln Leu Ile Ser Gln Gln Ile Gly Asp Ala Cys

5

20

cagtggattc
taacctatct
tagacaactc
gattaatcat
tttcctgttg
gaggctatcc
ccgecttcac
tttcaaggaa
agaatcaata
tcaaggtcaa
cgggctaccece
ctetggtcett
gtttgtaatt
atggcatcga
tcecttgtaat
tgttttcaaa

tcaagaacat

40

ES 2560 677 T3

cggtatacta
caagtttceg
ataagccaac
ggtgtgectg
cctgtggaag
accagcttta
tgttatccte
tatgttggta
tcagaaagtt
cacatggcca
gggcacacag
caggttctca
aacattggtg
gctgtggtta
gacaccgtta
gaatttactt

tgecttagaat

10

ctctacegga
attgcaacga
aaattggcga
atgaaatagt
agaagatgaa
acgtccaaaa
tggatcaata
attattgtac
tagggttaca
tcaaccatta
accccaatge
aagatggcaa
atcagttaga
actcagacaa
ttagggctcce
atgcagaata

tcttcaagaa

gagctacgte
egttectgtt
tgcttgtaga
ggagaaaatg
gctttactca
agaacaaatt
cagtcctgaa
agcagtgcga
aaaagaagaa
cccagtgtge
tctcaccate
atggttagec
ggcggtgagt
cccgegaatg
taaagaaata
ctacgcgaag

ctag

Tyr Thr Thr Leu Pro

15

Asn Leu Ser Gln Val

30

Gly Cys Gly Asp Arg

45

Arg Arg Tyr Gly Phe

39

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1014



Phe

65

Gln

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Asn

Gln

Ala

Leu

Thr

225

Val

Glu

val

Cys

Ser
305

Phe

Asn

<210> 71

50

Gln

Gln

Leu

Asn

His

130

Ser

Leu

Lys

Ile

Pro

210

Leu

Lys

Ala

Asn

Asn

290

Lys

val

Val

Tyr

val

115

Cys

Tyr

Gly

Glu

Asn

195

Gly

val

Pro

val

Ser

275

Asp

Pro

Ile

Gly

Ser

100

Gln

Tyr

Phe

Met

Glu

180

His

His

Ser

His

Ser

260

Asp

Thr

Val

Asn

Arg

85

Glu

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro

245

Asn

Asn

Val

Phe

His

70

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Ile

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asn

Gly

Pro

Ile

Lys
310

55

Gly

Phe

Pro

Gln

Asp

135

Tyr

Leu

Thr

val

Pro

215

Gln

Ala

Glu

Arg

Arg

295

Glu

val

Phe

Ser

Ile

120

Gln

Val

Glu

Ile

Cys

200

Asn

val

Phe

Tyr

Met

280

Ala

Pro

Leu

Lys

105

His

Tyr

Gly

Ser

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Val

Lys

265

Ser

Pro

ES 2560 677 T3

Asp

Leu

90

Thr

Asn

Ser

Asn

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

250

Ser

Ile

Lys

Phe Thr Tyr

Glu

75

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Asp

Pro

Thr

Asp

235

Asn

Val

Ala

Glu

Ala
315

60

Ile

vVal

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

Ile

Trp

Ser

Ile

300

Glu

val

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Thr

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Lys

Gly

His

Phe

285

Ile

Tyr

Trp Thr Arg Asn Leu Asp Gln Glu His Cys Leu
325

<211> 338
<212> PRT
<213> Medicago truncatula

330

40

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Ala

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

270

Leu

Lys

Tyr

Glu

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

175

His

Tyr

Gln

Leu

Gln

255

Ala

Cys

Glu

Ala

Phe

Met

80

Met

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Val

Pro

Gly

Lys
320

Phe Lys
335



<400> 71

Met

1

Glu

Ser

Thr

Phe

65

Ala

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Glu

Asp

Ser

Glu

Gln

50

Gln

Glu

Leu

Asn

His

130

Pro

Leu

Lys

Thr

Tyr

Phe

35

Ile

vVal

Val

Tyr

Val

115

Cys

Ser

Gly

Asp

Lys

Ile

20

Glu

Val

Val

Ala

Ser

100

Asn

Tyr

Phe

Leu

Tyr
180

Val

Arg

Asn

Gln

Asn

Tyr

85

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Leu

Leu

Pro

vVal

Gln

His

70

Asp

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Ile

Arg

Ser

Glu

Pro

Ile

55

Gly

Phe

Pro

Glu

Asp

135

Thr

Glu

Asn

Ser

Ser

Ile

40

Gly

Val

Phe

Thr

Val

120

Asn

Val

Glu

Ala

ES 2560 677 T3

Gly

Asp

25

Ile

Glu

Pro

Lys

Lys

105

His

Tyr

Ala

Tyr

Leu
185

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Leu

Leu

20

Thr

Asn

vVal

Asn

Ile

170

Gly

His

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Glu

Tyr

Cys

Gly

Ser

60

Glu

Val

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

41

Ser

Leu

Ser

45

Ser

Leu

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Lys

Ser

Gly

Lys

Ser

30

His

Tyr

Lys

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln
190

Leu

15

Gln

Asn

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

175

His

Pro

vVal

Arg

Phe

Thr

80

Met

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met
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Ala Val

Leu Pro
210

Leu His
225

Ile Asn

Gln Ala

Val Asn

Asp Asn
290

Ser Gly
305

Phe Trp

Asn Asn

<210> 72
<211> 342

Asn Tyr
195

Gly His

Val Ala

Pro Ile

Leu Ser

260

Ala Glu

275

Glu Ala

Ala Val

Ser Arg

<212> PRT
<213> Oryza sativa

<400> 72
Met Ala
1

His Asp

Arg Leu

Ala Ser

50

Arg Thr

Ala Glu

Thr Met
20

Asp Leu
35

Pro Asp

His Gly

Tyr

Thr

Gly

Pro

245

Asn

Lys

Leu

Tyr

Asp
325

Ala

Pro

val

Arg

Phe

Pro

Asp

Leu

230

Asp

Gly

Pro

Ile

Arg

310

Leu

Glu

Gly

Val

Ala

Phe
70

Pro

Pro

215

Gln

Ala

Leu

Arg

Cys

295

Gly

Glu

Gln

Lys

Ser

Ala

55

Gln

Cys

200

Asn

vVal

Phe

Tyr

Leu

280

Pro

Phe

Lys

Gln

Tyr

Asp

40

Val

Val
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Pro

Ala

Leu

Val

Lys

265

Ser

Ala

Thr

Glu

His

Val

25

Ala

vVal

Val

Gln

Leu

Lys

Ile

250

Ser

Val

Lys

Tyr

His
330

Gln

10

Arg

Arg

Ser

Asn

Pro

Thr

Asp

235

Asn

vVal

Ala

Pro

Pro

315

Cys

Leu

Pro

Ile

Ala

His
75

Glu

Ile

220

Gly

Ile

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

Leu

Glu

Pro

vVal

60

Gly

42

Leu

205

Leu

Lys

Gly

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Ser

Ser

val

45

Gly

Ile

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

270

Leu

Glu

Tyr

Phe

Thr

Gln

30

Val

Asp

Asp

Tyr

Gln

Leu

Gln

255

Ala

Cys

Asp

Ser

Phe
335

Ala

15

Arg

Asp

Ala

Ala

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys

val

Pro

Leu

Cys

Ala
80
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Leu

Ala

Arg

Arg

Asp

145

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

225

Gly

Ile

Trp

Ser

Leu

305

Glu

Leu

Ile

Glu

Leu

Asp

130

Trp

Thr

Ser

Glu

Leu

210

Leu

Lys

Gly

His

Phe

290

Ile

Tyr

Glu

<210> 73

<211> 342
<212> PRT
<213> Oryza sativa

<400> 73

Ala

Glu

Ser

115

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

195

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

275

Leu

Thr

Tyr

Leu

Ser

Lys

100

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

180

His

Tyr

Met

Ile

Gln

260

Ala

Cys

Asp

Lys

Phe Arg Thr

340

val

85

Ala

Ser

Arg

Asn

Arg

165

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

245

Leu

val

Pro

Asp

Lys
325

Met

Lys

Phe

Leu

Pro

150

Glu

Glu

Ala

Leu

Asp

230

Val

Gln

val

Cys

Ser

310

Phe

Glu

Leu

Asn

His

135

Pro

Leu

Gly

val

Pro

215

Gln

Asn

Ala

Asn

Asn

295

Pro

Trp

Val

Tyr

val

120

Cys

Ser

Gly

Gly

Asn

200

Ala

Val

Pro

Leu

Ser

280

Ser

Ala

Ser

Gly

Ser

105

Arg

Tyr

Phe

Phe

Tyr

185

Tyr

His

Ala

Gln

Ser

265

Asp

Val

Val

Arg
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Arg

90

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

170

Met

Tyr

Thr

Gly

Pro

250

Asn

Arg

Glu

Tyr

Asn
330

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

155

Leu

Arg

Pro

Asp

Leu

235

Gly

Gly

Glu

Leu

Arg

315

Leu

Phe

Pro

Thr

His

140

Ile

Tyr

Glu

Gln

Pro

220

Gln

Ala

Lys

Arg

Gly

300

Asn

Asp

43

Phe

Ala

Val

125

Gln

Ile

Glu

Thr

Cys

205

Asn

val

Leu

Tyr

Met

285

Pro

Tyr

Gln

Arg

Lys

110

His

Phe

Gly

Ala

Leu

190

Pro

Ala

Leu

val

Arg

270

Ser

Ala

Thr

Glu

Leu

95

Lys

Asn

val

Thr

Ile

175

Gly

Glu

Leu

Asn

Ile

255

Ser

val

Lys

Tyr

His
335

Pro

Ile

Trp

Pro

Tyr

160

Ser

Glu

Pro

Thr

Asp

240

Asn

Val

Ala

Lys

Asp

320

Cys



Met

Asn

Ser

Lys

Gln

65

Ala

Leu

Asn

His

Pro

145

Leu

Gln

Val

Pro

Ala

Tyr

Asp

Leu

50

Vval

Val

Tyr

val

Cys

130

Ser

Gly

Asp

Asn

Ala

Asp

val

Ala

35

val

Leu

Ala

Ser

Arg

115

Tyr

Phe

Phe

Tyr

Phe

195

His

Gln

Arg

20

Ser

Ser

Asn

His

Asp

100

Lys

Pro

Arg

Arg

Ile

180

Tyr

Thr

Leu

Pro

Ile

Gln

His

Asp

85

Asp

Glu

Leu

Glu

Leu

165

Lys

Pro

Asp

Ile

Glu

Pro

Val

Gly

70

Phe

Pro

Thr

His

Ile

150

Tyr

Lys

Lys

Pro

Ser

Ala

Val

Gly

val

Phe

Ala

Val

Arg

135

Ile

Gly

Val

Cys

Asn

Thr

Gln

Val

40

Ala

Pro

Arg

Lys

His

120

Tyr

Ser

Ala

Leu

Pro

200

Ala
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Ala

Arg

25

Asp

Ala

Val

Leu

Lys

105

Asn

Leu

Thr

Ile

Gly

185

Glu

Leu

Asp

10

Pro

Leu

Cys

Glu

Pro

90

Ile

Trp

Pro

Tyr

Ser

170

Glu

Pro

Thr

His

Arg

Ala

Arg

Leu

75

Ala

Arg

Arg

Asp

Cys

155

Glu

Gln

Glu

Ile

Asp

Leu

Asn

Ser

60

Thr

Glu

Leu

Asp

Trp

140

Lys

Ser

Glu

Leu

Leu

44

Thr

Ala

Pro

45

His

Leu

Glu

Ser

Tyr

125

Pro

Glu

Leu

Gln

Thr

205

Leu

Leu

Asp

30

Asp

Gly

Ser

Lys

Thr

110

Leu

Ser

vVal

Gly

His

190

Phe

Met

Pro

15

Val

Arg

Phe

Val

Ala

95

Ser

Arg

Asn

Arg

Leu

175

Met

Gly

Asp

Gly

Leu

Ala

Phe

Leu

80

Lys

Phe

Leu

Pro

Glu

160

Glu

Ala

Leu

Gln
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Gln

225

Asn

Ala

Asn

Asn

Pro
305

Trp

Thr

210

Val

Pro

Leu

Ser

Asp

290

Ala

Ser

Pro

<210> 74

<211> 340

Ala

Gln

Ser

Asp

275

val

Val

Arg

Thr

<212> PRT
<213> Oryza sativa

<400> 74

Met
1

Pro

Val

Lys

Phe

65

Val

Ala

Glu

Ala

Pro

50

Phe

Met

Thr

Gly

Thr

35

Arg

Gln

Ala

Gly

Pro

Asn

260

Lys

Leu

Tyr

Asn

Asp
340

Thr

Tyr

20

Asp

Val

Val

Val

Leu

Asn

245

Gly

Ala

Ile

Arg

Leu

325

Thr

Gln

Ala

Ser

Ile

Thr

Ala
85

Gln

230

Ala

Arg

Arg

Gly

Asn

310

Asp

Ser

Leu

Arg

Asn

Ala

Asn

70

Leu

215

Val

Leu

Tyr

Met

Pro

295

Tyr

Gln

Leu

Pro

Ile

Glu

55

His

Glu

Leu

Val

Lys

Ser

280

Ala

Thr

Glu

Ser

Glu

Pro

40

Ile

Gly

Phe
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Lys

Ile

Ser

265

val

Gln

Tyr

His

Thr

Ser

25

Leu

Ala

Ile

Phe

Glu

Asn

250

Val

Ala

Lys

Asp

Cys
330

Val

10

Asp

Ile

Gln

Ala

Arg
920

Gly

235

Ile

Trp

Ser

Leu

Glu

315

Leu

Glu

Arg

Asp

Ala

Glu

75

Leu

220

Arg

Gly

His

Phe

Ile

300

Tyr

Glu

His

Pro

Leu

Cys

60

Glu

Pro

45

Trp

Asp

Arg

Leu

285

Thr

Tyr

Leu

Arg

Arg

Ala

45

Arg

Leu

Pro

Ile

Gln

Ala

270

Cys

Asp

Lys

Phe

Glu

Leu

30

Ser

Thr

Leu

Glu

Ala

Leu

255

Val

Pro

Gly

Lys

Arg
335

Thr

15

Ala

Pro

Tyr

Glu

Glu
95

vVal

240

Gln

Val

Cys

Ser

Phe

320

Thr

Leu

Glu

Asp

Gly

Lys

80

Lys



Glu Lys Leu Tyr Ser Asp
100

Ser Phe Asn Val Arg Lys
115

Arg Leu His Cys His Pro
130

Asn Pro Ala Gln Phe Lys
145 150

Arg Gln Leu Gly Leu Arg
165

Leu Glu Glu Asp Tyr Ile
180

Met Ala Val Asn Tyr Tyr
195

Gly Leu Pro Lys His Thr
210

Asp Pro His Val Ala Gly
225 230

Ile Val Val Asn Pro Arg
245

Gln Ile Gln Ala Leu Ser
260

Ala Val Val Asn Pro Val
275

Cys Pro Cys Asn Ser Ala
290

Asp Gly Asp Ala Pro Val
305 310

Lys Lys Phe Trp Ser Arg
325

Phe Lys Gly Gln
340

<210>75

<211> 338

<212> PRT

<213> Populus trichocarpa

<400> 75

Glu

Glu

Leu

135

Glu

Leu

Glu

Pro

Asp

215

Leu

Pro

Asn

Gln

val

295

Tyr

Asn

Pro

Thr

120

Glu

Ile

Leu

Lys

Arg

200

Pro

Gln

Asn

Asp

Glu

280

Ile

Arg

Leu

Ser

105

Val

Glu

Met

Gly

Val

185

Cys

Asn

Val

Ala

Ala

265

Arg

Ser

Ser

Asp
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Lys

His

Phe

Ser

Ala

170

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

250

Tyr

Met

Pro

Phe

Gln
330

Lys

Asn

Val

Thr

155

Ile

Gly

Glu

Leu

Arg

235

Val

Lys

Ser

Ala

Thr

315

Glu

Ile

Trp

Pro

140

Tyr

Ser

Glu

Pro

Thr

220

Asp

val

Ser

Val

Arg

300

Tyr

His

46

Arg

Arg

125

Glu

Cys

val

Gln

Asp

205

Ile

Gly

Asn

vVal

Ala

285

Lys

Asp

Cys

Leu

110

Asp

Trp

Arg

Ser

Glu

190

Leu

Leu

Asp

Leu

Trp

270

Ser

Leu

Glu

Leu

Ser

Tyr

Pro

Glu

Leu

175

Gln

Thr

Leu

Gln

Gly

255

His

Phe

val

Tyr

Glu
335

Thr

Leu

Ser

val

160

Gly

His

Tyr

Pro

Trp

240

Asp

Arg

Met

Ala

Tyr

320

Leu



Met

Ala

Ser

Asp

Phe

65

Leu

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Glu

Ala

Leu

Gln
225

Asp

Ser

Thr

Gln

50

Gln

Gly

Leu

Asn

His

130

Pro

Leu

Lys

val

Pro

210

Ser

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

val

val

Tyr

Val

115

Cys

Pro

Gly

Asp

Asn

195

Gly

val

Lys

vVal

20

Glu

val

Ile

Ala

Ser

100

Asn

Tyr

Phe

Phe

His

180

Phe

His

Ala

Val

Arg

Asn

Gln

Asn

His

85

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Val

Tyr

Thr

Gly

Leu

Pro

val

Gln

His

70

Asp

Asp

Glu

Leu

Asp

150

Ile

Lys

Pro

Asp

Leu
230

Ser

Glu

Pro

val

55

Gly

Phe

Pro

Lys

Asp

135

Ile

Gln

Asn

Pro

Pro

215

Gln

Ser

Ser

Val

40

Gly

Val

Phe

Ser

Val

120

Lys

Val

Glu

Val

Cys

200

Asn

Val
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Gly

Glu

25

Ile

Asp

Ser

Ser

Lys

105

His

Tyr

Ser

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Leu

Leu

90

Thr

Asn

Ala

Ser

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Lys

Gln

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Glu

Pro

Thr

Asp
235

Tyr

Arg

Gly

Lys

60

Ala

val

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

47

Thr

Leu

Cys

45

Asn

vVal

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Ile

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Lys

Asn

Trp

30

Gln

Tyr

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Gln

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Leu

15

Glu

Glu

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

175

His

Phe

Gln

vVal

Pro

vVal

Arg

Phe

Met

80

Leu

Ser

Arg

Lys

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala
240
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Val

Gln

Thr

Tyr

Thr

305

Phe

Asn

Asp

Ala

Asn

Asp

290

Gly

Trp

Lys

<210> 76

<211> 338

Pro

Leu

Thr

275

Asn

Ala

Ser

<212> PRT
<213> Populus trichocarpa

<400> 76

Met

1

Ala

Ser

Asn

Phe

65

Leu

Lys

Asp

Ser

Thr

Gln

50

Gln

Gly

Leu

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

vVal

vVal

Tyr

His

Ser

260

Asp

Ala

val

Arg

Lys

val

20

Glu

val

Ile

Ala

Ser
100

Pro

245

Asn

Lys

Leu

Tyr

Asp
325

Val

Arg

Asp

Gln

Asn

His

85

Asp

Asp

Gly

Ala

Ile

Arg

310

Leu

Ile

Pro

vVal

Gln

His

70

Asp

Asp

Ala

Arg

Arg

Thr

295

Asp

Asp

Ser

Glu

Pro

val

55

Gly

Phe

Pro

Phe

Tyr

Met

280

Pro

Phe

Gln

Ser

Ser

Val

40

Gly

Val

Phe

Ser
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val

Lys

265

Ser

Pro

Thr

Glu

Gly

Glu

25

Ile

Asp

Ser

Ser

Lys
105

Ile

250

Ser

Val

Lys

Tyr

His
330

val

10

Arg

Asp

Ala

Leu

Leu

920

Thr

Asn

Val

Ala

Ala

Ala

315

Cys

His

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Met

Ile

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

Tyr

Arg

Gly

Glu

60

Ala

vVal

Arg

48

Gly

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Thr

Leu

Cys

45

His

Val

Glu

Leu

Asp

Arg

270

Leu

Asp

Tyr

Leu

Asn

Ser

30

Gln

Tyr

Glu

Glu

Ser
110

Gln

255

Ala

Cys

Asp

Lys

Phe
335

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys

Pro

Val

Arg

Phe

Met

80

Leu

Ser



Phe Asn

Leu His
130

Pro Pro
145

Glu Leu

Glu Lys

Ala Vval

Leu Pro
210

Leu Ser
225

Ala Val

Leu Gln

Ile Thr

Pro Phe
290

Gly Thr
305

Lys Phe

Lys Asn

<210> 77
<211> 337

Val

115

Cys

Pro

Gly

Asp

Asn

195

Ala

Val

Asn

Ala

Asn

275

Asp

Gly

Trp

<212> PRT
<213> Solanum lycopersicum

<400> 77

Asn

Tyr

Phe

Phe

His

180

Phe

His

Ala

Pro

Leu

260

Thr

Asn

Ala

Ser

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

His

245

Ser

Asp

Ala

Ile

Arg
325

Glu

Leu

Glu

150

Ile

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Pro

Asn

Lys

Leu

Tyr

310

Asn

Lys

Asp

135

Ile

Gln

Asn

Pro

Pro

215

Gln

Asp

Gly

Ala

Ile

295

Arg

Leu

Val

120

Lys

Val

Glu

Val

Cys

200

Asn

Val

Ala

Arg

Arg

280

Thr

Asp

Asp
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His

Tyr

Arg

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Phe

Tyr

265

Met

Pro

Phe

Gln

Asn

Val

Ser

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Leu

vVal

250

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu
330

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Glu

Pro

Thr

Lys

235

Ile

Ser

Val

Lys

Tyr

315

His

Arg

Glu

140

Ser

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Asp

Asn

Val

Ala

Ala

300

Ala

Cys

49

Asp

125

Trp

Ile

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Gly

Ile

Trp

Ser

285

Leu

Glu

Leu

Tyr

Pro

Gln

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Lys

Gly

His

270

Phe

Thr

Tyr

Glu

Leu

Ser

val

Gly

175

His

Tyr

Gln

Trp

Asp

255

Arg

Leu

Asp

Tyr

Leu
335

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

vVal

240

Gln

Ala

Cys

Asp

Lys

320
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Met

Gln

Val

Ala

Phe

Leu

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Gln

Asp

Ala

Leu

Leu

225

vVal

Glu

Ser

Asp

Gln

Gln

Gly

Leu

Asn

His

130

Ser

Leu

Lys

Ile

Pro

210

Gln

Lys

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

val

vVal

Tyr

val

115

Cys

Ser

Gly

Glu

Asn

195

Ala

val

Pro

Lys

Ile

20

Glu

Ile

Ile

Ala

Ser

100

Lys

Tyr

Phe

Phe

Cys

180

Tyr

His

Ala

Gln

Val

Arg

Asn

Arg

Asn

Gly

Asp

Lys

Pro

Arg

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro
245

Ile

Pro

Val

Gln

His

70

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Leu

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asp

Ser

Glu

Pro

Ile

Gly

Phe

Pro

Thr

Glu

135

Ile

Glu

Asp

Pro

Pro

215

Gln

Ala

Ser

Ser

Ile

40

Gly

val

Phe

Ser

val

120

Lys

val

Glu

Val

Cys

200

Asn

val

Phe

Gly

Asp

25

Ile

Glu

Pro

Asn

Lys

105

His

Tyr

Ser

Ala

Leu

185

Pro

Ser

Leu

Val
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Ile

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Leu

90

Thr

Asn

Ala

Arg

Ile

170

Gly

Gln

Leu

Lys

Ile
250

Asn

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ala

Glu

Pro

Thr

Asp

235

Asn

His

Arg

Ser

Gln

vVal

Val

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

Leu

50

Ser

Leu

Cys

45

Thr

val

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Arg

Ser

Gly

Leu

205

Leu

Lys

Gly

Thr

Ser

Gly

Tyr

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Asp

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Ile

Gly

175

His

Tyr

Gln

Leu

Gln
255

Pro

val

Gln

Phe

Met

80

Leu

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu
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Gln Ala

Val Asn

Cys Asp
290

Ser Pro
305

Phe Trp

Asn

<210> 78
<211> 342

Val

Ser

275

Ser

Val

Ser

<212> PRT
<213> Solanum lycopersicum

<400> 78
Met Thr
1

Pro Gln

Val val

Asn Arg

50

Gly Phe

65

Glu Met

Lys Met

Thr Ser

Leu Arg

Thr

Ser

Asp

35

Asn

Phe

Leu

Lys

Phe

115

Leu

Ser

260

Asp

Ala

Ile

Arg

Thr

Tyr

20

Ser

val

Gln

Gly

Leu

100

Asn

His

Asn

Gln

Lys

Tyr

Asn
325

Ser

val

Asp

Ile

Val

Val

85

Tyr

Val

Cys

Gly

Ala

Ile

Gln

310

Leu

Val

Arg

Asp

Vval

Ile

70

Ser

Ser

Lys

Tyr

Lys

Arg

Ser

295

Asp

Asp

Leu

Pro

Leu

His

55

Asn

His

Asp

Lys

Pro

Tyr

Met

280

Ala

Phe

Gln

Ser

Glu

vVal

40

Gln

His

Glu

Asp

Glu

120

Leu

ES 2560 677 T3

Arg

265

Ser

Pro

Thr

Gln

Ser

Ser

25

Pro

Ile

Gly

Phe

Pro

105

Thr

Asp

Ser

Val

Lys

Tyr

His
330

Gly

10

Gln

Val

Gly

Val

Phe

90

Ser

Val

Lys

vVal

Ala

Leu

Ala

315

Cys

Phe

Arg

Ile

Glu

Ser

75

Lys

Lys

His

Tyr

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

Asn

Pro

Asp

Ala

60

Lys

Leu

Thr

Asn

Ala

51

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

His

Cys

Met

45

Cys

Lys

Pro

Met

Trp

125

Pro

Arg

270

Leu

Glu

Tyr

Leu

Ser

Met

30

Ser

Arg

Val

Val

Arg

110

Arg

Glu

Ala

Cys

Asp

Asn

Phe
335

Thr

15

Ser

Cys

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Asp

Trp

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys

Leu

Glu

Thr

Tyr

Asp

Glu

Ser

Tyr

Pro
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ES 2560 677 T3

130 135

Ser Asn Pro Pro Ser Phe Arg Glu Ile Val
145 150

Val Arg Glu Leu Gly Tyr Arg Leu Glu Glu
165 170

Gly Leu Glu Lys Asp Cys Ile Lys Asn Val
180 185

His Met Ala Ile Asn Phe Tyr Pro Gln Cys
195 200

Tyr Gly Leu Pro Ala His Thr Asp Pro Asn
210 215

Gln Asp Leu Gln Val Ala Gly Leu Gln Val
225 230

Leu Ser Ile Lys Pro Gln Pro Asn Ala Phe
245 250

Gln Leu Glu Ala Leu Ser Asn Gly Lys Tyr
260 265

Ala Ile Val Asn Ser Asp Lys Ala Arg Met
275 280

Cys Pro Asn Asp Cys Ser Ile Ile Ser Ala
290 295

Asp Gly Ser Ser Ala Ile Tyr Arg His Phe
305 310

Glu Lys Phe Trp Ser Arg Asn Leu Asp Gln
325 330

Phe Lys Asn Asp Gly Thr
340

<210> 79

<211> 336

<212> PRT

<213> Sorghum bicolor

<400> 79

Ser

155

Ala

Leu

Pro

Ala

Leu

235

VvVal

Lys

Ser

Pro

Thr

315

Glu

140

Lys

Ile

Gly

Gln

Ile

220

Lys

Ile

Ser

vVal

Lys

300

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Glu

Pro

205

Thr

Asp

Asn

Ile

Ala

285

Thr

Ala

Cys

Cys

Glu

Gln

190

Glu

Ile

Gly

Leu

Trp

270

Ser

Leu

Glu

Leu

Met

Ser

175

Gly

Leu

Leu

Lys

Gly

255

His

Phe

Thr

Tyr

Glu
335

Glu

160

Leu

Gln

Thr

Leu

Trp

240

Asp

Arg

Leu

Glu

Tyr

320

Leu

Met Ala Glu Gln Leu Leu Ser Thr Ala Val His Asp Thr Leu Pro Gly

1 5 10

52

15



Ser

Thr

Ala

Gln

Ala

Leu

Asn

His

Pro

145

Leu

Ala

vVal

Pro

Asp

225

Asn

Ala

Tyr

Gly

Val

50

val

val

Tyr

Val

Cys

130

Asp

Gly

Ser

Asn

Ala

210

Val

Pro

Leu

Val

Ala

35

Val

Leu

Gly

Ser

Arg

115

His

Phe

Phe

Tyr

Phe

195

His

Ala

Gln

Ser

Arg

20

Arg

Ala

Asn

Arg

Asp

100

Lys

Pro

Lys

Arg

Met

180

Tyr

Thr

Gly

Pro

Asn
260

Pro

Ile

Ala

His

Ala

Asp

Glu

Leu

Asp

Leu

165

Lys

Pro

Asp

Leu

Gly

245

Gly

Glu

Pro

Ile

Gly

Phe

Pro

Thr

Asp

Thr

150

Tyr

Glu

Pro

Pro

Gln

230

Ala

Gln

Ser

Val

Gly

val

Phe

Ala

val

Glu

135

Met

Ala

Thr

Cys

Asn

215

Val

Leu

Tyr

Gln

val

40

Asp

His

Arg

Arg

His

120

Phe

Ser

Ala

Leu

Pro

200

Ala

Leu

Ile

Arg

Arg

25

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

105

Asn

Val

Thr

Ile

Gly

185

Glu

Leu

His

Ile

Ser
265

ES 2560 677 T3

Pro

Leu

Cys

Asp

Ser

Ile

Trp

Pro

Tyr

Ser

170

Glu

Pro

Thr

Gly

Asn

250

val

Arg

Gly

Arg

Leu

Pro

Arg

Arg

Asp

Cys

155

Glu

Gln

Glu

Ile

Gly

235

Ile

Trp

Leu

Ser

Ser

val

Glu

Leu

Asp

Trp

140

Lys

Ser

Glu

Leu

Leu

220

Lys

Gly

His

53

Ala

Pro

45

His

Ala

Glu

Ser

Tyr

125

Pro

Glu

Leu

Gln

Thr

205

Leu

Trp

Asp

Arg

Glu

Asp

Gly

Ala

Lys

Thr

110

Leu

Ser

Val

Gly

His

190

Tyr

Met

vVal

Gln

Ala
270

Val

Arg

Phe

val

Ala

Ser

Arg

Asn

Arg

Leu

175

Met

Gly

Asp

Ala

Leu

255

val

Val

Ala

Phe

Met

80

Lys

Phe

Leu

Pro

Glu

160

Glu

Ala

Leu

Gln

Val

240

Gln

Val



10

15

20

Asn

275

Asn
290

Pro
305

Trp

<210> 80
<211> 1020
<212> ADN

280

295

310

325

<213> Spinacia oleracea

<400> 80

atggcaaaca
cgacccgaaa
attgacttgg
aattacgggt
caaaaggtag
gacgatccaa
cataattgga
tggccttcta
gaacttggtt
ataaagaatg
ccggagccag
cttectccaag
gtcaaacctc
aacggtatat
tcagtagett
accgccaacg
ttetggagta

<210> 81
<211> 339
<212> PRT

agatattatec
atgagaggcc
gtgccaaaga
ttttccaggt
ctcgagagtt
ctaaaacact
gagattatct
accccectte
tcagagtcca
tectaggaga
agatgacata
acttgcaagt
aacctgatgce
acaagagtgt
cattcctctg
gatcaccgge

ggaacttgga

<213> Spinacia oleracea

<400> 81

caccggaatt
caacttatct
ccgtactcaa
gattaatcat
cttcgatatg
aagattgtct
taggctccat
cttcaaggaa
agaactaata
tcaaggacaa
cgggttgcceg
atctggcctt
ttttgtecatt
atggcacaga
ccecegecaat
tgtatataga

ccaagagcac

ES 2560 677 T3

Ser Asp Arg Glu Arg Met Ser Val Ala Ser

His Val Val Leu Gly Pro Ala Lys Lys Leu

Ala Val Tyr Arg Ser Tyr Thr Tyr Asp Glu

315

Ser Arg Asn Leu Asp Gln Glu His Cys Leu

330

ccttacaaaa
caagtctceg
acaatccacce
ggggtgtcaa
teggttgagg
acaagtttta
tgttggecte
atagtgagca
tcagagagtt
cacatggctce
ggtcatactg
caaattttta
aacattggtg
gcagttgtga
gatgegttga
gactatacgt

tgettggage

Phe Leu

285

Val
300

Thr

Tyr Tyr

Glu Leu

cccteceega
attgcgagaa
aagtcttcaa
aggaattagce
aaaaaatgaa
acgttaacaa
ttgagcaata
agtacataaa
tagggttgga
ttaattatta
accctaatge
aggatggtaa
atcaattgca
acacagataa
taagcgcegece
atcctgagta

tttttaaaaa

Cys Pro

Glu Asp

Lys Lys

Phe Arg

Cys

Thr

Phe
320

Thr
335

aagctacatc
tgtccctgtt
tgcttgtaaa
ggagaagatg
attatatagt
agaggaagtt
tgtcecccgaa
agaagttagg
gaaagattac
ccctgagtge
ccttaccatce
atggcttget
ggcattaagt
gccaagatta
aacacctctg
ctacaagact

ccaaacctag

Met Ala Asn Lys Ile Leu Ser Thr Gly Ile Pro Tyr Lys Thr Leu Pro

54

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



Glu

Ser

Thr

Phe

Gln

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

225

Val

Gln

Ser

Asp

Gln

50

Gln

Lys

Leu

Asn

His

130

Pro

Leu

Lys

Leu

Pro

210

Gln

Lys

Ala

Tyr

Cys

35

Thr

val

val

Tyr

val

115

Cys

Ser

Gly

Asp

Asn

195

Gly

val

Pro

Leu

Ile

20

Glu

Ile

Ile

Ala

Ser

100

Asn

Trp

Phe

Phe

Tyr

180

Tyr

His

Ser

Gln

Ser
260

Arg

Asn

His

Asn

Arg

85

Asp

Lys

Pro

Lys

Arg

165

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro

245

Asn

Pro

Val

Gln

His

70

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Val

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asp

Gly

Glu

Pro

val

55

Gly

Phe

Pro

Glu

Glu

135

Ile

Gln

Asn

Glu

Pro

215

Gln

Ala

Ile

Asn

Val

40

Phe

val

Phe

Thr

val

120

Gln

vVal

Glu

val

Cys

200

Asn

Ile

Phe

Tyr

Glu

25

Ile

Asn

Ser

Asp

Lys

105

His

Tyr

Ser

Leu

Leu

185

Pro

Ala

Phe

Val

Lys
265

ES 2560 677 T3

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Met

90

Thr

Asn

Val

Lys

Ile

170

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

250

Ser

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Ser

Leu

Trp

Pro

Tyr

155

Ser

Asp

Pro

Thr

Asp

235

Asn

val

Asn

Gly

Lys

60

Leu

Val

Arg

Arg

Glu

140

Ile

Glu

Gln

Glu

Ile

220

Gly

Ile

Trp

Leu

Ala

45

Asn

Ala

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Lys

Ser

Gly

Met

205

Leu

Lys

Gly

His

55

Ser

30

Lys

Tyr

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

1390

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg
270

15

Gln

Asp

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

175

His

Tyr

Gln

Leu

Gln

255

Ala

Val

Arg

Phe

Met

Met

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Val
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Val Asn Thr

275

Ala Asn Asp

290

Ser Pro Ala

305

Phe Trp Ser

Asn Gln Thr

<210> 82

<211> 338

<212> PRT
<213> Vitis sp.

<400> 82

Met

1

Gln

Ser

Arg

Phe

65

Met

Met

Ser

Arg

Glu

Ser

Glu

Ala

50

Phe

Leu

Lys

Phe

Leu
130

Ser

Tyr

Cys

35

Gln

Gln

Glu

Leu

Asn

115

His

Asp

Ala

Val

Arg

Lys

Ile

20

Lys

Leu

Val

val

Tyr

100

val

Cys

Lys

Leu

Tyr

Asn
325

val

Arg

His

Ile

Ile

Ala

85

Ser

Asn

Tyr

Pro

Ile

Arg

310

Leu

Leu

Pro

Vval

Gln

Asn

70

Asp

Asp

Lys

Pro

Arg

Ser

295

Asp

Asp

Ser

Glu

Pro

His

55

His

Glu

Asp

Glu

Leu
135

Leu

280

Ala

Tyr

Gln

Thr

Pro

Ile

40

Ile

Gly

Phe

Pro

Lys

120

Asp

ES 2560 677 T3

Ser

Pro

Thr

Glu

Gly

Glu

25

Ile

Ala

Val

Tyr

Thr

105

vVal

Gln

Val

Thr

Tyr

His
330

Ile

10

Arg

Asp

Asp

Ala

Arg

20

Lys

His

Tyr

Ala

Pro

Pro

315

Cys

Arg

Pro

Leu

Ala

Ala

75

Leu

Thr

Asn

Thr

Ser

Leu

300

Glu

Leu

Tyr

Arg

Gly

Cys

60

Glu

Pro

Met

Trp

Pro
140

56

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Leu

Leu

Lys

45

Arg

Met

Val

Arg

Arg

125

Glu

Leu

Ala

Tyr

Leu

Thr

Ser

30

Asp

Leu

Met

Glu

Leu

110

Asp

Trp

Cys

Asn

Lys

Phe
335

Leu

15

Gln

vVal

Tyr

Glu

Glu

95

Ser

Tyr

Pro

Pro

Gly

Thr

320

Lys

Pro

val

Asn

Gly

Lys

80

Lys

Thr

Leu

Ser
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Asn Pro Pro Ser
145

Arg Glu Leu Gly

Leu Glu Lys Asp
180

Met Ala Val Asn
195

Gly Leu Pro Gly
210

Asp Leu Arg Val
225

Ala Ile Lys Pro

Leu Gln Ala Val
260

Val vVal Asn Ala
275

Pro Cys Asn Asp
290

Gly Ser Ala Pro
305

Lys Phe Trp Gly

Lys Asn

<210> 83

<211> 336
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 83

Phe

Phe

165

His

Tyr

His

Ala

His

245

Ser

Glu

Ala

Ile

Arg
325

Lys

150

Arg

Ile

Tyr

Thr

Gly

230

Pro

Asn

Ser

Val

Tyr

310

Asp

Glu

Leu

Lys

Pro

Asp

215

Leu

Gly

Gly

Glu

Ile

295

Lys

Leu

Ile

Gln

Asn

Pro

200

Pro

Gln

Ala

Lys

Arg

280

Gly

Asn

Asp

ES 2560 677 T3

val

Glu

vVal

185

Cys

Asn

val

Phe

Tyr

265

Leu

Pro

Phe

Gln

Ser

Met

170

Phe

Pro

Ala

Leu

Val

250

Lys

Ser

Ala

Thr

Glu
330

Ser

155

Ile

Gly

Gln

Leu

Lys

235

val

Ser

vVal

Lys

Tyr

315

His

Tyr

Ser

Glu

Pro

Thr

220

Asp

Asn

vVal

Ala

Pro

300

Ala

Cys

Cys

Glu

Gln

Glu

205

Ile

Gly

Ile

Trp

Ser

285

Leu

Glu

Leu

Lys

Ser

Gly

190

Leu

Leu

Thr

Gly

His

270

Phe

Thr

Tyr

Glu

Glu

Leu

175

Gln

Thr

Leu

Trp

Asp

255

Arg

Leu

Glu

Tyr

Leu
335

val

160

Gly

His

Tyr

Gln

Leu

240

Gln

Ala

Cys

Asp

Lys

320

Phe

Met Ala Glu His Leu Leu Ser Thr Ala Val His Asp Thr Leu Pro Gly

1

5

10

15

Ser Tyr Val Arg Pro Glu Pro Glu Arg Pro Arg Leu Ala Glu Val Val

20

25

57

30



ES 2560 677 T3

Thr Gly Ala Arg Ile Pro Val Val Asp Leu Gly Ser Pro Asp Arg Gly
35 40 45

Ala Val Val Ala Ala Val Gly Asp Ala Cys Arg Ser His Gly Phe Phe

Gln Val Val Asn His Gly Ile His Ala Ala Leu Val Ala Ala Val Met
65 70 75 80

Ala Ala Gly Arg Gly Phe Phe Arg Leu Pro Pro Glu Glu Lys Ala Lys

Leu Tyr Ser Asp Asp Pro Ala Arg Lys Ile Arg Leu Ser Thr Ser Phe
100 105 110

Asn Val Arg Lys Glu Thr Val His Asn Trp Arg Asp Tyr Leu Arg Leu
115 120 125

His Cys His Pro Leu Asp Glu Phe Leu Pro Asp Trp Pro Ser Asn Pro
130 135 140

Pro Asp Phe Lys Glu Thr Met Gly Thr Tyr Cys Lys Glu Val Arg Glu
145 150 155 160

Leu Gly Phe Arg Leu Tyr Ala Ala Ile Ser Glu Ser Leu Gly Leu Glu
165 170 175

Ala Ser Tyr Met Lys Glu Ala Leu Gly Glu Gln Glu Gln His Met Ala
180 185 190

Val Asn Phe Tyr Pro Pro Cys Pro Glu Pro Glu Leu Thr Tyr Gly Leu
195 200 205

Pro Ala His Thr Asp Pro Asn Ala Leu Thr Ile Leu Leu Met Asp Pro
210 215 220

Asp Val Ala Gly Leu Gln Val Leu His Ala Gly Gln Trp Val Ala Val
225 230 235 240

Asn Pro Gln Pro Gly Ala Leu Ile Ile Asn Ile Gly Asp Gln Leu Gln
245 250 255

Ala Leu Ser Asn Gly Gln Tyr Arg Ser Val Trp His Arg Ala Val Vval
260 265 270

Asn Ser Asp Arg Glu Arg Met Ser Val Ala Ser Phe Leu Cys Pro Cys
275 280 285

Asn His Val Val Leu Gly Pro Ala Arg Lys Leu Val Thr Glu Asp Thr
290 295 300

Pro Ala Val Tyr Arg Asn Tyr Thr Tyr Asp Lys Tyr Tyr Ala Lys Phe
305 310 315 320

Trp Ser Arg Asn Leu Asp Gln Glu His Cys Leu Glu Leu Phe Arg Thr
325 330 335

58



<210> 84

<211> 346

<212> PRT
<213> Zingiber officinale

<400> 84

Met

1

Asn

Ala

Gln

Gln

65

Ala

Leu

Asn

His

Ser

145

Leu

Glu

Ala

Tyr

Asp

Ile

50

Val

Ile

Tyr

Val

Cys

130

Ser

Gly

Glu

Asp

Val

Ala

35

Ile

Val

Ala

Ser

Arg

115

Tyr

Phe

Phe

Tyr

Met

Arg

20

Asn

Ser

Asn

Leu

Asp

100

Lys

Pro

Lys

Arg

Leu

Leu

Pro

Ile

Gln

His

Glu

85

Asp

Glu

Leu

Asp

Ile

165

Val

Leu

Glu

Pro

Ile

Gly

70

Phe

Pro

Thr

Glu

val

150

Leu

Ser

Asn

val

Glu

55

Ile

Phe

Ala

Val

Glu

135

Phe

Gly

vVal

Ile

Glu

Val

40

Lys

Ala

Arg

Lys

His

120

Phe

Gly

Ile

Leu

ES 2560 677 T3

Gly

Arg

25

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

105

Asn

Ile

Ser

Ile

Gly

Glu

10

Pro

Phe

Cys

Glu

Pro

920

Ile

Trp

Pro

Tyr

Ser

170

Glu

His

His

Gly

Arg

Leu

75

Gln

Arg

Arg

Asp

Cys

155

Leu

Gln

Asp

Leu

Ala

Leu

60

Ile

Glu

Leu

Asp

Trp

140

Gln

Ser

Glu

59

Thr

Asp

Pro

45

Tyr

Lys

Glu

Ser

Tyr

125

Pro

Gln

Leu

Gln

Met

Asn

30

Asp

Gly

Lys

Lys

Thr

110

Leu

Ser

val

Gly

His

Pro

15

Val

Lys

Phe

Val

Ala

95

Ser

Arg

Asn

Arg

Leu

175

Met

Arg

Ile

Ser

Phe

Leu

80

Lys

Phe

Leu

Pro

Lys

160

Glu

Ala



10

15

20

25

180

Val Asn Tyr Tyr Pro Lys
195

Pro Ala His Thr Asp Pro
210

His Val Ser Gly Leu Gln
225 230

Asp Pro Lys Pro Asn Ala
245

Ala Leu Ser Asn Gly Arg
260

Asn Ser Asn Lys Glu Arg
275

Asn Ser Val Leu Ile Ser
290

Pro Ala Val Tyr Arg Ser
305 310

Trp Ser Arg Asn Leu Asp
325

Glu Arg Glu Thr Cys Pro
340

<210> 85
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Cys

Asn

215

Val

Phe

Tyr

Met

Pro

295

Tyr

Gln

Asp

<223> cebador directo AtDMR6_fw

<400> 85

caccatggcg gcaaagctga ta
<210> 86

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

22

Pro

200

Ala

His

vVal

Lys

Ser

280

Pro

Thr

Glu

Ala

<223> cebador inverso AtDMR6UTR _rv

<400> 86
gacaaacaca aaggccaaagd a
<210> 87

<211> 24
<212> ADN

21

ES 2560 677 T3

185

Glu

Leu

Lys

Ile

Ser

265

val

Glu

Tyr

His

Pro
345

Pro

Thr

Asp

Asn

250

val

Ala

Lys

Asp

Cys

330

Thr

Glu

Ile

Gly

235

Ile

Trp

Ser

Leu

Glu

315

Leu

Leu

Leu

220

Lys

Gly

His

Phe

Ile

300

Tyr

Glu

60

Thr

205

Leu

Trp

Asp

Arg

Leu

285

Ala

Tyr

Leu

190

Tyr

Gln

Ile

Gln

Ala

270

Cys

Asp

Lys

Phe

Gly

Asp

Ala

Leu

255

vVal

Pro

Gly

Lys

Lys
335

Leu

Pro

vVal

240

Gln

vVal

Cys

Cys

Phe

320

Lys
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo cuc_fw

<400> 87

caccatgagc agtgtgatgg agat 24
<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso cucUTR rv

<400> 88

tgggccaaaa agtttatcca 20
<210> 89

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo spi_fw

<400> 89

caccatggca aacaagatat tatccac 27
<210> 90

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso spiUTR_rv

<400> 90

ttgctgccta caaaagtaca aa 22
<210> 91

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo Lsat_fw

<400> 91

caccatggcc gcaaaagtca tctc 24
<210> 92

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso LsatUTR rv

<400> 92

61
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15

20

25

30

35

catggaaaca catattcctt ca

<210> 93
<211> 28
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

22

<223> cebador directo Slyc1dmr6_fw

<400> 93

caccatggaa accaaagtta tttctagc

<210> 94
<211> 20
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso Slyc1dmr6UTR _rv

<400> 94

gggacatccc tatgaaccaa

<210> 95
<211> 1013
<212> ADN

28

20

<213> Solanum lycopersicum

<400> 95

atggaaacca
cgacccgaat
attgacttaa
acttatggtt
ctaggggtag
gatgatcctt
cataattgga
tggccttcta
caactcggat
ataaaagatg
ccacaaccag
cttettecaag
gtaaaaccte
aacggtaagt
tcagtggcett
acagaagatg

ttectggagea

aagttatttec
ccgatagacce
gttgcggaga
tctttcaggt
ctggggaatt
caaagaccat
gagattatct
atccatcate
ttagattaga
tattgggtga
aacttactta
acttgcaagt
aacctgacge
acagaagtgt
cgtttctatg
gatctecagt

ggaatttgga

tagcggaatc
acgtctatcg
tcaagctcaa
aattaatcat
tttcaattta
gagattatca
cagacttcat
tttcagggaa
agaagccata
acaaggacaa
tgggcttceeg
tgegggtett
ctttgtcatt
atggcatcga
tcegtgtgat
gatttatcaa

ccagcaacat

ES 2560 677 T3

aaccactcta
gaagtggteg
ataattegte
ggtgtaccaa
ccagtagaag
acaagtttta
tgttatccte
atcgtgageca
gcagaaagcc
catatggcta
gcccatactg
caagttctta
aatcttgggg
gctattgtga
agcgcgaaaa
gactttacgt

tgtttggaac

ctcttectea
attgtgaaaa
aaattggaga
aggaagttgt
agaaactaaa
atgttaaaaa
tagagaagta
gatattgcag
tggggttaga
tcaattatta
atccaaatte
aagatggcaa
atcaattgca
attcagatca
tcagtgcacce
atgetgagta

ttttcaagaa

62

aagttacatc
tgttccaata
agcttgtcaa
agagaaaatg
attatattca
ggagacagtt
tgctectgaa
ggaaattcgt
taaagagtgt
tcctecttgt
acttacaatt
atggttagcet
ggcagtaagt
agctaggatg
aaagctgcetg
ttacaacaag

taa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1013



<210> 96

<211> 337

<212> PRT
<213> Solanum lycopersicum

<400> 96

Met

1

Gln

Val

Ala

Phe

65

Leu

Lys

Phe

Leu

Pro

145

Gln

Asp

Ala

Glu

Ser

Asp

Gln

50

Gln

Gly

Leu

Asn

His

130

Ser

Leu

Lys

Ile

Thr

Tyr

Cys

35

Ile

Val

Val

Tyr

vVal

115

Cys

Ser

Gly

Glu

Asn

Lys

Ile

20

Glu

Ile

Ile

Ala

Ser

100

Lys

Tyr

Phe

Phe

Cys

180

Tyr

Val

Arg

Asn

Arg

Asn

Gly

85

Asp

Lys

Pro

Arg

Arg

165

Ile

Tyr

Ile

Pro

val

Gln

His

70

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

150

Leu

Lys

Pro

Ser

Glu

Pro

Ile

55

Gly

Phe

Pro

Thr

Glu

135

Ile

Glu

Asp

Pro

Ser

Ser

Ile

40

Gly

Val

Phe

Ser

Val

120

Lys

Val

Glu

Val

Cys

ES 2560 677 T3

Gly

Asp

25

Ile

Glu

Pro

Asn

Lys

105

His

Tyr

Ser

Ala

Leu

185

Pro

Ile

10

Arg

Asp

Ala

Lys

Leu

20

Thr

Asn

Ala

Arg

Ile

170

Gly

Gln

Asn

Pro

Leu

Cys

Glu

75

Pro

Met

Trp

Pro

Tyr

155

Ala

Glu

Pro

His

Arg

Ser

Gln

60

Val

Val

Arg

Arg

Glu

140

Cys

Glu

Gln

Glu

63

Ser

Leu

Cys

45

Thr

Val

Glu

Leu

Asp

125

Trp

Arg

Ser

Gly

Leu

Thr

Ser

Gly

Tyr

Glu

Glu

Ser

110

Tyr

Pro

Glu

Leu

Gln

190

Thr

Leu

15

Glu

Asp

Gly

Lys

Lys

95

Thr

Leu

Ser

Ile

Gly

175

His

Tyr

Pro

val

Gln

Phe

Met

80

Leu

Ser

Arg

Asn

Arg

160

Leu

Met

Gly



10

195

Pro
210

Leu

Leu Gln

225

Val Lys

Gln

Ala

Val Asn

Ala

Val

Pro

val

Ser

His Thr

Ala Gly

Asp

Leu

200

Pro Asn

215

Gln Val

230

Gln Pro

245

Ser Asn

260

Asp Gln

275

Cys Asp

290

Ser Pro

305

Phe Trp

Asn

<210> 97
<211> 1014
<212> ADN

Ser

val

Ser

Ala Lys

Ile Tyr

Asp

Gly

Ala

Ile

Gln

Ala Phe

Lys

Tyr

Met
280

Arg

Ser Ala

295

Asp Phe

310

Asn
325

Arg

Leu

Asp Gln

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 97

atggaagcaa
cgccctcaat
gttgatatag
ctttatggtt
ctagagatag
gatgacccat
cacaattgga
tggcctteca
caactcgggt

ataaaggatg

aagttettte
ccgataggec
gttgeggtga
ttttccaggt
ctggggaatt
cgaagacgat
gagattatct
atccttecte
tcagattgeca

tattgggega

cagcggaatc
gcgectttet
tagaaacctt
aattaatcat
ttttaggctt
gagattgtcg
cagacttcat
tttcagggaa
ggaagccata

acaaggtcaa

Ser

Leu

vVal

Arg

265

Ser

Pro

Thr

Gln

ES 2560 677 T3

Leu

Lys

Ile
250

Ser

Val

Lys

Tyr

His
330

cgccactcta
gaagttgctg
attgttcatce
ggtgtaccaa
ccagttgaag
actagtttta
tgttatcctc
atcgtgagca
gcagagagcc

cacatggcta

Thr

Asp

235

Asn

vVal

Ala

Leu

Ala

315

Cys

205

Ile
220

Leu
Gly Lys
Leu

Gly

Trp His

Leu

Trp

Asp

Arg

Gln Asp

Ala
240

Leu

Gln
255

Leu

Ala Ile

270

Phe
285

Ser

Leu Thr

300

Glu Tyr

Leu Glu

ctatccctca
attgtgaaaa
aaattggtga
agaatttaat
agaagttgaa
atgtgaaaaa
ttgaaaatta
gatattgecat
taggcttaga

tcaatttcecta

64

Leu

Glu

Tyr

Leu

Cys Pro

Asp Gly

Asn Lys

320

Phe
335

Lys

aagttacatc
cgttccagta
agcecctgtegt
agacgaaatg
attgtactca
ggagaaggtt
cgctectgaa
ggaagttcga
gaaagagtgt

tcctecttgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

ccacaaccag
cttctteaag
gtcaagecte
aatgggagat
tcagtggctt
actgaagatg
ttctggagea

<210> 98
<211> 337
<212> PRT

aactcactta
acttagaagt
aaccagatge
acaaaagegt
cgttectttg
gatctectgt

ggaatttgga

tgggctgeca
agetggtett
ctttgtecatt
atggcatcga
tcegtgegat
catttatcag

ccaggaacat

<213> Nicotiana benthamiana

<400> 98

Met Glu
1

Gln Ser

Ala Asp

35

Asn Leu

Phe
65

Gln
Leu Glu
Leu

Lys

Phe Asn

Ala

Tyr

Cys

Ile

Val

Ile

Tyr

val

Lys Val

Ile
20

Arg
Glu Asn
Val

His

Ile Asn

Leu

Pro

Val

Gln

His

Ser Ser

Gln

Ser

Val
40

Pro

Ile
55

Gly

Gly Val

70

Ala Gly

Ser
100

Asp

Lys Lys

115

His
130

Leu

Pro Ser

145

Gln Leu

Cys

Ser

Gly

Tyr Pro

Phe Arg

Glu

Asp

Glu

Leu

Glu

Phe Phe

Ser

Pro

Val
120

Lys

Glu
135

Asn

Ile Val

150

Phe Arg

165

Leu

Gln Glu

ES 2560 677 T3

gcacatactg
caagttctta
aatecttggtg
gctattgtaa
agcgcgaaaa
gactttacct

tgtttggaac

Ile
10

Gly Arg

Asp Pro

25

Arg

Val Asp Ile

Glu Ala Cys

Asn
75

Pro Lys

Leu Pro

20

Arg

Lys Thr Met

105

His Asn Trp

Tyr Ala Pro

Ser Arg Tyr

155

Ala Ile

170

Ala

atccaaatge
aagatggcga
atcaactgca
attcagacaa
tcagtgctce
atgctgagta

ttttcaagaa

His Ser

Arg Leu

30

Gly Cys

45

Arg Leu

Leu Ile
vVal

Glu

Arg Leu

Thr

Ser

Gly

Tyr

Asp

Glu

Ser

ccttacaatt
atggttggee
ggcagtgagt
agccaggttg
aaagctecte
ttacaaaaag

ctaa

Ile
15

Pro

Glu Val

Asp Arg

Gly Phe

Glu Met

80

Lys Leu

95

Thr Ser

110

Arg Asp

125

Glu
140

Trp
Met

Cys

Glu Ser

65

Tyr

Pro

Glu

Leu

Leu Arg

Ser Asn

Val Arg

160

Gly Leu

175

660

720

780

840

900

960

1014



Glu

Ala

Leu

Leu

225

Val

Gln

vVal

Cys

Ser

305

Phe

Asn

Lys

Ile

Pro

210

Glu

Lys

Ala

Asn

Asp

290

Pro

Trp

Glu

Asn

195

Ala

val

Pro

val

Ser

275

Ser

Val

Ser

Cys

180

Phe

His

Ala

Gln

Ser

260

Asp

Ala

Ile

Arg

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro

245

Asn

Lys

Lys

Tyr

Asn
325

Lys

Pro

Asp

Leu

230

Asp

Gly

Ala

Ile

Gln

310

Leu

Asp

Pro

Pro

215

Gln

Ala

Arg

Arg

Ser

295

Asp

Asp

val

Cys

200

Asn

vVal

Phe

Tyr

Leu

280

Ala

Phe

Gln

ES 2560 677 T3

Leu

185

Pro

Ala

Leu

Val

Lys

265

Ser

Pro

Thr

Glu

Gly

Gln

Leu

Lys

Ile

250

Ser

val

Lys

Tyr

His
330

Glu

Pro

Thr

Asp

235

Asn

vVal

Ala

Leu

Ala

315

Cys

Gln

Glu

Ile

220

Gly

Leu

Trp

Ser

Leu

300

Glu

Leu

66

Gly

Leu

205

Leu

Glu

Gly

His

Phe

285

Thr

Tyr

Glu

Gln

190

Thr

Leu

Trp

Asp

Arg

270

Leu

Glu

Tyr

Leu

His

Tyr

Gln

Leu

Gln

255

Ala

Cys

Asp

Lys

Phe
335

Met

Gly

Asp

Ala

240

Leu

Ile

Pro

Gly

Lys

320

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Planta de espinaca que es resistente a Peronospora farinosa, caracterizada porque la planta tiene un nivel
reducido, actividad reducida o ausencia completa de la proteina DMR6 en comparacién con la planta que no es
resistente a dicho patégeno en donde

dicha planta tiene una mutaciéon en su gen DMR6 dando como resultado una proteina DMR6 con actividad
enzimatica reducida en comparaciéon con la proteina DMRG6 codificada por el gen DMR6 silvestre en donde tal
mutacioén no esta presente; o

dicha planta tiene una mutaciéon en su gen DMR6 dando como resultado un expresion reducida de DMR6 en
comparacion con el gen DMR6 silvestre en donde no esta presente tal mutacion.

2. Planta como la reivindicada en la reivindicacion 1, en donde dicha planta tiene una mutacién en su gen
DMRG6 dando como resultado una proteina DMR6 con actividad enzimatica reducida en comparacién con la proteina
DMRS6 codificada por el gen DMR6 silvestre en donde no esta presente tal mutacion dicha mutacion en el gen DMR6
conduce a una sustitucion de aminoacidos en la proteina codificada.

3. Planta como la reivindicada en la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, en donde el gen tiene la secuencia
de nucleodtidos y la secuencia de aminoacidos como la mostrada en la Figura 4.

4. Método para obtener una planta de espinaca que es resistente a Peronospora farinosa que comprende la
reduccion del nivel endégeno de la proteina DMRG6 en la planta mediante mutacion del gen DMR6 de la planta.

5. Método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la mutacion esta afectada por el tratamiento
mutagénico de la planta, en particular con mutagenos o radiacion.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la reduccion del nivel endégeno en la planta se
consigue al reducir la expresion del gen DMR6 de la planta mediante silenciamiento del gen o ARN:i.

7. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde el gen DMR6 a mutar tiene
secuencia de nucleotidos y secuencia de aminoacidos como la mostrada en la Figura 4.
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Arabidopsis
Aquilegia sp
Citrus_sinensis
Coffea_cansphora
Cucumis sativus
Gossypium hirsutum
Lactuca_sativa
Medicago truncatula
Cryza_sativa_l

Oryza sativa 2
Oryza_sativa 3
Populus_txichocarpa_l
Populus_trichocarpa 2
Selanum lycopersicum 1
Solanum lycopersicum 2
Sorghum bicelor
Spinacla_oleracea
vitis

Zea_mays

Zingiber officinale

Arabidopsis
Agquilegia sp

Citrug sinensis

Coffea canephora
Cucumis_sativus
Gossypium_hirsutum
Lactuca sativa
Medicago truncatula
Dryza_sativa 1

Oryza sativa 2

Dryza sativa 3
Populus_trichocarpa_ 1
Populus_trichocarpa 2
Solanum iycopersicum_ 1
Solanum_lycopersicum 2
Sarghum_bicolox
Spinacia ocleracea
Vitis

Zga mays

Zingiber officinale
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Fig. 1
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Arabidopsis
Aguilegia sp
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Aquilegia_sp
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Coffea canephora
Cucumis_sativus
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Lactuca_sativa
Medicago truncatula
Oryza_sativa_ 1l
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Oryza sativa_3
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Fig. 1 (continuacion)
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EERLKLYSDDPSKTTRLSTS RIVKKETVHHWRDYLRLHCY PLEKYVPERE
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EEKMKLYSDDPSKTMRLSTSFNVEKERVINWRDY LRLHCY PLEKYVPEWS
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EEKAKLYSDDPAKKIRLSTSFRVEKETVHNWRDYLRLRECY PLHRQFVEDWE
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SNFPSFREIVSSYCNEVREVGYRIEELI SESLGLEKEY I RKKLGEQGQEM
SHEPPBIROIVSDYCVOVRELGYRLOELISESLGLEKDY IXKKVLGEQGEOHM
SNPSYFEEYVGNYCTAVRNLGMRI LESISESLGLOQREETIKTILGDQGRHM
SNPPSFEETVANYCKREVRELGLRIEEYISRELGLEKDYLRNALGEQGOHM
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SKPPPTEDIVESSYCIQVRELGFRIQELISESLGLEKDHVKNVLGEQGQHM
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SNPESFRKEIVSKYIREVRELGFRVQELISESLGLEKDY IKNVLGDRGOHM
SHEPSFREIVSSYCKEVRELGFRLGEMISESLGLEKDHIENVEGEQGQHM
SNPPDFEETMGTYCKEVRELGFRLYAATSESLGLEASYMKEALGE QEQHM
SNPSSFKDVEGSYCQOVRKLEFRILGI ISLSLGLEEEYLVRVLGEQEQHEM
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Fig. 1 (continuacion)

AINFYPOCEQPELTYGLEAHTDPNAITI LLODLOVAGLOVLE-DGEWLSI
AVNEYPPCPEPELTYGLPAHT CFNALTILLMDODVAGLOVLHGG- KWVAV
ALNYYPECPEPEMTYGLPGHTDENALTILLODLOVSGLOTFK-DGEWLAY
AVNYYPPCPQPELTYGLPGHTDPHALTILLQDLRVAGLOVLE-DGTWLAT
AVNFYPPCPEPELTYGL PAH PDPRALTI LLMDPDVAGLOVLHAG-QWVAY
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WPHPDAEVINIGDQLOALSNGVYKSVWHRAVTNTENPRLSVASFLCPADC
NPYPNAEVVNIGDOIQALSNGNYASVWHRATVNTDRERLSVASFLCPAND
NPLENAFVINIGDOLOALSNGRYKSVWHRAIVNAEKARMSVASFLCPRND
KPHPDAEVVNIGDOLOALSNGIYKSVWHRAVYNADOPRLSVASFLCPCDH
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Fag. 1 (continuacion)
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Fig. 2

> CDS de DMRG de Argbidopsis thaliana (gi 42568064, Genbank NM 122361)
ATGGECGECARAGCTEGATATCCACCGETTTCCGTCATACTACTTTGCCGEARAACTATGTCCGGCCAATCT
CCGACCGTCCACGTC TCTCTGAAGTCTC TCARCTEGAAGATTTOCCTCTCATCGATCTCTCTTCCACTGA
TCEATCTTTTCTCAT CCAACRAATCCACCAAGCTTGTGCCCGATTCGEATTTTTTCAGGTCATARATCAC
GGAGTTAACARACAAATAATAGA TGACATGGETGAGTGTTGCGCGTGAGTTCTT TAGCATCTCTATGGARG
ARAMAATGARGCTATATTCAGACGATCCAMACGAAGACARCAAGATTATCGACGAGCTTCAATGTGARGAR
AGRAGAARGTCAACAATTGCRAGAGACTATC TAAGACTCCATTGTTATCCTATCCACAAGTATGTCAATGEAG
GECCETCARACCCTCCTTCT TTCAAGGARATAGTAAGTARATACAGTAGAGRAGTAAGAGAAGTGGGAT
TTAARATAGAGGRATTAATATCAGAGAGCT TAGGT T TAGAAAAAGATTACATGAAGARRCTGCTTGGTGA
ACARGETCAACACATGGCAGT CARCTAT TATCCTCCATGTCCTEAACC TCASCTCACTTACGGTTTACCT
GCTCATACCGACCCARACGCCCTAACCATTCTTCTTCARGACACTACTGT TTGCEGTCTCCAGATCTTGA
TCGRCGGTCHGTGGTTCGCCGTTRRTCCﬁCRTCCTGRTGCTTTTGTCETCAACATAGGTGHCCAGTTACR
GGCATTAAGTAATGGAGTATACAAAAGTGT T TGGCATCGCEC TGTARCARACACAGARAATCCGAGACTA
TCGGETCGCATCGTTTCTGTGCCCAGC T GACTGTGCTGTCATGAGCCCGECCAAGCCCTTGTGGGRAGCTG
AGGACGATGARACGARACCAGTC TACARRGATT TCACT TATGCAGAGTATTACAAGAAGTTTTGGAGTAG
GAATCTGGACCRAGARCATTGCCTCGAGAATT PTTCTAARCARCTAR

> Proteina DMRE de Arabidopsis thafiana (gi 15238567, Genbank NP_197841)
MAAKLISTGFRHTTLPENYVRPISDRPRLSEVSQLEDFEPLIDLSSTDRSFLIOQQIHOACARFGFFOVINH
GVNKOIIDEMVSVAREFFSHMSMEEKMKLY SDDPTHETTRLSTSFNVKKEEVNNWREDY LELHCYPTHEYVNE
WPESHPPEFKEIVSKYSREVEEVEFKIEELI SESLELEKDYMKKYVLERQGOHMAVNY YPPCPEPELTYGLE
AHTDPNALTILLODTTVCGLOILI DGOWFAVNPHPDAFVINIGDQLOALSNGYYKSVWHRAVTNTENPRL
SYASFLCPADCAVMSPAKPLWEAEDDETREVYKDFTYARY YKKFWSENLDOEHC LENFLNN*
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Fig. 3

> CDS ortélogaDMRE de Lactuca sativa
ATGGLCGCABRRAGTCATCTCCAGTGGATTCCGGTATACTACTCTACCGGAGAGCTACGTCCGTCCGETTAR
CGACAGACCTAACCTATCTCARGTTTCCGAT T GCARCGACGT TCOTGT TATTGACATCEGGTTGTGGTGATR
GACAACTCATAAGCCAACAAATTGGCOATGCT TGTAGARGATACGETTTTTTCCAGGTGATTARTCATGET
GIGECCTEATGARATAGTGGAGRARATGCARCARAGTAGE TAGEGAGTTTTTCCTGT TECCTGTGEAAGAGRA
GATGAAGCTTTACTCAGAGGATCCATCGAAGACCGATGAGGCTATCCACCAGCTT TARCGTCCARAARAGRAL
AARATTCATARCTGECGAGATTATCTCCGCCTTCACTSTTATCCTCTGGATCAATACAGTCCTGARTGGLCT
TCARRTCCTTOTTAT T TCRAAGGRAR TATGTTGGTRAT TAT TETACAGCAGTGCHARATTTAGGARATGRGAAT
ATTAGAATCAATATCAGARAGTTTAGGGT TACAARAAGAAGAAATARAAACTATATTACGCGATCARGETC
ARCACATGGCCATCAACCAT TACCCAGTETGCCCTGAGCCCGRGC TAACCTACGGECTACCCGGGCACACA
GACCCCARTGCTCTCACCATCCTTCTACAGGRCACACTGETCTCTGGTCTTCAGET TCTCAAAGAT GGTAR
ATGETTAGCCGTTARACCACACCCTARTGCETTTGTAATTARCATTGGTGATCAGT TAGAGGCGETGAGTA
ATGCETGRATATARRAGTGTATGECATCGAGCTGTGETTAACTCAGACARCCOGCGAATGTCTATAGCTTOG
TTTTTGTGTCCTTGTAATGACARCCGTTATTAGGGCTCC TARRGAAATAATARAGGRAGGATCGAAACCTGT
TTTCARAGAATTTACTTATGCAGAATACTACGCGAAGT TTTGGACAAGRANCCT TGATCARGARCATTGCT
TAGARATTCTTCAAGARCTAG

> Proteina ortdloga DMRE de Lactuca sativa
MARKVISSGFRYTTLPESYVRPVNDRPNLSOVSDCNDVPVYIDIGCGEDROLISQOIGDACRRYGFFOUVINHG
YPDE [VERMOOVGRENF L LFVEERMELYSSEDESKTMRLS TS FNVORKEQIHNWEDY LELACY PLDOQYSEEWR
SHESY FREYVGHNYC TAVRNLEMRILESISESLGLOKER IKTILGDOGOHMAINHYPVCPEFELTYGLEPGHT
DPRALTILLODTLY SGLOVLKDGRW LAVEFHPNAFVINIGDULEAVSHGEY KSVWHRAVVNSDNFRME TAS
FLOPCHDTVIRAPKE LI KEGSKPVEFEE FTYAEY Y AR FNTRNLDOERCLEF FRN
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Fig. 4

> CDS ortdloga DMRG de Spinacia oleracea

ATGGCARACRAGATATTATCCACCGEARAT TCCTTACAARACCCTCCCCGAARAGCTACATCCGACCCGRAAR
TGAGAGGCCCARCTTATCTCAAGTCTCOGAT TGCRAGRATGTCCCTGTTATTGACT TGEGTGCCAARGACT
GTACTCARACAATCCACCAAGTCTTCAATGCTTGTARAAATTACGGGTTTTTCCAGGTGATTAATCATGGE
GIGTCARAGGRATTAGCGGAGAAGATGCAARAGGTAGCTCGAGAGTTCTTCGATATGTCGETTGAGGARAR
AATGAARTTATATAGTGACGATCCAACTAARACACTARGATTGTCTACAAGTTTTARACGTTARCARAGAGSH
AAGTTCATARTT GEAGAGATTATCTTAGGC TCCATTGTTGECCTCTTGAGCARTATGTCCCCGRATGGCCT
TCTARCCCCCCT TCCTTCARGGAARTAGTGAGCAAGTACATARRAGRAGT TAGGGRACTTGGT TTCAGAGT
CCAAGARACTAATATCAGAGAGT ITAGGGTTGGAGAARGAT TACATAAAGARTGTCCTAGEAGATCARGGAC
AACACATGECTCTTAATTATTACCCTGAGTGCCCGEAGCCAGAGATGACATACGEGT TGCCEESTCATACT
GACCCTAARTGCCCTTACCATCCTTCTCCAAGACTTGCAAGTATCTGGCCTTCARAT T TTTAAGGATGETAR
ATGGECTTGCTGTCARRCCTCARCCTGATGCTT TTGTCATTARCAT PTGGTGATCART TGCAGGCATTAAGTA
ACGGTATATACAAGAGTGTATGGCACAGAGCAGTTGTGARCACAGAT AAGCCARGATTATCAGTAGCTTCA
TTCCTCTGCCCCGCCAATGATGCGTTGATAAGCGLGCCARCACCTCTGACCGCCAACGEATCACCGEUTET
ATATAGAGACTATACGTATCCTGAGTACTACAAGACTTTCTGEAGTAGGAACT TGGACCAAGAGCACTGCT
TGGAGCTTTTTARAARCCARAACCTAG

> Proteina ortdloga DMRE de Spinacia oleracea

MANKILSTGIPYKTLPESYIRPENERPNLSOVSLCENVPVIDLGAKDRTQTIHOQVFRACKNYGFFQVINHG
VEKELAEKMQKVAREFFDMSVEEKMKLY SDDPTKTLRLS TSFNVHKEEVHNWRDY LRLHCWPLEQYVPEWD
SNPPSFEEIVSKY IKEVRELGFEVOE I SESLCLEKDY IKNVLGDOGOHMALNY Y PECPEPEMTYGLEGHT
DPNALTILLODLOVSGLOI FKDGKWLAVEPQPDAFVINIGDOLOALSNGIYRSVWHRAVYNTDKPRLSVAS
FLCEANDALISAPTPLTANGS PAVYRDY TYPEYYKTEWS RNLDQEHCLELFKNQT *
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Fig. 5

> CDS ortdloga DMRE de Cucumis sativus
ATGAGCACTGTGATGGAGATCCAACT T TTG TG T TCAGGGEGACGTCACGAGARGTTGCCAGAGARGTATGR
ACGGCCTGAATCGGATAGGCCGCCECTETCEEAGGTGTGTTGTTGGGACAAGEGTTCCAATAATCGACTTGE
GATGCGAGGAGAGAGAGATEATTGTGAAGCAAGTGGAGGAGGLCTGCAAGTCTTACGECTTTTTCCAGGTT
ATAANTCA TG TETGAGEARGGAATT GG TEEAGARAGTGATAGAAGTTGGCAAGCAGTTCTTTGAGCTECC
GATGGAGGAGAAGTTGARRT TTTATTCAGACGACCCTTCCAAGACCGTCAGACTCTCCACARGTTTCARTE
TCCGGAAAGAGCAATTTCGCAACTGGAGEGATTATC TCAGACTCCATTGCTATCCTCTCTCCARCTACACC
CCCOATTGGCCCTCTAACCCACCATCCTTC AGGGAARTAGTGAGTAGTTATTGCARTCGAAGTACGAARAGT
TGGGTACAGRATAGAGGAGC TAATATCGGAGAGC TTGEGGCTGGAGAAGGARTACATARAGGAAGRAGTTGG
GTGAACAAGGTCAGCACATGGCTATARATTATTATCCGCCATGTCCCCARACCAGAACTCACCTACGGECTC
COTGEECCATACGEATCCCAACGCACT CACCAT MCTCCTTCAGGATCT CCATGTCGCCGECCTCCAAGTCCT
CAARGATGEARAGTGGCTAGCGGTCAACCCCCACCCCAATCGCCTTTGTAATCAATATAGGCGACCARTTGC
AGGCATTGAGCAATGGEETGTACARGAGCGTTTGGCACCGRAGCGETGETCAATGTTCATAAGCCCAGECTG
TCGETCGCTTCTTTTCTCTGCCCTTETGATGACGCCCTCATTACTCCTGCACCGCTCCTCTCCCAGCCTTC
CCCCATTTACAGACCTTTCACCTACGCCCAGTACTACAATECTTTTTGGAGCAGAAACT TEGGATCARCARC
ATTGCTTGGARACTATTTARRRACCACCCTCCTTAR

~ Proteina ortdloga DMRG de Cucumis sativus
MSSVMEIQLLCSGGRHAEKLPEKYERPESDRPRLSEVCCWDEVPIIDLGCEEREMIVEQVEEACKSYGFFQV
INHGVRKELVEKVIEVGKQFFELPMEEKLKFY SDUPSKTVRLSTSFNVREKEQFRNWRDY LRLHCY PLSNYT
PHWPSNPPSFREIVSSYCNEVREVGYRIEELISESLGLEKEY I RKKLGEQGOHMAINYY FPCFOPELTYGL
FPGHTDPNALTI LLODLAVAGLOVLEDGKWLAVN FHPNAFVINIGDOLGAL SNGVYKSVWHRAVVNVDKEFRL
SVASFLCPCDDALITEAPLLESOPSPIYRPFTYAQY YNTFWSENLDOQOHCLELFENHER*
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12

> CDS ortdloga DMR6 de Sofanum lycopersicum
ATGGARACCAAAGTTATTTCTAGCGGAATCAACCACTCTACTCTTCCTCAAAGTTACATCCG
ACCCGARTCCGATAGACCACGTCTATCGGRAAGTGGTCGATTGTGARAATGTTCCAATRATTG
ACTTAAGTTGCGGAGATCAAGCTCARATAATTCGTCARATTGGAGAAGCTTGTCAAACTTAT
GGTTICTTTCAGGTAATTAATCATGGTGTACCAARAGGAAGTTGTAGAGAAAATGCTAGGGET
AGCTGGGGAATTTTTCAATTTACCAGTAGARAGAGARACTARAATTATATTCAGATGATCCTT
CAAAGACCATGAGAT TATCAACAAGTTTTRAATGTTAARAAGGAGACAGT TCATAATTGGAGA
GATTATCTCAGACTTICATTGTTATCCTCTAGAGARGTATGCTCCTGAATGGCCTTCTARTCC
ATCATCTTTCAGGGAARATCGTGAGCAGATATTGCAGGGARATTCGTCAACTCGGATTTAGAT
TAGAAGAAGCCATAGCAGAAAGCCTGGGGTTAGATAAAGAGTGTATAAAAGATGTATTGGGT
GAACAAGGACARCATATGGCTATCAATTATTATCCTCCTTGTCCACAACCAGAACTTACTTA
TGGGCTTCCGGCCCATACTGATCCARATTCACTTACAATTCTTCTTCAAGACTTGCAAGTTG
CGGGTCTTCAARGTTCTTAAAGATGGCAAATGGTTAGCTGTARAACCTCAACCTGACGCCTTT
GTCATTAATCTTGEGGATCAATTGCAGGCAGTAAGTAACGGTAAGCTACAGAAGTGTATGGCA
TCGAGCTATTGTGAATTCAGATCADAGCTAGGATGTCAGTGECTTCGTTTICTATGTCCEGTGTG
ATAGCGCGAARATCAGTGCACCARAGCTGCTGACAGAAGATGGATCTCCAGTGATTTATCAA
GACTTTACGTATGCTGAGTATTACAACAAG

TTCTGGAGCAGGAAT TTGGACCAGCARCAT TG TTTGGARCTTTTCAAGAATAA

> Proteina ortdloga DMR6 de Sofanum fycopersicum
METKVISSGINHSTLPOQSYIRPESDRPRLSEVVDCENVPIIDLSCGDQAQIIRQIGEACQTY
GFFOVINHGVPKEVVEKMLGVAGEFFNLPVEEKLKLYSDDPSKTMRLSTSENVEKETVHNWR
DYLRLECYPLEKYAPEWPSNPSSFREIVSRYCREIRQLGFRLEFAIAESLGLDKECIKDVLG
EQGOHMAINYYPPCPQPELTYGLPAHTDPNSLT ILLODLOVAGLOVLEKDGKWLAVKPQPDAF
VINLGDQLOAVSNGKYRSVWHRAIVNSDQARMSVASFLCPCDSAKISAPKLLTEDGSPVIYQ
DFTYAEYYNKFWSRNLDQQHCLELFEN.
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Fig. 13

> CDS ortdloga DMR6 de ANicotiana benthamiana
ATGGARGCARARAGTTCTTTCCAGCGGAATCCGCCACTCTACTATCCCTCARARGTTACATCCG
CCCTCARTCCGATAGGCCGIGCCTTTCTGAAGTTGCTGAT TGTGARBACGTTCCAGTAGTTG
ATATAGGTTGCGGTGATAGARACCTTATTGTTCATCARATTGGTGRAAGCCTGTCGTCTTTAT
GGTTTTTTCCAGGTAATTAATCATGETGTACCARAGARTT TAATAGACGARATGCTAGAGAT
AGCTGGGGAATTTTTTAGGCTTCCAGT TGRAAGAGAAGTTGAAATTGTACTCAGATGACCCAT
CGRAGACGATGAGATTGTCGACTAGTTTTAATGTGARARAAGGAGAAGGTTCACRATTGGAGA
GATTATCTCAGACTTCATTGTTATCCTCTPGAAAATTACGCTCCTGAATGGCCTTCCARTCC
ITCCTCTTTCAGGGAAATCGTGAGCAGATATTGCATGGAAGTTCGACAACTCGGGTTCAGAT
TGCAGGAAGCCATAGCAGAGAGCCTAGGCTTAGAGAARGAGTGTATARAGGATGTATTGGGE
GAARCAAGGTCAACACATGGCTATCARTTTCTATCCTCCTTGTCCACAACCAGAACTCACTTA
TGEGCTGCCAGCACATACTGATCCARATGCCCTTACAATTCTTCTTCAAGACTTAGAAGTAG
CTGGTCTTCAAGTTCTTARAGATGGCGARTGGTTGGCCGTCARGCCTCAACCAGATGCCTTT
GTCATTAATCTTGGTGATCAACTGCAGGCAGTGAGTAATGGGACGATACARAAGCGTATGGCA
TCGAGCTATTGTARATTCAGACAAAGCCAGGTTGTCAGTGGCTTCGTTCCTTTGTCCGTGCG
ATAGCGCGAARATCAGTGCTCCAARGCTCCTCACTGAAGATGGATCTCCTGTCATTTATCAS
GACTTTACCTATGCTGAGTATTACARAAAAGTTCTGGAGCAGGAATTTGGACCAGGAACATTG
TTTGGAARCTTTTCAAGARCTAR

>Proteina ortdlogaDMR6 de Nicofiana benthamiana
MEAKVLSSGIRHSTIPQSYIRPRSDRPRLSEVADCENVPVVDIGCGDRNLIVHQIGEACRLY
GFFQVINHGVPKNLIDEMLEIAGEFFRLPVEEXLKLY SDDPSKTMRLSTSFNVKKEKVHNWR
DYLRLACYPLENYAPEWPSNPSSFREIVSRYCMEVROLGFRLOEATARSLGLEKECIKDVLG
EQGQHMAINFYPPCPQPELTYGLPAHKTDPNALTILLODLEVAGLOVLEDGEWLAVKPQPDAL
VINLGDOLOAVSNGRYKSVWHRAIVNSDKARLSVASFLCPCDSAKISAPKLLTEDGSEVIYQ
DETYAEYYKKFWSRNLDQEHCLELFEN.
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Fig. 14

complementacion lineas T3 dmr6-7f con DMR6 de cultivos
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