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DESCRIPCION
Métodos de modulacion del tamafio de la semilla y de los 6rganos de plantas
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos de alteracion del tamafio de las semillas y de los 6rganos de plantas, por
ejemplo para mejorar el rendimiento vegetal.

Antecedentes de la invencion

El tamafio de las semillas y de los érganos es un caracter agronomamente y ecolégicamente importante que esta
bajo control genético (Alonso-Blanco, C. PNAS USA 96, 4.710-7 (1999); Song, X.J. Nat. Genet. 39, 623-30 (2007);
Weiss, J. Int. J. Dev. Biol. 49, 513-25 (2005); Dinneny, J.R. Development 131, 1.101-10 (2004); Disch, S. Curr. Biol.
16, 272-9 (2006); Science 289, 85-8 (2000); Horiguchi, G. Plant J. 43, 68-78 (2005); Hu, Y. Plant J. 47, 1-9 (2006);
Hu, Y. Plant Cell 15, 1951-61 (2003); Krizek, B.A. Dev. Genet 25, 224-36 (1999); Mizukami, Y. PNAS USA 97, 942-7
(2000); Nath, U. Science 299, 1.404-7 (2003);0hno, C.K. Development 131, 1.111-22 (2004); Szecsi, J. Embo J. 25,
3912-20 (2006); White, D.W. PNAS USA 103, 13.238-43 (2006); Horvath, B.M. Embo J. 25, 4.909-20 (2006); Garcia,
D. Plant Cell 17, 52-60 (2005). El tamafio final de las semillas y los 6rganos es constante en una especie dada,
mientras que la variacion de tamafio de semilla y drgano interespecie es notablemente grande, sugiriendo que las
plantas tienen mecanismos reguladores que controlan el crecimiento de semilla y érgano de una manera
coordenada y oportuna. A pesar de la importancia del tamafio de semilla y 6rgano, sin embargo, poco se sabe sobre
los mecanismos moleculares y genéticos que controlan el tamafio final de 6rgano y semilla en las plantas.

La regulacion genética del tamafio de semilla se ha investigado en plantas, incluyendo en tomate, soja, maiz y arroz,
usando mapeado de locus de caracter cuantitativo (QTL). Hasta la fecha, en la bibliografia publicada, se han
identificado dos genes (Song, X.J. Nat. Genet 39, 623-30 (2007); Fan, C. Theor. Appl. Genet. 112, 1.164-1.171
(2006)), subyacentes a dos QTL principales para el tamafio de grano de arroz, aunque los mecanismos moleculares
de estos genes siguen siendo elucidados. En Arabidopsis, se han mapeado once loci que afectan el peso y/o
longitud de la semilla en cruces entre las accesiones Ler y Cvi {Alonso-Blanco, 1999 supra}, pero no se han
identificado los correspondientes genes. Estudios recientes han revelado que AP2 y ARF2 estan implicadas en el
control del tamafio de semilla. Desafortunadamente, sin embargo, los mutantes ap2 y arf2 tienen menor fertilidad
que el tipo silvestre (Schruff, M.C. Development 137, 251-261 (2006); Ohto, M.A. PNAS USA 102, 3.123-3.128
(2005); Jofuku, K.D. PNAS USA 102, 3.117-3.122 (2005)). Ademas, los estudios que usan plantas mutantes han
identificado varios reguladores positivos y negativos que influyen en el tamafio de érgano actuando sobre la
proliferacién o expansion celular {Krizek, B.A. Dev. Genet 25, 224-36 (1999); Mizukami, Y. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97, 942-7 (2000); Nath, U. Science 299, 1.404-7 (2003); Ohno, C.K. Development 131, 1.111-22 (2004); Szecsi,
J. Embo J. 25, 3.912-20 (2006); White, D.W. PNAS USA 103, 13.238-43 (2006); Horvath, B.M. Embo J. 25, 4.909-20
(2006); Garcia, D. Plant Cell 17, 52-60 (2005). Horiguchi, G. Plant J. 43, 68-78 (2005); Hu, Y Plant J. 47, 1-9 (2006)
Dinneny, J.R. Development 131, 1.101-10 (2004)).

Se ha sabido que varios factores implicados en las actividades reguladas por ubiquitina influyen en el tamafio de
semilla. Un factor de restriccion del crecimiento, DAL, es un receptor de ubiquitina y contiene dos motivos de
interaccion de ubiquitina (UIM) que se unen a ubiquitina in vitro, y el mutante dal-1 forma semillas grandes al influir
en los integumentos maternos de los 6vulos (Li y col., 2008). Las mutaciones en un potenciador de dal-1 (EOD1), el
cual codifica la E3 ubiquitina ligasa BIG BROTHER (BB) (Disch y col., 2006; Li y col., 2008), aumentan
sinérgicamente el fenotipo de tamafio de semilla del dal-1, indicando que DAL actla sinérgicamente con EOD1/BB
para controlar el tamafio de semilla. En el arroz, un locus de caracter cuantitativo (QTL) para el ANCHO y PESO DE
GRANO2 (GW2), el cual codifica una E3 ubiquitina ligasa, controla el tamafio de grano restringiendo la divisién
celular (Song y col., 2007). Se ha identificado un homologo de GW?2 en trigo (Ta-GW2; Bednarek y col 2012). Se
requiere una proteina desconocida codificada por qSW5/GW5 de arroz para limitar el tamafio de grano en arroz
(Shomura y col., 2008; Weng y col., 2008). GW5 interactta fisicamente con poliubiquitina en un ensayo de dos
hibridos de levadura, que sugiere que GW5 puede estar implicado en la ruta de la ubiquitina-proteasa (Weng y col.,
2008). Sin embargo, no esta claro si estos dos factores acttan o no en tejidos maternos y/o cigéticos en arroz.

La identificacion de mas factores que controlan el tamafio final de tanto las semillas como los érganos no solamente
adelantara el entendimiento de los mecanismos del control de tamafio en las plantas, sino que también puede tener
aplicaciones sustanciales practicas, por ejemplo, en el mejoramiento del rendimiento del cultivo y la biomasa vegetal
para la generacion de biocombustible.

Sumario de la invencion
Los presentes inventores han identificado una E3 ubiquitina ligasa vegetal (denominada DA2) que regula el tamafio

final de semillas y érganos restringiendo la proliferacién celular en los integumentos de las semillas en desarrollo. Se
encontré inesperadamente que DA2 actla sinérgicamente con DAL e independientemente de EOD1 para controlar



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2706 499 T3

el tamafio de semilla y 6rgano. Por lo tanto, la manipulaciéon de DA2 y DA1 o DAl y EOD1, puede ser util en el
mejoramiento del rendimiento vegetal.

En el presente documento la invencién es como se define por las reivindicaciones.

En el presente documento se describe un método de incremento de la masa de semillas por unidad de area,
crecimiento y/o biomasa de una planta que comprende;

reducir la expresion o actividad de un polipéptido DA2 en células de la planta,

en el que la planta es deficiente en la actividad o expresion de DA1.

En el presente documento también se describe un método de incremento de la masa de semillas por unidad de area,
crecimiento y/o biomasa de una planta que comprende;

reducir la expresion o actividad de un polipéptido de DA2 en células de la planta,

en el que la planta es deficiente en la expresion o actividad de EOD1.

En el presente documento también se describe un método de incremento de la masa de semillas por unidad de area,
crecimiento y/o biomasa de una planta que comprende;

reducir la expresion o actividad de un polipéptido DA2 en células de dicha planta,

en el que la planta es deficiente en la expresion o actividad de DA1 y EODL1.

En el presente documento también se describe un método de incremento de la masa de semillas por unidad de area,
crecimiento y/o biomasa de una planta que comprende;
reducir o abolir la expresién o actividad de un polipéptido DA2 en células de dicha planta, y;

i) reducir o abolir la expresion o actividad de un polipéptido DA1 en dichas células,
i) reducir o abolir la expresion o actividad de EOD1 en dichas células, y/o
iii) expresar un polipéptido DA dominante negativo en dichas células.

En el presente documento también se describe un método de produccién de una planta con una masa incrementada
de semillas por unidad de area, crecimiento y/o biomasa que comprende:

proporcionar una célula vegetal que es deficiente en la expresién o actividad de DAL, o tanto DA1 como EOD1,
incorporar un acido nucleico heterélogo que abole o suprime la expresién o actividad de un polipéptido DA2 en la
célula vegetal por medio de la transformacion, y;

regenerar la planta de una o mas células transformadas.

Breve descripcion de dibujos

La Figura muestra el tamafio de semilla y 6rgano en el mutante da2-1. 1A muestra el area proyectiva de semillas
de Col-0, da2-1 y 35S::DA2N°1. Las semillas se clasificaron en tres grupo (>0,13, 0,12-0,13 y <0,12 mm?). Los
valores para cada grupo se expresan como un porcentaje del numero total de semilla analizado. 1B muestra el
namero de semilla por silicua para Col-0, da2-1 y 35S::DA2N°1. Las silicuas (desde la cuarta silicua hasta la
décima silicua) sobre el tallo principal se usaron para medir el nUmero de semillas por silicua. 1C muestra el peso
de semilla por planta para Col-0, da2-1 y 35S::DA2N°1. 1D muestra el nimero de semilla por planta para Col-0,
da2-1y 35S::DA2N°1. 1E muestra la altura de las plantas Col-0, da2-1 y 35S::DA2N°1. Los valores (B-E) se dan
como mediatSE en relacion con el valor del tipo silvestre, fijado a 100 %. **, P<0,01 y *, P<0,05 en comparacion
con el tipo silvestre (prueba de t de Student). Barras: F, 1 cm; G, 1 mm.

La Figura 2 muestra plantas de 4 dias (F) de Col-0 (izquierda), da2-1 (centro) y 35S::DA2N°1 (derecha) y flores
(G) de Col-0 (parte superior), da2-1 (centro) y 35S::DA2N°1 (parte inferior).

La Figura 3 muestra que DA1 y DA2 actlan sinérgicamente para controlar el tamafio de semilla. 3A muestra
semillas secas de Col-0, dal-1, da2-1 y dal-1 da2-1. 3B muestra plantones de 10 dias de Col-0, da2-1 dal-1, y
dal-1 da2-1 (de izquierda a derecha). 3C muestra el peso de semilla de Col-0, dal-1, da2-1 y dal-1 da2-1. 3D
muestra el peso de semilla de Col-0, dal-kol, da2-1 y dal-kol da2-1. Los valores se dan como mediatSE en
relacion los valores del tipo silvestre, fijados a 100 %. **, P<0,01 y *, P<0,05 en comparacion con el tipo silvestre
(prueba de t de Student). Barras: A, 0,1 mm; B, 1 m.

La Figura 4 muestra que DAl y DA2 actlan sinérgicamente para controlar el tamafio de semilla. El panel
superior izquierda muestra el area de cotiledén de plantones de 10 dias de Col-0, dal-1, da2-1y dal-1 da2-1. El
panel superior derecho muestra el area de cotiledon de plantones de 10 dias de Col-0, dal-kol, da2-1 y dal-kol
da2-1. El panel inferior izquierdo muestra el area promedio de las células de empalizada en cotiledones de
embriones de Col-0, dal-1, da2-1y dal-1 da2-1. El panel inferior derecha muestra el area proyectiva de semillas
de Col-0, dal-1, dal-1 da2-1, dal-kol da2-1, dal-kol darl-1 y dal-kol darl-1 da2-1. Los valores se dan como
mediatSE en relacion con los valores de tipo silvestre, fijados a 100 %. **, P<0,01 y *, P<0,05 en comparacion
con el tipo silvestre (prueba de t de Student). Barras: A, 0,1 mm; B, 1 m.
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La Figura 5 muestra que DAl y DA2 actlan sinérgicamente para controlar la proliferacion celular en
integumentos maternos de semillas en desarrollo. (5A-5D) muestran évulos maduros de Col-0, dal-1, da2-1 y
dal-1 da2-1 respectivamente. La mutacién da2-1 aumenta sinérgicamente el tamafio del 6vulo de dal-1.

La Figura 6 muestra (panel izquierdo) el area proyectiva de semillas de Col-0xCol-0 (c/c) F1, da2-1xda2-1 (d2/d2)
F1, Col-Oxda2-1 (c/d2) F1, y da2-1xCol-0 (d2/c) F1 y (panel del medio) el area proyectiva de semillas de Col-
0xCol-0 (c/c) F1, da2-1x dal-kol da2-1 (dd/dd) F1, Col-Oxdal-kol da2-1 (c/dd) F1, y dal-kol da2-1xCol-0 (dd/c)
F1. El panel derecho muestra el area de semilla proyectiva después de la polinizacion de plantas dal-kol/+ da2-
1/+ con polen de mutante doble dal-kol da2-1 que conduce al desarrollo de embriones de dal-kol/+ da2-1/+
(a), dal-kol/+ da2-1da2-1 (b), dal-kol/dal-kol da2-1/+ (c) y dal-kol da2-1 (d) embriones en tegumentos de
dal-kol/+ da2-1/+. Se midi6 el area proyectiva de las semillas individuales de plantas dal-kol/+da2-1/+
fertilizadas con polen de mutante doble dal-kol da2-1. Estas semillas se sometieron ademas a genotipado para
mutaciones dal-kol y da2-1. Los datos muestran que las mutaciones dal-kol y da2-1 no estan asociadas con la
variacion en el tamafio de estas semillas (P> 0,05, prueba de t de Student). Los valores se dan como mediatSE
en relacién con los respectivos valores de tipo silvestre, fijados a 100 %. **, P<0,01 y *, P<0,05 en comparacion
con el tipo silvestre (prueba de t de Student).Barras: A-D, 0,5 mm.

La Figura 7 muestra (panel izquierdo) el area proyectiva de évulos maduros de Col-0, dal-1, da2-1 y dal-1 da2-
1; (panel del medio) el numero de células en los integumentos exteriores de semillas de Col-0, dal-1, da2-1y
dal-1 da2-1 a 6 DDP y 8 DDP; y (panel derecho) la longitud promedio de las células en los integumentos
exteriores de semillas de Col-0, dal-1, da2-1 y dal-1 da2-1 en 6 DDP y 8 DDP calculada a partir de la longitud
del integumento exterior y el nimero de células para las semillas individuales.

La Figura 8A muestra la estructura del gen DA2. El coddn de inicio (ATG) y el codén de parada (TAA) estan
indicados. Los recuadros rellenos indican la secuencia codificante, los recuadros en blanco indican las regiones
no traducidas 5’ y 3', y las lineas entre los recuadros indican los intrones. Se muestra el sitio de insercion de
ADN-T (da2-1) en el gen DA2. La Figura 8B muestra que la proteina DA2 contiene un dominio RING previsto.

La Figura 9 muestra la actividad E3 ubiquitina ligasa de DA2. Se analizaron la actividad de E3 ubiquitina ligasa
en las proteinas de fusion MBP-DA2 y DA2 mutada (MBP-DA2C59S y MBP-DA2N91L) en presencia de E1, E2 y
His-ubiquitina (His-Ub). Las proteinas ubiquitinadas se detectaron por inmunotransferencia (IB) con anticuerpo
anti-His (Anti-His) y anticuerpo anti-MBP (Anti-MBP), respectivamente. La flecha inferior indica proteinas MBP-
DAZ2, y la flecha superior muestra proteinas MBP-DA2 ubiquitinadas.

La Figura 10 muestra el area proyectiva de semillas de Col-0, da2-1, COMN°6, COMN®8, y COMN®10 (panel
superior), en las que COM es da2-1 transformado con la secuencia codificante de DA2 conducida por su propio
promotor; area de pétalo de plantas Col-0, da2-1, COMN°6, COMN®8, y COMN°10 (panel del medio) y analisis
por RT-PCR a tiempo real cuantitativa de la expresion del gen DA2 en plantones de Col-0, da2-1, COMN°6,
COMNP®8, y COMN®10 (panel inferior). Los valores (D y E) se dan como mediaxSE en relacion con los valores de
da2-1, fijados a 100 %. **, P<0,01 en comparacién con el mutante da2-1 (prueba de t de Student).

La Figura 11 muestra patrones de expresion de DA2. 11A muestra andlisis por RT-PCR a tiempo real cuantitativa
de la expresion del gen DA2. EI ARN total se aislo de raices (R), tallos (T), hojas (H), plantones (Pl) e
inflorescencia (In). 11B-11N muestran la actividad de expresion de DA2 monitorizada por la expresion del
transgen pDA2:GUS. Se observaron cuatros lineas de expresion de GUS, y todas mostraron un patrén similar,
aunque diferian ligeramente en la intensidad de la tincion. El analisis de histoquimica de la actividad de GUS en
un plantén de 4 dias (11B), un plantén de 10 dias (11C), una inflorescencia floral (11D), los pétalos en desarrollo
(11E-11G), los estambres en desarrollo (11H y 11l), los carpelos en desarrollo (11J-11L), y los 6vulos en
desarrollo (11My 11N). Barras: B-D, 1 mm; E-N, 0,1 mm.

La Figura 12 muestra que DAL interactda directamente con DA2 in vitro. GST-DA1, GST-DA1R358K, GST-DA1-
UIM, GSTDA1-LIM, GST-DA1-LIM+C y GST-DA1-C se sometieron a pull down (PD) por MBP-DA2 inmovilizada
sobre resina de amilosa y se analizo por inmunotransferencia (IB) usando un anticuerpo anti-GST.

La Figura 13 muestra un diagrama esquematico de DAl y sus derivados que contienen dominios de proteina
especificos. La proteina DAL prevista contiene dos motivos UIM, un dominio LIM Unico y la regiéon C-terminal.

La Figura 14 muestra que DAL interactia con DAZ2 in vivo. Las hojas de Nicotiana benthamiana se transformaron
por inyeccion de células de Agrobacterium tumefaciens GV3101 que portaban plasmidos 35S:Myc-DA1 vy
35S:GFP-DA2. Las proteinas totales se inmunoprecipitaron con GFP-TrapA, y se sond6 la inmunotransferencia
con anticuerpos anti-GFP y anti-Myc, respectivamente. Myc-DA1 se detecté en el complejo GFP-DA2
inmunoprecipitado, indicando que hay una asociacion fisica entre DA1 y DA2 in planta.

La Figura 15 muestra que la manifestaciéon de los mutante da2-1 incremento el tamafio de 6érgano. 15A muestra

la longitud de pétalo (LP), el ancho de pétalo (ANP), el area de pétalo (AP), el area de sépalo (AS), la longitud de
carpelo (LC), la longitud de estambre largo (LEL), y la longitud de estambre corto (LEC) de plantas Col-0, da2-1y
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35S:DA2N°1. 15B muestra el area de la quinta hoja de plantas Col-0, da2-1 y 35S:DA2N°1. 15C muestra el peso
de las flores de Col-0, da2-1 y 35S:DA2N°1. 15D muestra el tamafio de las células epidérmicas adaxiales en la
regién de ancho maximo de pétalos de Col-0 y da2-1. 15E muestra el tamafio de las células de empalizada en
las quintas hojas de Col-0 y da2-1. Las flores abiertas (fase 14) se usaron para medir el tamafio de los pétalos
(15A), peso de la flor (C) y el tamafio de las células epidérmicas (15D). Los valores (A-E) se dan como mediazSE
en relacién con los respectivos valores del tipo silvestre, fijados a 100 %. **, P<0,01 en comparacion con el tipo
silvestre (prueba de t de Student).

La Figura 16 muestra que DA1 y DA2 actlan sinérgicamente para controlar el tamafio de semilla. 16D muestra el
area de pétalo de flores de Col-0, dal-kol, da2-1 y dal-kolda2-1. 16E muestra el tamafio de células
epidérmicas adaxiales en la region de ancho maximo de pétalos de Col-0, dal-kol, da2-1 y dal-kolda2-1. 16F
muestra el peso de semilla de Col-0, eod1-2, da2-1 y eod1-2 da2-1. 16G muestra el area de pétalo de Col-0,
eodl1-2, da2-1 y eod1-2 da2-1. Las flores abiertas (fase 14) se usaron para medir el tamafio de los pétalos (16D y
16G) y el tamafio de las células epidérmicas (16E). Los valores (16D-G) se dan como media+SE en relacion con
los respectivos valores del tipo silvestre, fijados a 100 %. **, P<0,01 y *, P<0,05 en comparacién con el tipo
silvestre (prueba de t de Student). Barra: 0,1 mm.

La Figura 17 muestra que la sobreexpresion de DA2 restringe el crecimiento de 6rgano. 17A muestra que el area
de pétalo de Col-0, 35S:DA2N°2 y 35S:DA2N°4. 17B muestra los niveles de expresion de DA2 en plantones de
Col-0, 35S:DA2N°2 y 35S:DA2N°4. Los valores (A y B) se dan como mediatSE en relacién con los valores de
Col-0, fijados a 100 %. **, P<0,01 en comparacion con el tipo silvestre (prueba de t de Student).

La Figura 18 muestra que la sobreexpresion de DA2L restringe el crecimiento de 6rgano. 18A muestra plantas de
20 dias de Col-0, 35S:DA2LN°1, 35S:DA2LN°3, 35S:DA2LN®4, 35S:DA2LN°5, y 35S:DA2LNC6. 18B muestra
plantas de 30 dias de Col-0, 35S:DA2LN°1, 35S:DA2LN°3, 35S:DA2LN°4, 35S:DA2LNO5, y 35S:DA2LN%6. 18C
muestra el andlisis por RT-PCR de la expresion de DA2L en plantones de Col-0, 35S:DA2LN°1, 35S:DA2LN°3,
35S:DA2LNC4, 35S:DA2LN®5, y 35S:DA2LN%. RT-PCR se realiz6 sobre ADNc de la primera cadena preparado
a partir de plantones de 2 semanas. ADNc se estandarizé en referencia a un patrén de ACTIN2. Barras: A, 1 cm,
B,1cm.

La Figura 19 muestra que la sobrexpresién de GW2 restringe el crecimiento de semilla y érgano. 19A muestra
plantas de 30 dias de Col-0, 35S:GW2N°1, 35S:GW2N°2, 35S:GW2N°3, 35S:GW2N°6 y 35S:GW2LN°7. 19B
muestra el area proyectiva de semillas de Col-0, 35S:GW2N°1, 35S:GW2N°2, 35S:GW2N°3, 35S:GW2N°6 y
35S:GW2LN°7. 19C muestra el analisis por RT-PCR a tiempo real cuantitativa de la expresion del gen GW2 en
plantones de Col-0, 35S:GW2N°1, 35S:GW2N°2, 35S:GW2N°3, 35S:GW2N°6 y 35S:GW2LN°7. Los valores (B)
se dan como mediaxSE en relacion con los valores de Col-0, fijados a 100 %. **, P<0,01, en comparacion con el
tipo silvestre (prueba de t de Student). Barra: A, 1 cm.

Descripcion detallada de las realizaciones de lain ~ vencion

Esta invencioén se refiere a métodos de alteracion de caracteres vegetales que afectan al rendimiento, tales como el
tamafio de semilla y érgano, alterando la expresion o actividad de la E3 ubiquitina ligasa DA2 vegetal en
combinacién con las alteraciones en la expresion o actividad de DA1 o DAl y EODL1. Preferentemente, se altera la
expresion o actividad de DA2 y DA1 en la planta.

La expresion o actividad de expresién de DA2 se puede alterar antes, al mismo tiempo, o después de la alteracion
de la expresion o actividad de DA1 o DA1 y EOD1. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la expresiéon o actividad
de un polipéptido DA2 se puede alterar en una o mas células vegetales las cuales ya tienen uno de; expresion o
actividad de DAL alterada, expresion o actividad de EOD1 alterada, o expresion o actividad de DAl y EOD1
alterada.

En el presente documento se proporcionan métodos de incremento del rendimiento de la planta, por ejemplo,
incrementando el tamafio de 6rgano o semilla, que comprende proporcionar una planta que es deficiente en la
expresion o actividad de DAL o DALl y EOD1 y reducir la expresion de DA2 en una o mas células de la planta. En
otras realizaciones, la expresion o actividad de DA1 o DA1 y EOD1 se puede reducir en una o mas células vegetales
gue tienen expresion o actividad reducida de un polipéptido DA2.

Otros métodos pueden comprender reducir la expresion de DA2 en una o mas células de la planta y reducir la
expresion o actividad de DAL o tanto DAL como EODL1 en una o0 mas células.

En el presente documento también se proporcionan métodos de produccion de una planta con masa incrementada
de semillas por unidad de area, crecimiento y/o biomasa en relacién con la planta de tipo silvestre que comprenden;

(&) incorporar en una célula vegetal por medios de transformacion
(i) un primer acido nucleico heterélogo que reduce la expresion de un polipéptido DA2,
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(i) un segundo &cido nucleico heterélogo que reduce la expresion de uno de un polipéptido DAL y un
polipéptido EOD1, y opcionalmente,

(iii) un tercer acido nucleico heter6logo que reduce la expresion del otro de un polipéptido DAl y un
polipéptido EOD1, y

(b) regenerar la planta de una o mas células transformadas.

Otros métodos de produccion de una planta con masa incrementada de semillas por unidad de area, crecimiento y/o
biomasa pueden comprender:

proporcionar una célula vegetal que es deficiente en la expresion o actividad de DAl o DAl y EOD1,
preferentemente actividad de DAL,

incorporar un acido nucleico heterélogo que reduce la actividad o expresion de un polipéptido DA2 en la célula
vegetal por medio de transformacion, y;

regenerar la planta a partir de la célula transformada.

Después de la regeneracion, se puede seleccionar una planta con actividad o expresion reducida de un polipéptido
DAZ2 y actividad o expresion reducida de DAL o DALl y EODL1 en relacién con la planta de tipo silvestre.

La combinacion de expresion reducida de DA2 y expresion reducida de DAl o DAl y EOD1 incrementa
sinérgicamente el tamafio de las semillas y/u 6érganos de la planta, incrementando de ese modo la masa vegetal de
semillas por unidad de area, crecimiento y/o biomasa.

Uno o mas caracteres relacionados con el rendimiento en la planta se pueden mejorar por la combinacién de
expresion o actividad de DA2 reducida y expresion o actividad de DALl o DAl y EOD1 reducida. Por ejemplo, se
pueden incrementar uno 0 mas de la vida (til, el tamafio de drgano y el tamafio de semilla en la planta en relacion
con el control de las plantas de tipo silvestre en las que no se ha reducido la expresion del polipéptido DA2.

Se puede reducir la expresion o actividad de DA2, DA1 o EOD1 en los métodos descritos en el presente documento
en al menos el 50 % en relacién con la planta de tipo silvestre, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 90 %, al menos 95 % o al menos 98 %. En algunas realizaciones preferidas, la expresiéon o actividad se
reduce a cero o basicamente cero (es decir, se abole la expresién o actividad).

Los métodos de la invencidn comprenden alterar la expresién o actividad de un polipéptido DA2 en una 0 mas
células de una planta. Los polipéptidos DA2 son E3 ubiquitina ligasas encontradas en las plantas. Los polipéptidos
DA2 cuya expresion o actividad se reduce como se describe en el presente documento pueden comprender un
dominio RING (Stone, S.L. y col. (2005)), preferentemente un dominio RING C5HC2, C5NC2 o C5TC2. Un dominio
RING adecuado puede consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

C(X),C(X)14CC(X)4CX,CX(HN/T)X;CX,C. (SEQ ID NO: 1)

Los polipéptidos DA2 de la invencién comprenden un dominio RING que consiste en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2;

CPICFL(Y/F)YPSLNRS (K/R)CC(S/M/T/A)K(G/S)ICTECFL(Q/R)MK(P/
N/S/V/T/N) (T/P) (H/N/T) (T/8) (A/T/C) (R/Q/K)PTQCP(F/Y)C
(SEQ ID NO:2)

En algunas realizaciones, el resto H/N/T en la posicién 33 en el dominio RING de SEQ ID NO: 2 puede ser T o N.

En algunas realizaciones, un polipéptido DA2 puede comprender un dominio RING que tiene una secuencia de
aminoacidos mostrada en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 3-19), por ejemplo, DA2 de Arabidopsis (SEQ ID NO: 11); DAL2
de Arabidopsis (SEQ ID NO: 13) o GW2 de arroz (SEQ ID NO: 7) o una variante de los mismos. Por ejemplo un
dominio RING puede tener la secuencia de aminoacidos de los restos 59 a 101 de SEQ ID NO: 20 (Pt _GlI-
224061326.pro), restos 59 a 101 de SEQ ID NO: 21 (Rc_GI-255578534.pro), restos 59 a 101 de SEQ ID NO: 22
(Vv_GI-147817790.pro), restos 59 a 101 de SEQ ID NO: 23 (Gm GI-356549538.pro), restos 59 a 101 de SEQ ID
NO: 24 (At_GI-18411948.pro), restos 61 a 103 de SEQ ID NO: 25 (Ta_GI 408743661.pro), restos 61 a 103 de SEQ
ID NO: 26 (Hv GI-164371454.pro), restos 61 a 103 de SEQ ID NO: 27 (Bd_GI-357140854.pro), restos 62 a 104 de
SEQ ID NO: 28 (Os_GI-115445269.pro), restos 63 a 105 de SEQ ID NO: 29 (Sb_GI-242064618.pro), restos 65 a
107 de SEQ ID NO: 30 (Zm_GI-220961719.pro), restos 61 a 103 de SEQ ID NO: 31 (Ta_GI-408743658.pro), restos
43 a 85 de SEQ ID NO: 32 (Bd_GI-357125256.pro), restos 62 a 104 de SEQ ID NO: 33 (Os_GI-218197613.pro),
restos 62 a 104 de SEQ ID NO: 34 (Zm_GI-260935347.pro) o restos 62 a 104 de SEQ ID NO: 35 (Sb_Gl-
242092026.pro).
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Se pueden identificar mas secuencias de dominio RING adecuadas usando las técnicas de analisis de secuencia
convencionales como se describe en el presente documento (por ejemplo, "Simple Modular Architecture Research
Tool” (SMART); EMBL Heidelberg, DE).

Los polipéptidos DA2 ademas pueden comprender un primer dominio consenso. El primer dominio consenso puede
estar localizado en direcciéon 5’ (es decir, sobre el lado N terminal) del dominio RING. Un primer dominio consenso
adecuado puede consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

O (Q/ Ausente) GLY (P/M/N/V/Q/L/V/E} (H/S/N) (P/K/R)D(I/V)D(L/T/
H/V/Q) (K/R)KL{(R/K) (R/K)LI (V/L) (E/D) (A/S/T)KLAPC
(SEQ ID NO: 36)

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido DA2 puede comprender una primer dominio consenso de una
secuencia de aminoacidos de DA2 mostrada en la Tabla 2, por ejemplo, los restos 20 a 45 de SEQ ID NO: 20, restos
20 a 45 de SEQ ID NO: 21, restos 20 a 45 de SEQ ID NO: 22, restos 20 a 45 de SEQ ID NO: 23, restos 20 a 45 de
SEQ ID NO: 24, restos 21 a 46 de SEQ ID NO: 25, restos 21 a 46 de SEQ ID NO: 26, restos 21 a 46 de SEQ ID NO:
27, restos 21 a 46 de SEQ ID NO: 28, restos 21 a 46 de SEQ ID NO: 29, restos 21 a 46 de SEQ ID NO: 30, restos
21 a 46 de SEQ ID NO: 31, restos 4 a 29 de SEQ ID NO: 32, restos 23 a 48 de SEQ ID NO: 33, restos 23 a 48 de
SEQ ID NO: 34 o restos 23 a 48 de SEQ ID NO: 35.

Un polipéptido DA2 ademas puede comprender un segundo dominio consenso . El segundo dominio consenso
puede estar localizado en direcciéon 3’ (es decir, en el lado C terminal) del dominio RING . El segundo dominio
consenso puede consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37.

(N/S) YAVEYRG (V/G)K (T/S)KEE (K/R) (G/S) (V/T/T/F/L/M)EQ(L/I/V
/F)EEQ(R/L/K)VIEA(Q/K) (I/M)RMR(E/Q) (K/Q) (E/A)
(SEQ ID NO: 37).

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido DA2 puede comprender un segundo dominio consenso de una
secuencia de aminoacidos de DA2 mostrada en la Tabla 2, por ejemplo, los restos 106 a 141 de SEQ ID NO: 20,
restos 106 a 141 de SEQ ID NO: 21, restos 106 a 141 de SEQ ID NO: 22, restos 106 a 141 de SEQ ID NO: 23,
restos 106 a 141 de SEQ ID NO: 24, restos 107 a 143 de SEQ ID NO: 25, restos 107 a 143 de SEQ ID NO: 26,
restos 107 a 143 de SEQ ID NO: 27, restos 108 a 144 de SEQ ID NO: 28, restos 109 a 145 de SEQ ID NO: 29,
restos 111 a 147 de SEQ ID NO: 30, restos 107 a 143 de SEQ ID NO: 31, restos 90 a 125 de SEQ ID NO: 32, restos
108 a 143 de SEQ ID NO: 33, restos 108 a 143 de SEQ ID NO: 34 o restos 108 a 143 de SEQ ID NO: 35.

Se pueden identificar mas ejemplos de las secuencias de primer y segundo dominio adecuadas usando técnicas de
analisis de secuencia convencionales como se describe en el presente documento (por ejemplo, "Simple Modular
Architecture Research Tool” (SMART); EMBL Heidelberg, DE).

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido DA2 cuya expresién o actividad se reduce como se describe en
el presente documento pueden comprender un dominio RING de SEQ ID NO: 2, el primer dominio consenso de SEQ
ID NO: 36 y un segundo dominio consenso de SEQ ID NO: 37.

Por ejemplo, un polipéptido DA2 puede comprender cualquier combinacion de secuencia de dominio RING,
secuencia del primer dominio consenso y secuencia del segundo dominio consenso como se expuso anteriormente.

Un polipéptido DA2 adecuado puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:
20 a 35 expuestas en la Tabla 2 o pueden ser variante de una de estas secuencias. En algunas realizaciones
preferidas, un polipéptido DA2 puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28 o 33 (OsGW?2),
SEQ ID NO: 24 (AtDA2), SEQ ID NO: 25 0 SEQ ID NO: 31 (TaGW2) o puede ser una variante de una cualquiera de
estas secuencias que tenga actividad E3 ubiquitina ligasa.

Un polipéptido DA2 que es una variante de una cualquiera de las SEQ ID NO: 20 a 35 u otra secuencia de DA2 de
referencia puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 20 %, al menos 30 %, al menos 40
%, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 98 %
de identidad de secuencia con la secuencia de DA2 de referencia.

Un polipéptido DA2 que es una variante de una cualquiera de las SEQ ID NO: 20 a 35 ademas puede comprender
un dominio RING que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 2 un primer dominio consenso que tiene la secuencia de
SEQ ID NO: 36 y un segundo dominio consenso que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 37. Anteriormente se
expusieron ejemplos de secuencias adecuadas . En algunas realizaciones preferidas, un polipéptidos DA2 puede
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comprender el dominio RING, el primer dominio consenso y el segundo dominio consenso de una cualquiera de las
SEQ ID NO: 20 a 35.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido DA2 puede comprender una secuencia de nucledtidos expuesta en
una entrada de la base de datos seleccionada del grupo que consiste en JN896622.1 G1:408743658 (TaGW2-A); y
JN896623.1 G1:408743660 (TaGW2-B) o puede ser la variante de una de estas secuencias.

En algunas realizaciones preferidas, un acido nucleico que codifica un polipéptido DA2 puede comprender la
secuencia de nucledtidos que codifica AtDA2, AtDAL2, OsGW2, TaGW2-A o TaGW2-B o puede ser una variante de
una cualquiera de estas secuencias de DA2 que codifica un polipéptido que tiene actividad de DA2.

Los polipéptidos DA2 y los acidos nucleicos se pueden identificar en cualquier especie de interés, en particular, una
planta de cultivo, tal como trigo, cebada, maiz, arroz, soja y otras plantas agricolas, usando técnicas de analisis de
secuencia rutinarias.

En el presente documento se muestra que la reduccién en la expresién o actividad de DA2 en un planta aumenta
sinérgicamente el efecto sobre los caracteres asociados al rendimiento en plantas de mutaciones que reducen la
actividad o expresion de DAL. En realizaciones preferidas, los métodos descritos en el presente documento pueden
comprender reducir la expresién de DA2 en una planta que es deficiente en expresion o actividad de DAL o reducir
la expresion de tanto DA1 como DA2 en una planta.

Los polipéptidos DA1 son receptores de ubiquitina encontrados en plantas y estan descritos en detalle en Li y col.
(2008), Wang y col (2012) y el documento W0O2009/047525. Los polipéptidos DA1 cuya expresion o actividad se
reduce como se describe en el presente documento pueden comprender un dominio LIM, un dominio de C terminal
conservado y uno o mas dominios UIM.

Un dominio LIM comprende dos motivos dedo de Zn y pueden tener la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 38);
C(X)2C(X)16-23(H/C)(X)214(C/H/ENX)2C(X)2C(X)14-21(C/H)(X)2/13(C/HD/E)X
en la que X es cualquier aminoacido y los restos coordinadores de Zn estan subrayados.

Los restos coordinadores de Zn en el dominio LIM pueden ser C, H, D o E, preferentemente C.

En algunas realizaciones preferidas, un dominio LIM puede comprender motivos CXXC, HXXCXXCXXC y HxxC, en
los que X es cualquier aminoacido. Por ejemplo, un dominio LIM puede comprender la secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO: 39);

CUX)2C (X)15.23H)X)2C)K)2CX)2C (K)r4.21H(X)CX

en la que X es cualquier aminoacido y los restos coordinadores de Zn estan subrayados.

En algunas realizaciones, un dominio LIM puede comprender la secuencia de aminoacidos del dominio AtDAL LIM;
CAGCNMEIGHGRFLNCLNSLWHPECFRCYGCSQPISEYEFSTSGNYPFEKAEY

(§EQWD NO: 40; los restos coordinadores de Zn estan subrayados)

Otros dominios LIM incluyen el dominio LIM de una secuencia de aminoacidos DA1 mostrada en la Tabla 3, por
ejemplo, los restos 141 a 193 de SEQ ID NO: 41 (Si_GI-514815267.pro), restos 123 a 175 de SEQ ID NO: 42
(Bd_GI-357157184.pro), restos 155 a 207 de SEQ ID NO: 43(Br_DAlb.pro), restos 172 a 224 de SEQ ID NO: 44
(Br_DA1la.pro), restos 172 a 224 de SEQ ID NO: 45 (At_GI-15221983.pro), restos 117 a 169 de SEQ ID NO: 46
(Tc_GI-508722773.pro), restos 117 a 169 de SEQ ID NO: 47 (Gm_GI-356564241.pro), restos 121 a 173 de SEQ ID
NO: 48 (Gm_GI-356552145.pro), restos 119 a 171 de SEQ ID NO: 49 (Vv_GI-302142429.pro), restos 122 a 174 de
SEQ ID NO: 50 (Vv_GI-359492104.pro), restos 125 a 177 de SEQ ID NO: 51 (S1_GI-460385048.pro), restos 516 a
568 de SEQ ID NO: 52 (Os_GI-218197709.pro), restos 124 a 176 de SEQ ID NO: 53 (Os_GI-115466772.pro), restos
150 a 202 de SEQ ID NO: 54 (Bd_GI-357160893.pro), restos 132 a 184 de SEQ ID NO: 55 (Bd_GI-357164660.pro),
restos 124 a 176 de SEQ ID NO: 56 (Sb_GI-242092232.pro), restos 147 a 199 de SEQ ID NO: 57 (Zm_Gl-
212275448.pro), restos 190 a 242 de SEQ ID NO: 58 (At_GI-240256211.pro), restos 162 a 214 de SEQ ID NO: 59
(At_GI-145360806.pro), restos 1240 a 1291 de SEQ ID NO: 60 (At_GI-22326876.pro), restos 80 a 122 de SEQ ID
NO: 61 (At_GI-30698242.pro), restos 347 a 402 de SEQ ID NO: 62 (At_GI-30698240.pro), restos 286 a 341 de SEQ
ID NO: 63 (At_GI-15240018.pro) o restos 202 a 252 de SEQ ID NO: 64 (At_GI-334188680.pro).

Las secuencias de dominio LIM se pueden identificar usando técnicas de analisis de secuencia convencionales (por
ejemplo, "Simple Modular Architecture Research Tool” (SMART); EMBL Heidelberg, DE).

Ademas de un dominio LIM, una proteina DA1 puede comprender ademas una regién terminal carboxilo que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos 20 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %,
al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % de identidad de aminoacidos a la
secuencia de los restos 198 a 504 de SEQ ID NO: 41, restos 180 a 487 de SEQ ID NO: 42, restos 212 a 514 de
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SEQ ID NO: 43, restos 229 a 532 de SEQ ID NO: 44, restos 229 a 532 de SEQ ID NO: 45, restos 174 a 478 de SEQ
ID NO: 46, restos 174 a 474 de SEQ ID NO: 47, restos 178 a 478 de SEQ ID NO: 48, restos 176 a 462 de SEQ ID
NO: 49, restos 179 a 482 de SEQ ID NO: 50, restos 182 a 486 de SEQ ID NO: 51, restos 573 a 878 de SEQ ID NO:
52, restos 181 a 486 de SEQ ID NO: 53, restos 207 a 512 de SEQ ID NO: 54, restos 189 a 491 de SEQ ID NO: 55,
restos 181 a 486 de SEQ ID NO: 56, restos 204 a 508 de SEQ ID NO: 57, restos 247 a 553 de SEQ ID NO: 58,
restos 219 a 528 de SEQ ID NO: 59, restos 1296 a 1613 de SEQ ID NO: 60, restos 128 a 450 de SEQ ID NO: 61,
restos 404 a 702 de SEQ ID NO: 62, restos 343 a 644 de SEQ ID NO: 63 o restos 256 a 587 de SEQ ID NO: 64.

La regién terminal carboxilo de la proteina DAL puede comprender el motivo de metalopeptidasa HEMMH (SEQ ID
NO: 65).

La region terminal carboxilo ademas puede comprender un motivo EK(X)sR(X)sSEEQ (SEQ ID NO: 66) o
EK(X)sR(X)sSEQ (SEQ ID NO: 67) colocado entre el dominio LIM y el motivo HEMMH.

Ademas de un dominio LIM y una regién terminal carboxilo conservada, una proteina DALl puede comprender un
dominio UIM1 y un dominio UIM2. Los dominios UIM1 y UIM2 pueden estar localizados entre el terminal N y el
dominio LIM de la proteina DAL.

Un dominio UIM1 puede consistir en la secuencia de SEQ ID NO: 68 y un dominio UIM2 puede consistir en la
secuencia de SEQ ID NO: 69.

p---pLpbAl pb.Sbp-.pp p (SEQ ID NO: 68)

p---pLpbAl pb.Sbp-spp p (SEQ ID NO: 69)

en las que;
p es un resto de aminoacido polar, por ejemplo, C, D, E,H,K, N, Q,R, S0 T;
b es un resto de aminoacido grande, por ejemplo, E, F, H, I, K, L, M, Q, R, W o Y;
s es un resto de aminoéacido pequefio, por ejemplo, A, C,D, G, N, P, S, To V;

| es un resto de aminoacido alifatico, por ejemplo, I, Lo V;

. estd ausente o es cualquier aminoacido, y
- es cualquier aminoécido.

Se pueden identificar mas ejemplos de secuencias de dominio UIM1 y UIM2 usando técnicas de analisis de
secuencia convencionales como se describe en el presente documento (por ejemplo, "Simple Modular Architecture
Research Tool” (SMART); EMBL Heidelberg, DE).

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido DA1 puede comprender;

un dominio LIM de SEQ ID NO: 39,

una region terminal C que tiene al menos 20 % de identidad de secuencia con los restos 229 a 532 de la SEQ ID
NO: 45 o la region equivalente de una cualquiera de las SEQ ID NO: 41 a 44 o 46 a 64, expuestas anteriormente y
que comprende un motivo EK(X)sR(X)4«SEEQ 0 EK(X)sR(X)4SEQ y un motivo HEMMH,

un dominio UIM de SEQ ID NO: 66, y

un dominio UIM de SEQ ID NO: 67.

Una proteina DAL puede comprender una secuencia de aminoacidos de una proteina DAL vegetal mostrada en la
Tabla 3 (SEQ ID NO: 41 a 64) o puede ser un homdlogo o variante de una de estas secuencias que tiene actividad
de DAL. Por ejemplo, un polipéptido DAL puede comprender una secuencia de aminoacidos mostrada en la Tabla 3
(SEQ ID NO: 41 a 64) o puede ser variante de una de estas secuencias que tiene actividad de DAL.

Por ejemplo, un polipéptido DA1 puede comprender una secuencia de aminoacidos de AtDA1, AtDAR1, AtDAR2,
AtDARS3, AtDAR4, AtDARS5, AtDARS6, AtDAR7, BrDAla, BrDAlb, BrDAR1, BrDAR2, BrDAR3-7, BrDAL1, BrDAL2,
BrDAL3, OsDA1, OsDAR2, OsDAL3, OsDAL5, PpDAL1, PpDAL2, PpDAL3, PpDAL4, PpDALS5, PpDAL6, PpDAL7,
PpDALS8, SmDAL1, SmDAL2 o ZmDAL1, preferentemente AtDA1, AtDAR1 BrDAla, BrOA1lb, OsDA1 o ZmDAL o un
homélogo o variante de una de estas secuencias.

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido DAL puede comprender la secuencia de aminoacidos de AtDA1
(AT1G19270; NP_173361.1 Gl: 15221983) o puede ser variante de esta secuencia que tiene actividad de DAL.

Otras secuencias de proteina DAL que incluyen en los rasgos caracteristicos anteriormente expuestos se pueden
identificar usando herramientas de andlisis de secuencia convencionales. Un experto en la técnica es capaz de
identificar facilmente secuencias de acidos nucleicos que codifican proteinas DAL en cualquier especie vegetal de
interés.
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Una proteina DAL en una especie vegetal de interés puede tener una secuencia de aminoacidos que es una variante
de una secuencia de aminoacidos de referencia de la proteina DAL expuesta en el presente documento.

Un polipéptido de DA1 que es una variante de una secuencia de DA1 de referencia, tal como una cualquiera de las
SEQ ID NO 41 a 64, puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 20 %, al menos 30 %, al
menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al
menos 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de referencia.

Las variantes de secuencia de aminoacidos particulares que se dan en una especie vegetal pueden diferir de una
secuencia de referencia expuesta en el presente documento por insercion, adicion, sustitucion o delecion de 1
aminoécido, 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50, o mas de 50 aminoacidos.

En algunas realizaciones, un polipéptido DA1 el cual es una variante de la secuencia de AtDA1 de la SEQ ID NO: 45
puede comprender un dominio UIM1 que tiene la secuencia QENEDIDRAIALSLLEENQE (SEQ ID NO: 70) y un
dominio UIM2 que tiene la secuencia DEDEQIARALQESMVVGNSP (SEQ ID NO: 71).

Un polipéptido DAL que es una variante de la secuencia AtDA1 de la SEQ ID NO: 45 puede comprender un dominio
LIM que tiene la secuencia:

ICAGCNMEIGHGRFLNCLNSLWHPECFRCYGCSQPISEYEFSTSGNYPFHKAC (SEQ ID NO: 72)

Un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 puede comprender una secuencia de nucledtidos expuesta en
una entrada de base de datos seleccionada del grupo que consiste en NM_101785.3 GI:42562170 (AtDA1);
NM_001057237.1 GI1:115454202 (OsDA1); BT085014.1 GI: 238008663 (ZmDAI) o puede ser variante de una de
estas secuencias que codifica un polipéptido DA1 activo.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido de DA1 puede comprender la secuencia de
nucledtidos de AtDA1 (NM_101785.3 Gl: 42562170), ZmDA1l (BT085014.1 Gl: 238008663), OsDAl
(NM_001057237.1 GI:115454202) o puede ser una variante de una cualquiera de estas secuencias que codifica un
polipéptido que conserva actividad de DA1.

Los polipéptidos DAL y los acidos nucleicos codificantes se pueden identificar en especies vegetales, en particular
plantas de cultivo, tales como trigo, cebada, maiz, arroz, y otras plantas agricolas, usando técnicas de analisis de
secuencia rutinarias.

En algunas realizaciones preferidas, la actividad de DA1 en una o mas células de una planta se puede reducir
mediante la expresion de un polipéptido DA1 dominante negativo en la una o mas células (véase, por ejemplo, Liy
col. (2008); documento W0O2009/047525; Wang y col. 2012). Una planta que expresa un polipéptido DA1 dominante
negativo puede tener un fenotipo dal-1.

Un alelo dominante negativo de un polipéptido DAL puede comprender un polipéptido DAL que tiene una mutacién,
por ejemplo, una sustituciéon o delecion, en un resto R conservado que esta localizado en la posicién 358 de la
secuencia de aminoacidos de DA1 de A. thaliana, posicion 333 de la secuencia de aminoacidos de DAL de Z. mays
o la posicion equivalente en otra secuencia de aminoacidos de DAL. Por ejemplo, un alelo negativo dominante de un
polipéptido DA1 puede comprender una mutacion del resto R conservado en una posicién equivalente a la posicion
358 de la secuencia de aminoacidos de DA1 de A. thaliana o la posicion 333 de la secuencia de aminoéacidos de
DA1 de Z. mays. En realizaciones preferidas, el resto R conservado puede estar sustituido por K.

El resto R conservado que esta localizado en una posicidon en una secuencia de aminoacidos de DAL la cual es
equivalente a la posicion 358 de SEQ ID NO. 45 de DAL de A. thaliana o la posicion 333 de la DA1 de Z. mays de
SEQ ID NO: 57 esta localizada en la posicion en la secuencia de aminoacidos de DA1 que corresponde a R333 de
SEQ ID NO: 57 y R358 de SEQ ID NO: 45, es decir, esta en la misma posicién en relacion con los otros motivos y
dominios de la proteina DA1. El resto R conservado esta localizado entre el dominio LIM y el motivo de peptidasa
HEMMH de la regién del terminal C y estd completamente conservado en el mismo contexto de secuencia en las
proteinas DAL. El resto R conservado puede estar contenido en un motivo EK(X)sR(X)4SEEQ (SEQ ID NO: 66) o
EK(X)sR(X)4SEQ (SEQ ID NO: 67) en la region de terminal C.

El resto R conservado se puede identificar alineando estas regiones terminales C conservadas usando analisis de
secuencia convencional y herramientas de alineamiento y esta identificado con una flecha en las secuencias de la
Tabla 3.

El acido nucleico que codifica un alelo dominante negativo de una proteina DA se puede producir por cualquier
técnica conveniente. Por ejemplo, se puede emplear mutagénesis dirigida a sitio sobre un acido nucleico que
codifica un polipéptido DAL para alterar el resto R conservado en la posicion equivalente a R358 de DAL de A.
thaliana 0 R333 de la DAL de Zea mays, por ejemplo, a K. Los reactivos y los kits para la mutagénesis in vitro estan
comercialmente disponibles.
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En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo como se describe
en el presente documento puede estar unido de manera operativa a una secuencia reguladora heteréloga, tal como
un promotor, por ejemplo, un promotor constitutivo, inducible, especifico a tejido o especifico al desarrollo. El acido
nucleico que codifica el polipéptido DA1 dominante negativo puede estar comprendido en uno o mas vectores. Por
ejemplo, el acido nucleico mutado que codifica el alelo dominante negativo de una proteina DA1 ademas se puede
clonar en un vector de expresion y expresar en células vegetales como se describe mas adelante para alterar el
fenotipo vegetal.

En otras realizaciones, una mutacion se puede introducir en un acido nucleico DA1 enddgeno en una planta, de
modo que el polipéptido DAL codificado por el acido nucleico de DA1 mutante tenga actividad dominante negativa.

El acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo se puede expresar en la misma especie
vegetal o variedad de la cual se aisl6 originalmente o en una especie vegetal o variedad diferente (es decir, una
planta heteréloga).

En el presente documento también se muestra la reduccion o abolicién de la expresion de DA2 en una planta que
aumenta el efecto de las mutaciones que reducen la expresion o actividad de EODL1 sobre los caracteres asociados
al rendimiento en plantas.

Los métodos descritos en el presente documento pueden comprender reducir la expresién o actividad de DA2 en
una planta que es deficiente en la expresiéon o actividad de EOD1 o reducir la expresion o actividad de tanto DA2
como EODL1 en una planta. En realizaciones preferidas, la planta también puede ser deficiente en la actividad de
DA1 o el método puede comprender ademas reducir o abolir la expresién de DAL en la planta.

Los polipéptidos EOD1 son E3 ubiquitina ligasas encontradas en las plantas y estan descritos en detalle en Disch y
col. (2006), Liy col. (2008) y el documento W0O2009/047525.

Un polipéptido EOD1 cuya expresidn o actividad se reduce como se describe en el presente documento puede
comprender un dominio EOD. Un dominio EOD adecuado puede consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 73;

(E/K)RCVICQ{L/M) (K/R/G/T/E}Y(K/R) (R/I}) (G/K) {D/N/E) (R/Q/K/L}Q(I
/M/V) (K/N/T/RBYL(L/PYC{K/S)H(V/A)YH(S/T/G/BA) (E/Q/D/S/G)C(I/G/T/
V) (3/T) (K/RYWL(G/T/S)INK(V/I/A/K)CP(V/I)C {(SEQ ID NO: 73)

En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido EOD1 puede comprender un dominio EOD que tiene una
secuencia de aminoacidos de los restos 195 a 237 de SEQ ID NO: 74 (Zm_GI-223973923.pro), restos 195 a 237 de
SEQ ID NO: 75 (Sh_GI-242042045.pro), restos 195 a 237 de SEQ ID NO: 76 (Zm_GI-226496789.pro), restos 218 a
260 de SEQ ID NO: 77 (Os_GI-222624282.pro), restos 196 a 238 de SEQ ID NO: 78 (Os_GI-115451045.pro), restos
197 a 239 de SEQ ID NO: 79 (Bd_GI-357113826.pro), restos 193 a 235 de SEQ ID NO: 80 (SI_GI-460410949.pro),
restos 187 a 229 de SEQ ID NO: 81 (Rc_GI-255582236.pro), restos 150 a 192 de SEQ ID NO: 82 (Pt_Gl-
224059640.pro), restos 194 a 236 de SEQ ID NO: 83 (Gm_GI-356548935.pro), restos 194 a 236 de SEQ ID NO: 84
(Gm_GI-356544176.pro), restos 194 a 236 de SEQ ID NO: 85 (Vv_GI-359487286.pro), restos 189 a 231 de SEQ ID
NO: 86 (Tc_GI-508704801.pro), restos 192 a 234 de SEQ ID NO: 87 (Pp_GI-462414664.pro), restos 190 a 232 de
SEQ ID NO: 88 (Cr_GI-482561003.pro), restos 195 a 237 de SEQ ID NO: 89 (At_GI-22331928.pro) o restos 195 a
237 (SI_GI-460370551.pro) de SEQ ID NO: 90, mostrados en la Tabla 4.

Se pueden identificar mas secuencias dominio de EOD adecuadas usando técnicas de analisis de secuencia
convencionales como se describe en el presente documento (por ejemplo, "Simple Modular Architecture Research
Tool” (SMART); EMBL Heidelberg, DE).

Un polipéptido EOD1 cuya expresién o actividad se reduce como se describe en el presente documento puede
comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO 74 a 90 expuestas en la Tabla 4.
En algunas realizaciones realizadas, un polipéptido EOD1 puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 89 (AtEOD1) o0 SEQ ID NOS: 77 o0 78 (OsEOD1) o puede ser una variante de esta secuencia que conserva la
actividad E3 ubiquitina ligasa.

Un polipéptido EOD1 que es una variante de una cualquiera de las SEQ ID NO: 74 a 90 u otra secuencia de EOD1
de referencia puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 20 %, al menos 30 %, al menos
40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos
98 % de identidad de secuencia con la secuencia de EOD1 de referencia.

Un polipéptido EOD que es una variante de una cualquiera de las SEQ ID NO: 74 a 90 ademas puede comprender
un dominio de EOD que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 73. Anteriormente se expusieron ejemplos de secuencias
adecuadas .

Un acido nucleico que codifica un polipéptido EOD1 puede comprender una secuencia de nucleétidos expuesta en
una entrada de base de datos seleccionada del grupo que consiste en XM_002299911.1 GI:224059639 (PtEOD1);
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XM_002531864.1 GI:255582235 (RcEOD1); XM_002279758.2 GI:359487285 (VVEOD1); XM_003542806.1
Gl:356548934 (GMEODla); XM_003540482.1 GI:356544175 (GmEOD1b); XM_002468372.1 GI:242042044
(SbEOD1); NM_001147247.1 Gl:226496788 (ZmEOD1); o NP_001030922.1 GI: 79316205 (AtEOD1; At3g63530) 0
puede ser variante de una de estas secuencias.

En algunas realizaciones preferidas, un acido nucleico que codifica un polipéptido EOD1 puede comprender la
secuencia de nuclettidos que codifica AtEOD1 o OsEOD1 o puede ser una variante de una cualquiera de estas
secuencias que codifica un polipéptido que tiene actividad de EODL1.

Los polipéptidos EODL1 y los acidos nucleicos codificantes cuya expresion o actividad se reduce como se describe
en el presente documento se pueden identificar facilmente en cualquier especie vegetal de interés, en particular una
planta de cultivo, tal como trigo, cebada, maiz, arroz, y otras plantas agricolas, usando técnicas de andlisis de
secuencia rutinarias.

En el presente documento también se muestra que la mutacion de DA2 en plantas aumenta sinérgicamente el efecto
de las combinaciones de las mutaciones de DAl y EODL1 sobre los caracteres asociados con el rendimiento en
plantas.

Los métodos descritos en el presente documento no se limitan a especies vegetales particulares y la expresion o
actividad de DA2, DA1 o DA1 y EOD1 se puede reducir en cualquier especie vegetal de interés, como se describe
en el presente documento.

Un polipéptido DAL, DA2 o0 EODL1 en una especie vegetal de interés puede tener una secuencia de aminoacidos que
es una variante de una respectiva secuencia de aminoacidos de referencia de DA1, DA2 o EOD1 expuesta en el
presente documento. Un polipéptido de DAL, DA2 o EOD1 que es una variante de una secuencia de referencia
expuesta en el presente documento, puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 20 %, al
menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, o al menos 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de referencia.

Las variantes particulares de la secuencia de aminoacidos que se dan en una especie vegetal pueden diferir de una
secuencia de referencia expuesta en el presente documento por insercién, adicion, sustitucion o delecion de 1
aminoécido, 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50, o mas de 50 aminoacidos.

Un acido nucleico de DAL, DA2 o EOD1 en una especie vegetal de interés puede tener una secuencia de
nucleétidos que es una variante de una respectiva secuencia de nucleétidos de referencia de DAL, DA2 o EOD1
expuesta en el presente documento. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos variante puede ser un homdlogo, o
alelo de una secuencia de DAL, DA2 o EOD1 de referencia expuesta en el presente documento, y puede diferir de la
secuencia de nucledtidos de DA1, DA2 o EOD1 de referencia por una o mas de adicién, insercion, delecion o
sustitucion de uno o mas nucleétidos en el acido nucleico, por ejemplo, 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50, o mas de
50, conduciendo a la adicion, insercion, delecion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en el polipéptido
codificado. Por supuesto, se incluyen los cambios al acido nucleico que no producen diferencia con la secuencia de
aminoacidos codificada. Un acido nucleico codificante de DA1, DA2 o EOD1 puede comprender una secuencia que
tiene al menos 20 % o al menos 30 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de referencia,
preferentemente al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, o al menos 98 %. La identidad de secuencia se describié anteriormente.

La similitud e identidad de secuencia se definen cominmente con referencia al algoritmo GAP (Wisconsin Package,
Accelerys, San Diego USA). GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsh para alinear dos secuencias completas
gue maximiza el nimero de apareamientos y minimiza el nimero de huecos (gaps). Generalmente, se usan los
parametros por defecto, con una penalizacién de creacidn de hueco = 12 y penalizacion de extension de hueco = 4.
Se puede preferir el uso de GAP pero se pueden usar otros algoritmos, por ejemplo, BLAST (el cual usa el método
de Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:405-410), FASTA (el cual usa el método de Pearson y Lipman (1988)
PNAS USA 85:2.444-2.448), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147:195-197),
o el programa TBLASTN, de Altschul y col. (1990) supra, generalmente empleando los parametros por defecto. En
particular, se puede usar el algoritmo psi-Blast (Nucl. Acids Res. (1997) 25:3.389-3.402).

La comparacion de secuencia se puede realizar sobre la longitud completa de la secuencia relevante descrita en el
presente documento.

Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos variantes adecuadas se pueden identificar en cualquier especie
vegetal de interés usando técnicas de andlisis de secuencia convencionales.

La secuencia de nucleétidos de DAL, DA2 o EOD1 que es una variante de una secuencia de acidos nucleicos de

DA1, DA2 o EOD1 de referencia expuesta en el presente documento, puede hibridar selectivamente bajo
condiciones estrictas con esta secuencia de acidos nucleicos o el complemento de la misma.
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Las condiciones estrictas incluyen, por ejemplo, para la hibridacion de secuencias que son aproximadamente
idénticas al 80 a 90 %, hibridacién durante la noche a 42 °C en NazHPO4 0,25 M, pH 7,2, 6,5 % de SDS, 10 % de
sulfato de dextrano y un lavado final a 55 °C en 0,1x SSC, 0,1 % de SDS. Para la deteccion de las secuencias que
son idénticas al mas de aproximadamente 90 %, las condiciones adecuadas incluyen hibridacion durante la noche a
65 °C en NazHPO4 0,25 M, pH 7,2, 6,5 % de SDS, 10 % de sulfato de dextrano y un lavado final a 60 °C en 0,1x
SSC, 0,1 % de SDS.

Una alternativa, la cual puede ser particularmente apropiada con las preparaciones de acido nucleico vegetal, es una
solucion de 5x SSPE (final NaCl 0,9 M, fosfato de sodio 0,05 M, EDTA 0,005 M pH 7,7), 5x solucién de Denhardt,
0,5 % de SDS, a 50 °C o 65 °C durante la noche. Los lavados se pueden realizar en 0.2x SSC/0,1 % de SDS a 65 °C
0 a 50-60 °C en 1x SSC/0,1 % de SDS, como sea requerido.

Los &cidos nucleicos como se describe en el presente documento pueden ser completamente o parcialmente
sintéticos. En particular, pueden ser recombinantes en el sentido de que las secuencias de acidos nucleicos que no
se encuentran juntas en la naturaleza (no van contiguamente) se han ligado o si no combinado artificialmente.
Alternativamente, se pueden haber sintetizado directamente, por ejemplo, usando un sintetizador automatizado.

La expresién de un acido nucleico de DA2 y un acido nucleico de DA1 y/o EOD1 se puede reducir o abolir en una o
mas células de una planta por cualquier técnica conveniente.

Los métodos para reducir la expresién o actividad de un polipéptido DA2 y un polipéptido DA1 y/o EOD1 en una
planta son bien conocidos en la técnica y se describen a mas detalle a continuaciéon. En algunas realizaciones, la
expresion del polipéptido DA2, DA1 y/o EOD1 activo se puede reducir, preferentemente abolir, introduciendo una
mutacion en la secuencia de acidos nucleicos en una célula vegetal que codifica el polipéptido o que regula la
expresion de dicha secuencia de acidos nucleicos. La mutacién puede alterar la expresién o funcion del polipéptido
DA2, DAl y/o EODL1. Las mutaciones adecuadas incluyen mutaciones de inactivacion (knockout) y atenuacion
(knockdown). En algunas realizaciones, una mutacion puede producir un alelo dominante negativo de DAl. A
continuacion, una planta se puede regenerar a partir de la célula mutada. Los acidos nucleicos se pueden mutar por
insercidn o delecidon de uno o mas nucledtidos. Las técnicas para la mutagénesis, la inactivacion o knockout de los
genes diana son bien conocidas en la técnica (por ejemplo, “In Vitro Mutagenesis Protocols; Methods in Molecular
Biology” (2° Ediciéon) Ed Jeff Braman; Sambrook J. y col. 2012. “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (4°
Edicion) CSH Press; “Current Protocols in Molecular Biology”; Ed Ausubel y col (2013) Wiley). En algunas
realizaciones, las mutaciones se pueden introducir en un gen de EOD1, DA2 o DA1 diana por técnicas de edicion de
genoma, por ejemplo, técnicas de nucleasa guiada a ARN tales como CRISPR, nucleasas de dedo de Zinc (ZFN) y
nucleasas efectoras tipo transactivador (TALEN) (Urnov, F.D. y col. Nature reviews. Genetics 11, 636-646 (2010);
Joung, J.K. y col. Nature reviews. Molecular cell biology 14, 49-55 (2013); Gasiunas, G. y col PNAS USA 109,
E2579-2586 (2012); Cong, L. y col. Science 339, 819-823 (2013)).

Las mutaciones que reducen la expresion o actividad pueden incluir una delecion, insercidon o sustitucién de uno o
mas nucleétidos, en relacion con la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre, una amplificacion de gen o un
incremento o descenso en metilacion, para ejemplo, hipermetilacion. La una 0 mas mutaciones puede estar en una
regién codificante o no codificante de la secuencia de acidos nucleicos. Las mutaciones en la regién codificante del
gen que codifica el componente puede prevenir la traduccién de la proteina activa de longitud completa, es decir,
mutaciones truncadoras, o permitir la traduccién de la proteina de funcion de longitud completa pero inactiva o
alterada, es decir, mutaciones de sentido erréneo. Las mutaciones o cambios epigenéticos, tales como metilacion,
en regiones no codificantes del gen que codifica el componente, por ejemplo, en un elemento regulador, pueden
prevenir la transcripcién del gen. Un acido nucleico que comprende una o mas mutaciones de secuencia puede
codificar un polipéptido variante que ha reducido o abolido la actividad o puede codificar un polipéptido del tipo
silvestre que tiene poca o0 ninguna expresion en la célula, por ejemplo, por la actividad alterada de un elemento
regulador. Un acido nucleico que comprende una 0 mas mutaciones de secuencia pueden tener una, dos, tres,
cuatro o més mutaciones en relacién con la secuencia inmadura.

Por ejemplo, la actividad de EOD1 se puede reducir, preferentemente abolir, introduciendo una mutacion, tal como
una delecion, inserciéon o sustitucién, a una posicién correspondiente a la posicion 44 de la SEQ ID NO: 89, por
ejemplo, una sustitucion A por T. Una posicién en una secuencia de polipéptido EOD1 que es equivalente a la
posicion 44 de la SEQ ID NO: 89 se puede identificar usando analisis de secuencia convencional y herramientas de
alineamiento, como se muestra en la Tabla 4.

Las secuencias codificantes de DA2, DA1 y EOD1 se pueden identificar en cualquier especie vegetal de interés
usando técnicas de analisis de secuencia convencionales, por ejemplo, por comparaciéon con las secuencias de
referencia expuestas en el presente documento.

Las mutaciones adecuadas para abolir la expresion de un polipéptido de DA2, DAl y/o EOD1 activa estaran
facilmente claras para el experto.
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En algunas realizaciones preferidas, una mutacién que reduce o abole la expresion o actividad de DA2 se puede
introducir en una célula vegetal que expresa un polipéptido DA1 dominante negativo y opcionalmente comprende o
bien i) un acido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor de EOD1 o ii) una mutacién que reduce
la expresion o actividad de EOD1.

En algunas realizaciones, la expresion de un polipéptido DAL, DA2 y/o EOD1 se puede reducir en una célula vegetal
mediante la expresion de un &cido nucleico heter6logo que codifica o transcribe un acido nucleico supresor, por
ejemplo, una molécula de ARN o ARNi supresora, dentro de las células de dicha planta. El ARN supresor suprime la
expresion de su polipéptido diana (es decir, DAL, DA2 0 EOD1) en las células vegetales.

Los &cidos nucleicos como se describe en el presente documento pueden ser completamente o parcialmente
sintéticos. En particular, pueden ser recombinantes en el sentido de que las secuencias de acidos nucleicos que no
se encuentran juntas en la naturaleza (no van contiguamente) se han ligado o si no combinado artificialmente.
Alternativamente, se pueden haber sintetizado directamente, por ejemplo, usando un sintetizador automatizado.

El acido nucleico, por supuesto, puede ser de cadena doble o sencilla, ADNc o ADN gendémico, o ARN. El &cido
nucleico puede ser completamente o parcialmente sintético, dependiendo del disefio. Naturalmente, el experto en la
técnica entendera que cuando el acido nucleico incluye ARN, la referencia a la secuencia mostrada se deberia
construir como referencia al equivalente de ARN, con U sustituida por T.

“Heterélogo” indica que el gen/secuencia de nucledtidos en cuestidon o una secuencia que regula el gen/secuencia
en cuestion, se ha introducido en dichas células de la planta o un ancestro de la misma, usando modificaciéon por
ingenieria genética o medios recombinantes, es decir, por intervencion humana. Las secuencias de nucleotidos que
son heterdlogas a una célula vegetal pueden ser de origen natural en células de ese tipo, variedad o especie (es
decir, exdgena o extrafia) o pueden ser secuencias que no se dan de manera natural en ese ambiente subcelular o
gendmico de las células o pueden ser secuencias que no se regulan de manera natural en la células, es decir,
unidas de manera operativa a un elemento regulador no natural.

La supresion de la expresion de un polipéptido diana en las células vegetales es bien conocido en la técnica. Un
acido nucleico supresor adecuado puede ser una copia de todo o parte del gen de DA1, DA2 y/o EOD1 diana
insertado en la orientacion antisentido o sentido o ambas en relacién con el gen de DA1, DA2 y/o EOD1, para
conseguir la reduccion en la expresion del gen diana. Véase, por ejemplo, van der Krol y col., (1990) The Plant Cell
2, 291-299; Napoli y col., (1990) The Plant Cell 2, 279-289; Zhang y col., (1992) The Plant Cell 4, 1.575-1.588, y US-
A-5.231.020. Mas mejoras de este planteamiento se pueden encontrar en el documento W0O95/34668 (Biosource);
Angell & Baulcombe (1997) The EMBO Journal 16, 12:3.675-3.684; y Voinnet & Baulcombe (1997) Nature 389: pg
553.

En algunas realizaciones, el acido nucleico supresor puede ser un supresor sentido de la expresion del polipéptido
DA1, DA2 y/o OEDL1.

Un acido nucleico supresor adecuado puede ser un ARN de doble cadena (Fire A. y col. Nature, Vol. 391, (1998)). El
silenciamiento mediado por ARNdc es especifico a gen y con frecuencia se denomina interferencia por ARN (ARNi).
La ARNi es un proceso en dos etapas. Primero, el ARNdc se escinde dentro de la célula para producir ARN
interferentes cortos (ARNic) de aproximadamente 21 a 23 nucleétidos de longitud con fosfato terminal 5’ y salientes
cortos 3' (aproximadamente 2 nucle6tidos). El ARNic dirige la secuencia de ARNm correspondiente especificamente
para la destruccion (Zamore P.D. Nature Structural Biology, 8, 9, 746-750, (2001).

Los ARNic (algunas veces llamados microARN) regulan a la baja la expresion génica uniéndose a ARN
complementarios y o bien desencadenando la eliminacién del ARNm (ARNi) o parando la traduccion del ARNm a
proteina. EI ARNic se puede derivar procesando los ARN de doble cadena largos y cuando se encuentra en la
naturaleza son generalmente de origen exdgeno. Los ARN microinterferentes (ARNmi) son ARN no codificantes
pequefios endégenamente codificados, derivados por el procesamiento de horquillas cortas. Tanto los ARNic como
los ARNmi pueden inhibir la traduccién de los ARNm que portan secuencias diana parcialmente complementarias sin
escision de ARN y degradan los ARNm que portan secuencias completamente complementarias.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona el uso de secuencias de ARNi basadas en la secuencia de acidos
nucleicos de DA1, DA2 y/o EOD1 para la supresion de la expresion del polipéptido DAL, DA2 y/o EOD1. Por
ejemplo, una secuencia de ARNi puede corresponder a un fragmento de una secuencia de nucleétidos de DAL, DA2
0 EODL1 de referencia expuesta en el presente documento o puede ser una variante del mismo.

Las moléculas de ARNic generalmente son de doble cadena, para optimizar la eficacia de la regulacion a la baja
mediada por ARN de la funcién de un gen diana, es preferido que se elija la longitud y la secuencia de la molécula
de ARNic para asegurar el reconocimiento correcto del ARNic por el complejo RISC que media el reconocimiento
por el ARNic de la diana de ARNm y de manera que el ARNic sea suficientemente corto para reducir una respuesta
del hospedador.
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Los ligandos de ARNmi generalmente son de cadena sencilla y tienen regiones que son parcialmente
complementarias que posibilitan que los ligandos formen una horquilla. Los ARNmi son secuencias de ARN que se
transcriben del ADN, pero no se traducen a proteina. Una secuencia de ADN que codifica un ARNmi es mayor que
el ARNmi. Esta secuencia de ADN incluye la secuencia de ARNmi y un complemento inverso aproximado. Cuando
esta secuencia de ADN se transcribe a una molécula de ARN de cadena sencilla, la secuencia de ARNmi y su par
de bases complemento inverso forman un segmento de ARN de parcialmente doble cadena. El disefio de las
secuencias de microARN se analiza en John y col, PLoS Biology, 11(2), 1.862-1.879, 2004.

Generalmente, las moléculas de ARN destinadas a imitar los efectos del ARNic o ARNmi tienen entre 10 y 40
ribonucleétidos (0 analogos sintéticos de los mismos), mas preferentemente entre 17 y 30 ribonucleétidos, mas
preferentemente entre 19 y 25 ribonucledtidos y lo méas preferentemente entre 21 y 23 ribonucleétidos. En algunas
realizaciones de la invencion que emplean ARNic de doble cadena, la molécula puede tener salientes 3’ simétricos,
por ejemplo, de uno o dos (ribo)nucleétidos, generalmente un UU de saliente 3' dTdT. Basandose en la descripcion
proporcionada en el presente documento, el experto puede facilmente disefiar secuencias de ARNic y ARNmi
adecuadas, por ejemplo, usando recursos tales como buscador de ARNic (Ambion). Las secuencias de ARNic y
ARNmMI se pueden producir sintéticamente y afiadir exdgenamente para causar regulacion a la baja del gen o se
producen usando sistemas de expresién (por ejemplo, vectores). En una realizacién preferida, el ARNic se sintetiza
sintéticamente.

Se pueden procesar ARN de doble cadena mayores en la célula para producir ARNic (véase, por ejemplo, Myers
(2003) Nature Biotechnology 21:324-328). La molécula de ARNdc mayor puede tener salientes 3' 0 5’ simétricos, por
ejemplo, de uno o dos (ribo)nucleétidos, o pueden tener extremos romos. La molécula de ARNdc mayor puede ser
de 25 nucledtidos o mayor. Preferentemente, las moléculas de ARNdc mayores son de entre 25 y 30 nucle6tidos de
longitud. Mas preferentemente, las moléculas de ARNdc mayores son de entre 25 y 27 nucle6tidos de longitud. Lo
mas preferentemente, las moléculas de ARNdc son de 27 nucledtidos de longitud. Los ARNdc de 30 nucleétidos o
mas de longitud se pueden expresar usando el vector pPDECAP (Shinagawa y col., Genes and Dev., 17, 1.340-5,
2003).

Otra alternativa es la expresion de una molécula de ARN de horquilla corta (ARNhc) en la célula. Los ARNhc son
mas estables que los ARNic sintéticos. Un ARNhc consiste en repeticiones invertidas cortas separadas por una
secuencia de bucle pequefio. Una repeticion invertida es complementaria a la diana génica. En la célula el ARNhc se
procesa por DICER en un ARNic que degrada el ARNm de gen diana y suprime la expresion. En una realizacion
preferida el ARNhc se produce endégenamente (dentro de una célula) por transcripcion de un vector. Los ARNhc se
pueden producir dentro de una célula por transfeccién de la célula con un vector que codifica la secuencia de ARNhc
bajo control de un promotor de ARN polimerasa Il tal como el promotor H1 o 7SK humano o un promotor de ARN
polimerasa Il. Alternativamente, el ARNhc se puede sintetizar exdgenamente (in vitro) mediante la transcripcion de
un vector. El ARNhc, a continuacion, se puede introducir directamente en la célula. Preferentemente, la molécula de
ARNhc comprende una secuencia parcial de DAL, DA2 y/o EOD1. Por ejemplo, la secuencia de ARNhc es de entre
40 y 100 bases de longitud, mas preferentemente entre 40 y 70 bases de longitud. El tallo de la horquilla es
preferentemente de entre 19 y 30 pares de bases de longitud. El tallo puede contener apareamientos G-U para
estabilizar la estructura de la horquilla.

Las moléculas de ARNic, las moléculas de ARNdc mayores o las moléculas de ARNmi se pueden producir
recombinantemente mediante la transcripcion de una secuencia de acidos nucleicos, preferentemente contenida en
un vector. Preferentemente, la molécula de ARNic, la molécula de ARNdc mayor o la molécula de ARNmi
comprende una secuencia parcial de una secuencia de nucleétidos de DA2, DA1 o EOD1 de referencia expuesta en
el presente documento o una variante de la misma.

En otras realizaciones, el acido nucleico supresor puede ser un supresor antisentido de la expresién del polipéptido
DA1, DA2 y/o EODL. En el uso de las secuencias antisentido para regular a la baja la expresion génica, se coloca
una secuencia de nucleotidos bajo el control de un promotor en una “orientacién inversa” de modo que la
transcripcion produce ARN que es complementario al ARNm normal transcrito a partir de la cadena “sentido” del gen
diana. Véase, por ejemplo, Rothstein y col., 1987; Smith y col., (1988) Nature 334, 724-726; Zhang y col, (1992) The
Plant Cell 4, 1.575-1.588, English y col., (1996) The Plant Cell 8, 179-188. La tecnologia antisentido también se
revisa en Bourque, (1995), Plant Science 105, 125-149, y Flavell (1994) PNAS USA 91, 3.490-3.496.

Un acido nucleico supresor antisentido puede comprender que una secuencia antisentido de al menos 10
nucleétidos de una secuencia de nucledtidos que es un fragmento de una secuencia de nucleétidos de DA2, DAL o
EOD1 de referencia expuesta en el presente documento o una variante de la misma.

Puede ser preferible que haya identidad de secuencia completa en la secuencia usada para la regulacién a la baja
de la expresion de una secuencia diana, y la secuencia diana, aunque no es esencial la complementariedad o
similitud total de secuencia. Uno o mas nuclettidos pueden diferir en la secuencia usada del gen diana. Por tanto,
una secuencia empleada en una regulacién a la baja de la expresion génica de acuerdo con la presente invencion
puede ser una secuencia de tipo silvestre (por ejemplo, gen) seleccionada de aquellas disponibles, o una variante de
dicha secuencia.
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La secuencia no necesita incluir un marco de lectura abierto o especificar un ARN que sea traducible. Puede ser
preferido que haya suficiente homologia para las respectivas moléculas de ARN antisentido y sentido para hibridar.
Puede haber regulacién a la baja de la expresién génica incluso cuando hay aproximadamente 5 %, 10 %, 15 % o
20 % o mas desapareamiento entre la secuencia usada y el gen diana. Efectivamente, la homologia deberia ser
suficiente para que tenga lugar la regulacion a la baja de la expresion génica.

Una molécula de ARN supresora puede comprender 10 a 40 nucleétidos de la cadena sentido o antisentido de una
secuencia de acidos nucleicos que codifica polipéptido DA2, DA1 y/o EODL1.

Los acidos nucleicos supresores pueden estar unidos de manera operativa a promotores heterélogos, por ejemplo,
promotores especificos a tejido o inducibles. Por ejemplo, se pueden usar promotores especificos a integumento y
semilla para regular a la baja especificamente dos o mas acidos nucleicos de DA1, DA2 y/o EOD1 en 6vulos y
semillas en desarrollo para incrementar el tamafo de semilla final.

En algunas realizaciones preferidas, el acido nucleico supresor de DA2 se puede expresar en una célula vegetal con
un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo y opcionalmente un acido nucleico supresor
de EODL.

El acido nucleico que codifica el acido nucleico supresor y/o un polipéptido DALl dominante negativo puede estar
comprendido en uno o mas vectores.

El acido nucleico que codifica el(los) acido(s) nucleico(s) supresor(es) como se describe en el presente documento
y/o el polipéptido DA1 dominante negativo pueden estar unidos de manera operativa a una secuencia reguladora
heterdloga, tal como un promotor, por ejemplo, un promotor constitutivo, inducible, especifico a tejido o de desarrollo
como se describi6é anteriormente.

El &cido nucleico que codifica el(los) acido(s) nucleico(s) supresor(es) como se describe en el presente documento
y/o los polipéptidos DA1 dominantes negativos pueden estar contenidos en una construccion o vector de acido
nucleico. La construccién o vector es preferentemente adecuada para la transformaciéon en y/o expresiéon en una
célula vegetal. Un vector es, inter alia, cualquier plasmido, cdsmido, fago o vector binario de Agrobacterium en forma
lineal o circular de doble cadena o sencilla, el cual puede ser o puede no ser auto-transmisible o movilizable, y el
cual puede transformar el hospedador procariota 0 eucariota, en particular, un hospedador vegetal, o bien por
integracion en el genoma celular o salida extracromosémicamente (por ejemplo, plasmido de replicaciéon auténoma
con un origen de replicacion).

Especificamente se incluyen vectores lanzaderas por lo cual se quiere decir un vehiculo de ADN capaz, de manera
natural o por disefio, de replicacién en dos organismos diferentes, los cuales se pueden seleccionar de Actinomyces
y especies relacionadas, bacterias y células eucariotas (por ejemplo, de planta superior, mamifero, levadura u
hongo).

Una construccion o vector que comprende acido nucleico como se describié anteriormente no necesita incluir un
promotor u otra secuencia reguladora, particularmente si el vector es para usarse para introducir el acido nucleico en
las células para la recombinacion en el genoma.

Las construcciones y los vectores ademas pueden comprender marcadores genéticos seleccionables que consisten
en genes que confieren fenotipos seleccionables tales como resistencia a antibiéticos tales como kanamicina,
higromicina, fosfinotricina, clorsulfurén, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas, glifosato y d-
aminodcidos.

Los expertos en la técnica pueden construir vectores y disefiar protocolos para la expresion génica recombinante,
por ejemplo, en una célula microbiana o vegetal. Los vectores adecuados se pueden elegir o construir, conteniendo
secuencias reguladoras apropiadas, que incluyen secuencias promotoras, fragmentos terminadores, secuencias de
poliadenilacién, secuencias potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias como sea apropiado. Para mas
detalles, véase, por ejemplo, “Molecular Cloning: a Laboratory Manual™: 3° Edicién, Sambrook y col, 2001, “Cold
Spring Harbor Laboratory Press and Protocols in Molecular Biology”, Segunda Edicion, Ausubel y col. eds. John
Wiley & Sons, 1992. Los procedimientos y vectores especificos previamente usados con amplio éxito sobre las
plantas estan descritos por Bevan, Nucl. Acids Res. (1984) 12, 8.711-8.721), y Guerineau y Mullineaux, (1993) “Plant
transformation and expression vectors. In: Plant Molecular Biology Labfax” (Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific
Publishers, pp 121-148.

Cuando se introduce una construccion génica elegida en una célula, se deben tener en cuenta ciertas
consideraciones, bien conocidas por los expertos en la técnica. El acido nucleico a insertar se deberia reunir dentro
de una construccion que contiene elementos reguladores eficaces que conduciran la transcripcion. Debe haber
disponible un método de transporte de la construccion dentro de la célula. Una vez que la construccion esta dentro
de la membrana celular, ocurrird 0 no la integracion en el material cromosémico enddgeno. Finalmente, el tipo de
célula diana es preferentemente de modo que las células se pueden regenerar en plantas completas.
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Es deseable usar una construccion y el método de transformacion que aumenta la expresion del acido nucleico que
codifica el acido nucleico supresor o polipéptido DA1 dominante negativo. La integracion de una copia Unica del gen
dentro del genoma de la célula vegetal puede ser beneficioso para minimizar los efectos del silenciamiento génico.
Igualmente, el control de la complejidad de la integracion puede ser beneficioso a este respecto. De particular interés
a este respecto es la transformacion de las células vegetales que utilizan una construcciéon de expresion génica
minima segun, por ejemplo, la Patente Europea N.° EP1407000B1.

Las técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica se pueden usar para introducir las construcciones de
acido nucleico y los vectores en las células vegetales para producir plantas transgénicas con las propiedades
descritas en el presente documento.

La transformacion en Agrobacterium es un método muy usado por los expertos en la técnica para transformar
especies vegetales. La produccion de plantas transgénicas fértiles estables es ahora rutinaria en la técnica (véase,
por ejemplo, Toriyama, y col. (1988) Bio/Technology 6, 1.072-1.074; Zhang, y col. (1988) Plant Cell Rep. 7, 379-384;
Zhang, y col. (1988) Theor. Appl. Genet 76, 835-840; Shimamoto, y col. (1989) Nature 338, 274-276; Datta, y col.
(1990) Bio/Technology 8, 736-740; Christou, y col. (1991) Bio/Technology 9, 957-962; Peng, y col. (1991)
International Rice Research Institute, Manila, Filipinas 563-574; Cao, y col. (1992) Plant Cell Rep. 11, 585-591; Li, y
col. (1993) Plant Cell Rep. 12, 250-255; Rathore, y col. (1993) Plant Molecular Biology 21, 871-884; Fromm, y col.
(1990) Bio/Technology 8, 833-839; Gordon-Kamm, y col. (1990) Plant Cell 2, 603-618; D’'Halluin, y col. (1992) Plant
Cell 4, 1.495-1.505; Walters, y col. (1992) Plant Molecular Biology 18, 189-200; Koziel, y col. (1993) Biotechnology
11, 194-200; Vasil, I.K. (1994) Plant Molecular Biology 25, 925-937; Weeks, y col. (1993) Plant Physiology 102,
1.077-1.084; Somers, y col. (1992) Bio/Technology 10, 1.589-1.594; W092/14828; Nilsson, O. y col (1992)
Transgenic Research 1, 209-220).

Otros métodos, tales como bombardeo de microproyectil o particulas (documentos US 5100792, EP-A-444882, EP-
A-434616), electroporacion (documentos EP 290395, WO 8706614), microinyeccion (documentos WO 92/09696,
WO 94/00583, EP 331083, EP 175966, Green y col. (1987) “Plant Tissue and Cell Culture”, Academic Press),
captacion directa de ADN (documentos DE 4005152, WO 9012096, US 4684611), captacion de ADN mediada por
liposoma (por ejemplo, Freeman y col. Plant Cell Physiol. 29:1.353 (1984)) o el método de vortice (por ejemplo,
Kindle, PNAS U.S.A. 87:1.228 (1990d)) pueden ser preferidos cuando la transformacion en Agrobacterium es
ineficaz o ineficiente, por ejemplo, en alguna especie de gimnosperma. Los métodos fisicos para la transformacion
de las células vegetales se revisan en Oard, 1991, Biotech. Adv. 9:1-11.

Alternativamente, una combinacion de diferentes técnicas se pueden emplear para aumentar la eficiencia del
proceso de transformacion, por ejemplo, bombardeo con microparticulas revestidas con Agrobacterium (documento
EP-A-486234) o bombardeo con microproyectiles para inducir la formacion de herida seguido de cocultivo con
Agrobacterium (documento EP-A-486233).

Después de la transformacion, una planta se puede regenerar a partir de, por ejemplo, células tnicas, tejido de callo
o discos de hojas, como es normal en la técnica. Casi cualquier planta se puede regenerar enteramente a partir de
células, tejidos y 6rganos de la planta. Las técnicas disponibles se revisan en Vasil y col., “Cell Culture and Somatic
Cell Genetics of Plants, Vol I, Il and lll, Laboratory Procedures and Their Applications”, Academic Press, 1984, y
Weissbach y Weissbach, “Methods for Plant Molecular Biology”, Academic Press, 1989.

La eleccion particular de una tecnologia de transformacién se determinara por su eficiencia para transformar cierta
especie vegetal asi como la experiencia y la preferencia de la persona que pone en practica la invencién con una
metodologia particular de eleccion. Estara claro para el experto en la técnica que la eleccién particular de un sistema
de transformacién para introducir acido nucleico en células vegetales no es esencial para o una limitacion de la
invencién, tampoco es la eleccion de la técnica para la regeneracion vegetal.

Después de la transformacién, se puede identificar y/o seleccionar una célula vegetal con expresion de DA2
reducida y expresion o actividad de DALl o DALl y EOD1 reducida. Una planta se puede regenerar a partir de la
célula vegetal.

Una planta con actividad o expresién de DA2 reducida que es también deficiente en la expresion o actividad de DAL
o tanto DA1 como EOD1, como se describié anteriormente se puede propagar asexualmente o cultivar para producir
descendencia o descendientes. La descendencia o descendientes de la planta regenerada a partir de la una o mas
células se puede propagar asexualmente o cultivar.

La secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos de DA1, DA2 y/o EOD1 se puede emplear como un marcador
molecular para determinar la expresion o actividad de uno o mas de los polipéptidos DAL, DA2 y/o EOD1 en una
planta antes, durante o después de cultivar o propagar asexualmente como se expuso anteriormente. Un método
puede comprender:

proporcionar una poblacién de plantas,
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determinar la cantidad de expresién de un polipéptido DAL, DA2 y/o EOD1 en una o mas plantas en la poblacion,
e

identificar una o mas plantas en la poblacién con la expresion reducida del polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 en
relacién con los otros miembros de dicha poblacion.

La poblacién de las plantas se pueden producir como se describié anteriormente.
En algunas realizaciones, un método puede comprender:

cruzar una primera y segunda planta para producir una poblacion de plantas progenie;

determinar la expresion de uno o méas de los polipéptidos DA1, DA2 y/o EOD1 en las plantas progenie en la
poblacion, e

identificar una planta progenie en la poblacion en la que la expresion del polipéptido DAL, DA2 y/o EOD1 se
reduce en relacion con los controles.

Una o ambas de la primera y segunda planta se pueden producir como se describié anteriormente.

Una planta progenie en la que la expresion del polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 se reduce en relacién con los
controles (por ejemplo, otros miembros de la poblacion) puede manifestar tamafio de semilla y/u érgano
incrementado en relacién con los controles y puede tener rendimientos vegetales mayores.

En algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos de DAl y EOD1 se pueden emplear
como un marcador molecular para determinar la expresién o actividad de uno o mas polipéptidos DA1 y/o EOD1 en
una planta para identificar una planta o célula vegetal deficiente en DAL y/o EOD1 en la cual la expresion o actividad
de un polipéptido DA2 se puede reducir como se describié anteriormente. Un método puede comprender:

proporcionar una poblacién de plantas,

determinar la cantidad de expresién de un polipéptido DAL y/o EOD1 en una o mas plantas en la poblacién, e
identificar una o mas plantas en la poblacion con expresion reducida del polipéptido DAL y/o EOD1 en relacion
con los otros miembros de dicha poblacion.

La expresién o actividad de DA2 se puede reducir en las plantas identificadas con los métodos anteriormente
descritos.

Una planta o planta progenie se puede identificar i) midiendo la cantidad de polipéptido DAL, DA2 y/o EOD1 en una
0 mas células de la planta ii) midiendo la cantidad de ARNm de DA1, DA2 y/o EOD1 en una o mas células de la
planta o iii) secuenciando el acido nucleico que codifica el polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 en una o mas células de
la planta e identificando la presencia de una o0 mas mutaciones.

En algunas realizaciones, la cantidad de expresion de DAL, DA2 y/o EOD1 se puede determinar en el nivel de
proteina. Un método puede comprender:

proporcionar una poblacién de plantas,

determinar la cantidad polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 en una o mas plantas en dicha poblacion, e

identificar una o mas plantas en la poblacién con cantidad reducida de un polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 en
relacién con otros miembros de dicha poblacion.

Convenientemente, se pueden emplear técnicas inmunoldgicas, tales como la trasferencia Western, usando
anticuerpos que se unen al polipéptido DAL, DA2 o EOD1 y muestran poca o0 ninguna unién a otros antigenos en la
planta. Por ejemplo, la cantidad de un polipéptido DAL, DA2 o EOD1 en una célula vegetal se puede determinar
poniendo en contacto una muestra que comprende la célula vegetal con un anticuerpo u otro miembro de unién
especifica dirigido al polipéptido DA1, DA2 o EODL, y determinando la unién del polipéptido DA1, DA2 o0 EOD1 a la
muestra. La cantidad de union del miembro de union especifico es indicativo de la cantidad de polipéptido DA1, DA2
0 EOD1 que se expresa en la célula.

La cantidad de polipéptido DA1l, DA2 y/o EOD1 se puede determinar en una o mas células de la planta,
preferentemente células de una parte o tejido aéreo de la planta, tal como el sistema vascular y los meristemos
primarios y secundarios en el brote.

En otras realizaciones, la expresion del polipéptido DA1, DA2 o EOD1 se puede determinar al nivel de &cido
nucleico. Por ejemplo, se puede determinar la cantidad de acido nucleico que codifica un polipéptido DAL, DA2 o
EODL1. Un método de produccién de una planta que tiene caracteres relacionados con el rendimiento incrementado
puede comprender:

proporcionar una poblacién de plantas,
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determinar el nivel o la cantidad de acido nucleico, por ejemplo ARNm, que codifica el polipéptido DA1, DA2 o
EOD1 en una célula de una o mas plantas en dicha poblacion, e

identificar una 0 mas plantas en la poblacion con cantidad reducida de un acido nucleico codificante de DA1, DA2
0 EODL1 en relacién con otros miembros de dicha poblacion.

El nivel o la cantidad de acido nucleico codificante en una célula vegetal se puede determinar, por ejemplo,
detectando la cantidad de acido nucleico codificante transcrito en la célula. Esto se puede realizar usando técnicas
convencionales tales como transferencia Northern o RT-PCR.

Alternativamente, se pueden determinar la presencia de variaciones de secuencia que afectan a la expresion o
actividad de un polipéptido DA1, DA2 o EOD1. Otro método de produccién de una planta que tiene crecimiento
incrementado y/o biomasa puede comprender:

proporcionar una poblacién de plantas,

determinar la presencia de una o mas variaciones secuencia, por ejemplo, polimorfismos, mutaciones o regiones
de hipermetilacion, en un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1, DA2 y/o EOD1 en una célula en una o
mas plantas de dicha poblacion,

en el que dicha una 0 mas variaciones de secuencia que reducen la expresién o actividad del polipéptido DAL,
DA2 y/o EOD1 codificado, e

identificar una o mas plantas en la poblacién con una o mas variaciones de secuencia que reducen la expresion
o actividad de DA1, DA2 y/o EOD1 en relacién con otros miembros de dicha poblacion.

Los polipéptidos DAL, DA2 y/o EOD1 y el acido nucleico codificante se describieron a mas detalle anteriormente.

La presencia de una o mas variaciones de secuencia en un acido nucleico se puede determinar detectando la
presencia de la secuencia de acido nucleico variante en una 0 mas células vegetales o detectando la presencia del
polipéptido variante que esta codificado por la secuencia de acido nucleico. Las técnicas de deteccidn de variacion
de secuencia de acidos nucleicos preferidas incluyen la amplificacion especifica de alelo ARMS™, OLA, ALEX™,
COPS, Tagman, Balizas Moleculares, RFLP, y técnicas de PCR y FRET basadas en el sitio de restriccion.

Numerosos métodos adecuados para determinar la cantidad de un acido nucleico que codifica un polipéptido DAL,
DA2 o EOD1, o la presencia o ausencia de la variacion de secuencia en un acido nucleico que codifica un
polipéptido DAL, DA2 o EOD1, en una célula vegetal, estan disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, (véase,
por ejemplo, “Molecular Cloning: a Laboratory Manual”: 3° edicion, Sambrook & Russell (2001) Cold Spring Harbor
Laboratory Press NY; “Current Protocols in Molecular Biology”, Ausubel y col. eds. John Wiley & Sons (1992); “DNA
Cloning, The Practical Approach Series” (1995), serie eds. D. Rickwood and B.D. Hames, IRL Press, Oxford, UK y
“PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications” (Innis, y col. 1990. Academic Press, San Diego, Calif.)).
Muchos métodos actuales para la deteccién de la variacion de secuencia estan revisados por Nollau y col., Clin.
Chem. 43, 1.114-1.120, 1997; y en libros de texto convencionales, por ejemplo "Laboratory Protocols for Mutation
Detection”, Ed. por U. Landegren, Oxford University Press, 1996 y "PCR", 2° Edicion por Newton & Graham, BIOS
Scientific Publishers Limited, 1997.

Técnicas de variacion de secuencia de polipéptido preferidas incluyen inmunoensayos, los cuales son bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, “A Practical Guide to ELISA” de D.M Kemeny, Pergamon Press 1991;
“Principles and Practice of Immunoassay”, 2° edicion, C.P Price & D.J Newman, 1997, publicado por Stockton Press
en EEUU & Canada y por Macmillan Reference en el Reino Unido.

En algunas realizaciones, el acido nucleico o una region amplificada del mismo se puede secuenciar para identificar
0 determinar la presencia de polimorfismo o mutacién en el mismo. Un polimorfismo o mutacion se puede identificar
comparando la secuencia obtenida con la secuencia conocida de DAL, DA2 o EOD1, por ejemplo, como se expone
en las bases de datos de secuencia. Alternativamente, se puede comparar con la secuencia del correspondiente
acido nucleico de las células control. En particular, se puede determinar la presencia de uno o mas polimorfismos o
mutaciones que causan reduccidon pero no abrogacién total de la funcion. La secuenciacién se puede realizar
usando una cualquiera de un rango de secuencias patrones. La secuenciacion de un producto amplificado puede,
por ejemplo, implicar la precipitaciéon con isopropanol, resuspension y secuenciacién usando un kit de secuenciacion
de terminador por Colorante TagFS+ (por ejemplo, de GE Healthcare UK Ltd UK). Los productos de extension se
pueden someter a electroforesis en un secuenciador de ADN ABI 377 y los datos se analizan usando el programa
informatico “Sequence Navigator”.

Una planta progenie identificada por tener expresion de DAL, DA2 y/o EOD1 reducida se puede ensayar para
caracteres relacionados con el rendimiento incrementado o aumentado, tales como el tamafio de semilla u 6rgano
incrementado, en relacién con los controles.

La planta progenie identificada se puede ensayar para el tamafio de semilla, tamafio de drgano y/o rendimiento
vegetal en relacion con los controles.
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Una planta producida como se describe en el presente documento puede ser deficiente en expresién o actividad de
DA2 y puede ser ademas deficiente en expresion o actividad de DAL, expresion o actividad de EOD1 o tanto
expresion o actividad de DA1 como EOD1.

La expresion o actividad de DA2, DAl y EOD1 se puede reducir o abolir en la planta mediante mutacion de uno o
mas nucledtidos en la secuencia codificante de la planta y/o mediante la expresion de un acido nucleico heterélogo
que codifica un acido nucleico supresor. En algunas realizaciones preferidas, la actividad de DAL se puede reducir o
abolir en la planta mediante la expresion de un acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido DA1 dominante
negativo.

Por tanto, una planta puede comprender acido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor, tal como
un ARNic o ARNhc, que reduce la expresion de uno o mas de DAL, DA2 y EOD1 o que codifica un polipéptido DAL
dominante negativo.

Se puede emplear cualquier combinacion de mutaciones, acidos nucleicos supresores en una planta como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, una planta puede comprender i) una mutaciéon que reduce la
actividad o expresion de DA2, un acido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor que reduce la
expresion de EOD1 y un &cido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1
dominante negativo; ii) un acido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor que reduce la expresion
de DA2 o la expresion, una mutacién que reduce la expresion de EOD1 y un &cido nucleico heterélogo que codifica
un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo iii) acidos nucleicos heterélogos que codifican
los acidos nucleicos supresores que reducen la expresion de EOD1 y DA2 y un &cido nucleico heterélogo que
codifica un acido nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo, o iv) mutacion que reduce la
actividad o expresion de EOD1 y DA2 y un acido nucleico heterdlogo que codifica un acido nucleico que codifica un
polipéptido DA1 dominante negativo.

En otras realizaciones, una planta puede comprender i) una mutacion que reduce la actividad o expresion de DA2,
un acido nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor que reduce la expresion de DAL ii) un acido
nucleico heterélogo que codifica un acido nucleico supresor que reduce la expresién o expresion de DA2, una
mutaciéon que reduce la expresion de DAL iii)) acidos nucleicos heterdlogos que codifican los acidos nucleicos
supresores que reducen la expresion de DAL y DA2, iv) mutaciones que reducen la actividad o expresion de DAl y
DA2 o v) una mutacién que reduce la actividad o expresion de DA2 o un acido nucleico heterélogo que codifica un
acido nucleico supresor que reduce la expresion de DA2 y un acido nucleico heterélogo que codifica un acido
nucleico que codifica un polipéptido DA1 dominante negativo.

Los acidos nucleicos heterélogos que codifican el polipéptido DA1 dominante negativo y/o los acidos nucleicos
supresores pueden estar en los mismos o diferentes vectores de expresion y se pueden incorporar en la célula
vegetal mediante técnicas convencionales.

Ejemplos de plantas adecuadas para su uso como se describe en el presente documento incluyen planta superior
monocatiledénea y dicotiledénea, por ejemplo, una planta agricola o de cultivo, tal como una planta seleccionada del
grupo que consiste en Lithospermum erythrorhizon, Taxus spp, tabaco, cucurbitdceas, zanahoria, Brassica de
verdura, melones, pimientos, vides, lechuga, fresa, Brassica de semilla oleaginosa, remolacha azucarera, trigo,
cebada, maiz, arroz, sojas, guisantes, sorgo, girasol, tomate, patata, pimienta, crisantemos, clavel, linaza, cafiamo y
centeno.

Una planta producida como se describié anteriormente se puede propagar asexualmente o cultivar para producir
descendencia o descendientes. La descendencia o descendientes de la planta regenerada a partir de la una o mas
células se pueden propagar asexualmente o cultivar.

En el presente documento también se describe una planta transgénica que tiene expresion o actividad reducida o
abolida del polipéptido DA2 dentro de una o mas células de la misma, en el que la planta es deficiente en la
expresion o actividad de DAL o tanto DA1 como EOD1.

La planta puede comprender un acido nucleico exdgeno que reduce o abole la expresion o actividad de uno o mas
de DA2, DAl y EOD1. En algunas realizaciones, la planta transgénica puede expresar un polipéptido DAl
dominante negativo que reduce la actividad de DA1.

En algunas realizaciones, la planta puede tener expresion reducida o abolida de DAL, DA2 y EOD1 o puede tener
expresion reducida o abolida de DA2 y EODL1 y puede expresar un DA1 dominante negativo.

Ademas de una planta producida por un método descrito en el presente documento, la invencién abarca cualquier
clon de dicha planta, semilla, progenie propia o hibrida y descendientes, y cualquier parte o propagulo de cualquiera
de estas, tal como esquejes y semilla, que se pueden usar en reproduccidon o propagacion, sexual o asexual. La
invencion también abarca una planta que es una descendencia propagada asexualmente, clon o descendiente de
dicha planta, o cualquier parte o propagulo de dicha planta, descendencia, clon o descendiente.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2706 499 T3

Una planta adecuada se puede producir mediante un método anteriormente descrito.

La planta puede tener rendimiento incrementado en relacidon con el control de plantas de tipo silvestre (es decir,
plantas idénticas en las que la expresién o actividad de DA2 y DA1, o DA2, DAl y EOD1 no se ha reducido). Por
ejemplo, la masa de semillas (por ejemplo, grano) u otro producto vegetal por unidad de area se puede incrementar
en relacion con las plantas control.

Por ejemplo, se pueden mejorar uno 0 mas caracteres relacionados con el rendimiento en la planta. Los caracteres
relacionados con el rendimiento pueden incluir vida (til, tamafio de érgano y tamafio de semilla.

Un caracter relacionado con el rendimiento se puede mejorar, incrementar o aumentar en la planta en relaciéon con
las plantas control en las que la expresion del acido nucleico que codifica el polipéptido DA2 no esta abolido o
reducido (es decir, plantas idénticas en las que la expresion de DA2 y opcionalmente DAl y/o EOD1 no se ha
reducido o abolido).

En el presente documento se muestra que DAL interactla fisicamente con DA2 in vivo. Los compuestos que alteran
o interfieren con la interaccion pueden ser Utiles en el incremento del tamafio de semilla u 6rgano y el mejoramiento
del rendimiento vegetal.

Un método de identificacion de un compuesto que incrementa el rendimiento vegetal puede comprender;

determinar el efecto de un compuesto de ensayo sobre la unién de un polipéptido DA2 a un polipéptido DAL,

una reduccién o abolicion de la unién siendo indicativo de que el compuesto puede ser Util en el incremento del
rendimiento vegetal.

Anteriormente se describieron a mas detalle los polipéptidos DALl y DA2 .

Los polipéptidos DA1 y DA2 se pueden aislar o se pueden expresar recombinante o endégenamente en una célula
vegetal.

Un compuesto que reduce o abole la unién DA1/DA2 puede ser Util en el tratamiento de plantas para incrementar el
rendimiento.

“y/o” cuando se usa en el presente documento se puede tomar como descripcion especifica de cada uno de los dos
rasgos o componentes especificados con o sin el otro. Por ejemplo “A y/o B” es para ser tomado como descripcion
especifica de cada uno de (i) A, (i) B y (iii) A y B, justo como si cada uno esta expuesto individualmente en el
presente documento.

A menos que el contexto dicte lo contrario, las descripciones y definiciones de los rasgos expuestos anteriormente
no se limitan a cualquier aspecto o realizacion particular de la invencién y se aplican igualmente a todos los aspectos
y realizaciones que se describen.

Otros aspectos y realizaciones de la invencion proporcionan los aspectos y realizaciones descritas anteriormente
con el término “que comprende” reemplazado por el término “que consiste en” y los aspectos y las realizaciones
descritas anteriormente con el término “que comprende” reemplazado por el término “que consiste basicamente en”.
Experimentos

1. Métodos

1.1 Materiales vegetales y condiciones de crecimiento

El ecotipo Columbia de Arabidopsis (Col-0) era la linea de tipo silvestre usada. Todos los mutantes estaban en el
contexto de Col-0. da2-1 (SALK_150003) se obtuvo de las colecciones de ABRC y el “Arabidopsis Stock Centre”
NASC. La insercion del ADN-T se confirm6 por PCR y secuenciacion. Las semillas se esterilizaron en superficie con
isopropanol al 100 % durante 1 min'y 10 % (v/v) de lejia doméstica durante 10 min, se lavaron al menos tres veces
con agua estéril, se estratificaron a 4 °C durante 3 d en oscuridad, se dispersaron sobre medio GM con agar al 0,9 %
y glucosa al 1 % vy, a continuacion, se cultivaron a 22 °C. Las plantas se cultivaron bajo la condicion de dia largo (16
h luz/8 h oscuridad) a 22 °C.

1.2 Construcciones y transformacién

La construccion pDA2:DA2 se realiz6 usando un sistema Gateway basado en PCR. La secuencia promotor de 1.960
pb de DA2 se amplificé usando los cebadores DA2proGW-F y DA2proGW-R. A continuacion, los productos de PCR
se clonaron al vector de clonacion pCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen). La CDS de DA2 se amplificé y los productos de
PCR, a continuacion, se clonaron a los sitios Ascl y Kpnl del vector Gateway pMDC110 para obtener el plasmido
DA2CDS-pMDC110. El promotor de DA2, a continuacién, se subcloné al DA2CDS-pMDC110 por la reacciéon LR
para generar la construccion pDA2:DA2. El plasmido pDA2:DA2 se introdujo en las plantas mutantes da2-1 usando
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Agrobacterium tumefaciens GV3101 y los transformantes se seleccionaron sobre medio que contenia higromicina
(30 pg/ml).

La construccion 35S:DA2 se realiz6 usando un sistema Gateway basado en PCR. Los productos de PCR se
subclonaron en el vector de clonacion pCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen) usando enzima TOPO. A continuacion, el
gen DA2 se subcloné en el vector binario Gateway pMDC32 que contenia el promotor 35S (Curtis y Grossniklaus,
2003). El plasmido 35S:DA2 se introdujo en las plantas Col-0 usando Agrobacterium tumefaciens GV3101 y los
transformantes se seleccionaron sobre medio que contenia higromicina (30 pug/ml).

La secuencia del promotor de 1.960 pb de DA2 se amplifico y los productos de PCR se clonaron al vector pGEM-T
(Programa) usando T4 ADN ligasa y se secuencié. El promotor de DA2, a continuacion, se insert6 en los sitios Sacl
y Ncol del vector binario pGreen-GUS (Curtis y Grossniklaus, 2003) para generar el plasmido de transformacion
pDA2:GUS. El plasmido pDA2:GUS se introdujo en plantas Col-0 usando Agrobacterium tumefaciens GV3101 y los
transformantes se seleccionaron sobre medio que contenia kanamicina (50 pug/ml). La construccién 35S:GW?2 se
realizé usando un sistema Gateway basado en PCR. Los productos de PCR se subclonaron en el vector de
clonacion pCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen) usando la enzima TOPO. El gene GW2, a continuacion, se subcloné en
el vector binario Gateway pMDC32 que contenia el promotor 35S (Curtis y Grossniklaus, 2003). El plasmido
35S:GW2 se introdujo en plantas Col-0 usando Agrobacterium tumefaciens GV3101 y los transformantes se
seleccionaron sobre medio que contenia higromicina (30 pg/ml).

1.3 Morfologia y andlisis celular

Se determiné el peso de semilla promedio pesando semillas secas maduras en lotes de 500 usando una balanza
analitica electronica (METTLER MOLEDO AL104 CHINA). Los pesos de los cinco lotes de muestra se midieron para
cada lote de semilla. Las semillas se fotografiaron bajo microscopio Leica (LEICA S8APQ) usando un Leica CCD
(DFC420) y se midio el tamafio de semilla usando el programa informatico “Image J". Las medidas de area de los
pétalos (fase 14), hojas y cotiledones se realizaron escaneando los érganos para producir una imagen digital, y, a
continuacion, calculando el area, longitud y ancho usando el programa informatico “Image J". Los tamafios de hoja,
pétalo y embrién se midieron a partir de las imagenes de DIC. La acumulacion de biomasa en flores (fase 14) se
midi6 pesando los 6rganos.

1.4 Tincién de GUS

Las muestras (pDA2:GUS) se tifieron en una solucién de X-gluc 1 mM, tamp6n NasPO4 100 mM, 3 mM de cada
K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6, EDTA 10 mM, y 0,1 % de Nodidet-P40, y se incubaron a temperatura ambiente durante 6
horas. Después de la tincion de GUS se separé la clorofila usando etanol al 70 %.

1.5 Aislacién de ARN, RT-PCR y andlisis por RT-PCR a tiempo real cuantitativa

El ARN total se extrajo de raices, tallos, hojas, plantones e inflorescencias de Arabidopsis usando un Rneasy Plant
Mini kit (TIANGEN, China). La transcripcion inversa (RT)-PCR se realizé como se describe (Li y col., 2006). Las
muestras de ADNc se estandarizaron sobre la cantidad de transcrito de actina usando los cebadores ACTIN2-F y
ACTIN2-R. El analisis por RT-PCR a tiempo real cuantitativa se realiz6 con un motor lightcycler 480 (Roche) usando
el lightcycler 480 SYBR Green Master (Roche). EI ARNm de ACTIN7 se us6 como un control interno, y las
cantidades relativas de ARNm se calcularon usando el método de ciclo umbral comparativo.

1.6 Ensayo de la actividad E3 ubiquitina ligasa

La secuencia codificante de DA2 se clon6 en los sitios BamH | y Pstl del vector pMAL-C2 para generar la
construccion MBP-DA2. Las DA2 (DA2C59S y DA2N91L) mutadas se generaron siguiendo el siguiente manual de
instrucciones del kit de mutagénesis dirigida a multisitio (Stratagene).

Los lisados bacterianos que expresan MBP-DA2 y MBP-DA2 mutada se prepararon a partir de E. coli BL21 inducida
con IPTG 0,4 mM durante 2 horas. Las bacterias se lisaron en tampoén de lisis TGH (HEPES 50 mM [pH 7,5], NaCl
150 mM, MgCI2 1,5 mM, EGTA 1 mM, 1 % de Triton X-100, 10 % de glicerol, y coctel inhibidor de proteasa [Roche])
y se sometié a sonicacion. Los lisados se aclararon por centrifugaciéon y se incubaron con amilosa resina (New
England Biolabs) a 4 °C durante 30 min. Las perlas se lavaron por tampoén de columna (Tris 20 mM pH 7,4, NaCl 200
mM, EDTA 1 mM) y se equilibraron mediante el tampdn de reaccion (Tris 50 mM pH 7,4, DTT 20 mM, MgCI2 5 mM,
ATP 2 mM). 110 ng de E1 (Boston Biochem), 170 ng de E2 (Boston Biochem), 1 ug de His-ubiquitina (Sigma-
Aldrich), y 2 ug de proteina de fusion DA2-MBP mutada o DA2-MBP se incubd en 20 pl de tampoén de reaccion
durante 2 horas a 30 °C.

Las proteinas poliubiquitinadas se detectaron por inmunotransferencia con un anticuerpo frente a His (Abmart) y un
anticuerpo frente a MBP (New England Biolabs).
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1.7 Interaccién proteina-proteina in vitro

Las secuencias codificantes de derivados de DAL, dal-1, y DAl que contienen dominios de proteina especificos se
clonaron en los sitios BamH | y Not | del vector pGEX-4T-1 para generar construcciones GST-DA1, GST-DA1R358K,
GST-DA1-UIM, y GST-DA1-LIM+C, y sitios EcoRI y Xhol del vector pGEX-4T-1 para generar construcciones GST-
DAl1-LIMy GSTDA1-C.

Para ensayar la interaccion proteina-proteina, los lisados bacterianos que contenian aproximadamente 15 pg de
proteinas de fusion MBP-DA2 se combinaron con lisados que contenian aproximadamente 30 ug de proteinas de
fusion GST-DAL, GST-DA1R358K, GST-DA1-UIM, GST-DA1-LIM, GST-DA1-LIM+C o GST-DA1-C. Se afadieron 20
pl de amilosa resina (New England Biolabs) en cada solucion combinada con balanceo continuado a 4 °C durante 1
hora. Las perlas se lavaron veces con tamp6n TGH, y las proteinas aisladas se separaron sobre gel de SDS-
poliacrilamida al 10 % y se detectaron por andlisis de transferencia western con anticuerpos anti-GST (Abmart) y
anti-MBP (Abmart), respectivamente.

1.8 Co-inmunoprecipitacién

La secuencia codificante de DA1 y DA1-C se clond6 en los sitios Kpnl y BamHI del vector pPCAMBIA1300-221-Myc
para generar el plasmido de transformacion 35S::Myc-DA1 y 35S::Myc-DA1-C. Los productos de PCR se
subclonaron en el vector de clonacién pCR8/GW/TOPO TA (invitrogen) usando la enzima TOPO. El gen DA2, a
continuacién, se subcloné en el vector binario Gateway pMDC43 que contenia el promotor 35S y el gen GFP (Curtis
y Grossniklaus, 2003). Los productos de PCR se subclonaron en el vector de clonacion pCR8/GW/TOPO TA
(invitrogen) usando la enzima TOPO. El gen PEX10, a continuacion, se subcloné en el vector binario Gateway
pH7FWG2 que contenia el promotor 35S y el gen GFP.

Las hojas de Nicotiana benthamiana se transformaron por inyecciéon de células de Agrobacterium tumefaciens
GV3101 que portaban los plasmidos 35S:Myc-DA1 y 35S:GFP-DA2 como se describio previamente (Voinnet y col,
2003). La proteina total se extrajo con tampoén de extraccion (Tris/fHClI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 20 % de
glicerol, 2 % de Triton X-100, EDTA 1mM, 1x coctel completo de inhibidor de proteasa (Roche) y MG132 20 ug/ml) y
se incubaron con GFP-Trap-A (Chromotek) durante 1 hora a 4 °C. Las perlas se lavaron 3 veces con tampo6n de
lavado (Tris/HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,1 % de Triton X-100 y 1x coctel completo de inhibidor de proteasa
(Roche)). Los inmunoprecipitados se separaron en gel de SDS-poliacrilamida al 10 % y se detectaron por analisis de
transferencia western con anticuerpos anti-GFP (Beyotime) y anti-Myc (Abmart), respectivamente.

1.9 Numeros de acceso

Los identificadores del locus Iniciativo del Genoma de Arabidopsis para los genes de Arabidopsis mencionados en el
presente documento son los siguientes: At1g19270 (NP_173361.1 GI:15221983) (DA1), At4g36860 (NP_195404.6
Gl:240256211) (DAR1), Atlg78420 (NP_001185425.1 GI:334183988) (DA2), Atlgl7145 (NP_564016.1
G1:18394446) (DA2L), y At3g63530 (NP_001030922.1 GI:79316205) (EOD1/BB).

2. Resultados

2.1 El mutante da2-1 produce semillas grandes

Para entender mas los mecanismos del control mediado por ubiquitina del tamafio de semilla, recogimos las lineas
de insercion de ADN-T publicamente disponibles de algunos genes de ubiquitina ligasa previstos que se expresaron
en oOvulos y/o semillas de Arabidopsis en varios estudios de micromatriz y se investigaron sus fenotipos de
crecimiento de semilla. A partir de este cribado, identificamos varios mutantes de insercién de ADN-T con tamafio de
semilla alterada. Disefiamos uno de estos mutantes da2-1, en referencia al orden de descubrimiento para los
mutantes de tamafio de semilla grande (DA significa “grande” en Chino). Las semillas producidas por da2-1 eran
mayores y mas pesadas que las semillas de tipo silvestre (Figuras 1A, 3C y 3D). El nUmero de semilla por silicua y el
rendimiento de semilla por planta en da2-1 era ligeramente mayor que en aquellas de tipo silvestre (Figuras 1B y
1C). Por el contrario, el nUmero total de semillas por planta en da2-1 no se incrementd significativamente, en
comparacion con el del tipo silvestre (Figura 1D). Las plantas da2-1 eran mayores que las plantas de tipo silvestre
en la fase madura (Figura 1E). Ademas, las plantas mutantes da2-1 formaron flores y hojas grandes asi como
biomasa incrementada en comparacion con las plantas de tipo silvestre (Figura 2; Figura 15). El tamafio
incrementado de los pétalos y las hojas del mutante da2-1 no estaba causado por células mayores (Figura 15),
indicando que es el nimero de células de pétalo y hoja el que es mayor.

2.2 DA2 actia sinérgicamente con DA1 para controlar el tamano de semilla, pero no asi independientemente de
EOD1

El mutante da2-1 mostré6 un fenotipo de tamafio de semilla débil pero similar a dal-1 (Li y col., 2008),
proporcionando el indicio de que DA1 y DA2 podrian funcionar en una ruta comun. Para ensayar una interaccion
genética entre DA1 y DA2, generamos un mutante doble dal-1 da2-1 y se determiné su tamafio de semilla. Aunque
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el mutante da2-1 tenia semillas ligeramente mas grandes y pesadas que el tipo silvestre (Figuras 1A, 3C y 3D), la
mutacion da2-1 aumentd sinérgicamente los fenotipos de tamafio y peso de semilla de dal-1 (Figuras 3A y 3C),
revelando una interaccién genética sinérgica entre DALl y DA2 en tamafio de semilla. Los cambios en el tamafio de
semilla se reflejaron en el tamafio de los embriones y los plantones resultantes (Figura 3B). Ademas medimos el
area de cotiledén de plantones de 10 dias. También se observé un aumento sinérgico del tamafio de cotiledén de
dal-1 por la mutacion da2-1 (Figuras 3By 4).

La proteina mutante codificada por el alelo dal-1 tiene una actividad negativa hacia DA1 y una proteina relacionada
con DAL (DAR1), el miembro de la familia mas estrechamente relacionado (Li y col., 2008).

Los mutantes de insercion en ADN-T de dal-kol darl-1 dobles presentaron los fenotipos de dal-1, mientras que los
mutantes sencillos dal-kol y darl-1 no mostraron un fenotipo de tamafio de semilla obvio (Li y col., 2008). Ya que
dal-1 y da2-1 actlan sinérgicamente para incrementar el tamafio de semilla, uno se esperaria que el dal-kol
pudiera aumentar sinérgicamente los fenotipos de da2-1. Para ensayar esto, generamos el mutante doble dal-kol
da2-1. Como se muestra en la Figura 3D, el tamafio de semilla y los fenotipos de peso de da2-1 también se
aumentaron sinérgicamente por la mutacién dal-kol. Ademas medimos el area de cotiledén de plantones de 10
dias. La mutaciéon dal-kol aument6 sinérgicamente el fenotipo de tamafio de cotiledon de da2-1 (Figura 4, parte
superior derecha). Igualmente, también se observé un aumento sinérgico del tamafio de pétalo de da2-1 por la
mutacion dal-kol (Figura 16D). Estos resultados ademas demuestran los efectos sinérgicos de la alteracion
simultanea de tanto DA1 como DA2.

Ademas medimos el tamafio de las células embrionarias y las células epidérmicas de pétalo. El tamafio de la célula
en mutantes dobles dal-1 da2-1 y dal-kol da2-1 no se incrementd, en comparacion con el medido en sus lineas
parentales (Figura 4 parte inferior izquierda; Figura 16E), proporcionando el indicio de que DAl y DA2 actdan
sinérgicamente para restringir los procesos de proliferacién celular.

El mutante doble dal-1 da2-1 tenia semillas mayores que los mutantes dobles dal-kol da2-1 (Figuras 3C, 3Dy 4),
lo cual es coherente con nuestro informe previo de que el alelo dal-1 tenia fenotipos mas fuertes que dal-kol (Liy
col., 2008). El tamafio de las semillas dal-1 era similar al de las semillas del mutante doble dal-kol darl-1 debido a
que el alelo de dal-1 tiene una actividad negativa hacia DAl y DARL1 (Figura 4 parte inferior derecha) (Li y col.,
2008). Por lo tanto, uno esperaria que el tamafio de las semillas del mutante doble dal-1 da2-1 pudieran ser
similares al de las semillas del mutante triple dal-kol darl-1 da2-1. Por lo tanto, generamos un mutante triple dal-
kol darl-1 da2-1 e investigamos su tamafio de semilla. Como se muestra en la Figura 4, el tamafio de las semillas
del mutante triple dal-kol darl-1 da2-1 era comparable con el de las semillas del mutante doble dal-1 da2-1, pero
mayor que el de las semilla del doble mutante dal-kol da2-1. Por tanto, estos analisis genéticos ademas sostienen
que el alelo de dal-1 tiene un efecto negativo sobre tanto DAL como DAR1 (Liy col., 2008).

Previamente hemos identificado un potenciador de dal-1 (EOD1), el cual es alélico a BIG BROTHER (BB) (Disch y
col., 2006; Li y col., 2008). Las mutaciones eod1l aumentaron sinérgicamente el fenotipo de tamafio de semilla de
dal-1 (Li y col, 2008). Igualmente, los fenotipos de tamafio y peso de semilla de da2-1 fueron aumentados
sinérgicamente por dal-1 y dalkol (Figuras 3A, 3C y 3D). Por lo tanto, nos cuestionamos si DA2 y EOD1 podrian
funcionar en una ruta comun. Para determinar las relaciones genéticas entre DA2 y EOD1, analizamos un mutante
doble eod1-2 da2-1. La interaccion génica entre eodl-2 y da2-1 era basicamente aditiva para tanto el peso de
semilla como el tamafio de pétalo en comparacién con sus lineas parentales (Figura 16), proporcionando el indicio
de que DA2 funciona para influir en el crecimiento de semilla y 6rgano separadamente de EOD1.

2.3 DA2 actua maternalmente para influir en el tamafio de semilla

Considerando que el tamafio de las semillas esta afectado por los tejidos maternos y/o cigéticos, nos cuestionamos
si DA2 funciona maternalmente o cigéticamente. Para probar esto, realizamos experimentos de cruces reciprocos
entre el tipo silvestre y da2-1. Como se muestra en la Figura 6, el efecto de da2-1 sobre el tamafio de semilla se
observo solamente cuando las plantas maternas son homocigotas para la mutaciéon da2-1. Las semillas producidas
por las plantas da2-1, independientemente del genotipo del donador de polen, eran consistentemente mayores que
aquellas producidas por las plantas de tipo silvestre maternas. Este resultado indica que da2-1 puede actuar
maternalmente para influir en el tamafio de semilla. Previamente hemos demostrado que DAL también funciona
maternalmente para controlar el tamafio de semilla (Li y col.,, 2008). Ya que la mutaciéon dal-kol aumento
sinérgicamente el fenotipo de tamafio de semilla de da2-1 (Figura 3D), ademas condujimos experimentos de cruce
reciproco entre el tipo silvestre y el mutante doble dal-kol da2-1. Igualmente, el efecto de dal-kol da2-1 sobre el
tamafio de semilla se observé solamente cuando dal-kol da2-1 actuaba como la planta materna (Figura 6).

Polinizar plantas dal-kol/+ da2-1/+ con polen de mutante doble dal-kol da2-1 conduce al desarrollo de embriones
de dal-kol da2-1, dal-kol/dal-kol da2-1/+, dal-kol/+ da2-1da2-1 y dal-kol/+ da2-1/+ dentro de los tegumentos
de dal-kol/+ da2-1/+. Ademas medimos el tamafio de las semillas individuales de plantas dal-kol/+ da2-1/+
fertilizadas con polen de mutante doble dal-kol da2-1 y sometimos a genotipado las mutaciones dal-kol y da2-1.
Nuestros resultados muestran que las mutaciones dal-kol y da2-1 no estan asociadas con la variacion en el tamafio
de estas semillas (Figura 6). Juntos, estos andlisis indican que los genotipos de embrién y endosperma para DAl y
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DA2 no afectan al tamafio de semilla, y DA1 y DA2 son requeridas en el tejido esporofitico de la planta madre para
controlar el crecimiento de la semilla.

2.4 DA2 actua sinérgicamente con DA1 para afectar a la proliferacion celular en los integumentos maternos

Los cruces reciprocos mostraron que DALl y DA2 funcionan maternalmente para determinar el tamafio de semilla
(Figura 6) (Li y col., 2008). Los integumentos que rodean al 6vulo son tejidos maternos y forman el tegumento
después de la fertilizacion, lo cual puede restringir fisicamente el crecimiento de la semilla. Varios estudios
mostraron que el tamafio del integumento de los 6vulos determina el tamafio de la semilla (Schruff y col., 2006;
Adamski y col., 2009). Por lo tanto, nos cuestionamos si DA1 y DA2 actldan a través de los integumentos maternos
para controlar el tamafio de la semilla. Para probar esto, investigamos 6vulos maduros del tipo silvestre, dal-1, da2-
1y dal-1 da2-1 2 dias después de la emasculacion. El tamafio de los 6vulos de dal-1 eran drasticamente mayores
gue los de los 6vulos de tipo silvestre (Figuras 5 y 7), coherente con nuestros descubrimientos previos (Li y col.,
2008).

Los 6vulos de da2-1 también eran mayores que los évulos del tipo silvestre (Figuras 5, y 7). La mutacion da2-1
aumenté sinérgicamente el fenotipo del tamafio de 6vulo de dal-1, coherente con sus interacciones sinérgicas en el
tamafio de semilla.

Investigamos el nimero celular del integumento exterior de las semillas en desarrollo en el tipo silvestre, dal-1, da2-
1ydal-1da2-1 a6 DDPy 8 DDP. En semillas del tipo silvestre, el nimero celular del integumento exterior a 6 DDP
era similar al de 8 DDP (Figura 7 panel del medio), indicando que las células en los integumentos exteriores de las
semillas del tipo silvestre paraban completamente la division a 6 DDP. Igualmente, las células en los integumentos
exteriores de las semillas de dal-1, da2-1y dal-1 da2-1 paraban completamente la proliferacion celular a 6 DDP. El
namero de las células de integumento exterior en semillas de dal-1 y da2-1 se incrementd significativamente en
comparacion con el de en las semillas del tipo silvestre (Figura 7). La mutacidon da2-1 aument6 sinérgicamente el
namero celular del integumento exterior de dal-1. Ademas investigamos la longitud celular del integumento semillas
del tipo silvestre, de dal-1, da2-1 y dal-1 da2-1 a los 6 y 8 dias después de la polinizacién. Las células en los
integumentos exteriores de dal-1, da2-1 y dal-1 da2-1 eran significativamente mas cortos que aquellos en los
integumentos exteriores del tipo silvestre (Figura 7 panel derecho), proporcionando el indicio de un mecanismo de
compensacion entre la proliferacién celular y la expansion celular en los integumentos. Por tanto, estos resultados
muestran que DA2 actla sinérgicamente con DALl para restringir la proliferacion celular en los integumentos
maternos.

2.5 DA2 codifica una E3 ubiquitina ligasa funcional

La mutacion da2-1 se identifico con la insercion de ADN-T en el séptimo exon del gen Atlg78420 (Figura 8A). El sitio
de insercion de ADN-T se confirm6 ademas por PCR usando cebadores especificos a ADN-T y flanqueantes y
productos de PCR de secuenciacién. El ARNm de longitud completa de Atlg78420 no se podia detectar mediante
RT-PCR semicuantitativa en el mutante da2-1. Expresamos la CDS de Atlg78420 bajo el control de su propio
promotor en las plantas da2-1 y aislamos 62 plantas transgénicas. Casi todas las lineas transgénicas presentaron
complementacion de los fenotipos de da2-1 (Figura 10), indicando que At1g78420 es el gen DA2.

Para caracterizar mas la funciéon de DA2, en particular el aumento de los fenotipos de funcién, expresamos la region
codificante de DA2 bajo el control del promotor 35S de CaMV en plantas de tipo silvestre y se aislaron 77 plantas
transgénicas. La sobreexpresion de DA2 causé el descenso en el tamafio de semilla, el rendimiento de semilla por
planta y el nimero de semilla por planta (Figuras 1A, 1C y 1D). Ademas, las mayoria de las plantas transgénicas
que sobreexpresan DA2 tenian flores y hojas pequefias, silicuas cortas, altura de planta reducida, asi como biomasa
disminuida en comparacién con el tipo silvestre (Figuras 1E, 2 y 15). Estos resultados sostienen ademas el papel de
DA2 en la limitacion del crecimiento de semilla y érgano.

Se previo que el gen DA2 codifica una proteina de 402 aminoacidos que contenia un dominio RING previsto (59-
101) (Figura 8B, Tabla 1). Para investigar si DA2 tiene actividad E3 ubiquitina ligasa, expresamos DA2 en
Escherichia coli como una proteina de fusion con proteina de unién a maltosa (MBP) y se purifico proteina MBP-DA2
de la fraccion soluble. En presencia de una enzima de activacion de E1 ubiquitina, una enzima de conjugacion de
E2, His-ubiquitina y MBP-DA2, se observo una sefial de poliubiquitinacion por transferencia western usando un
anticuerpo anti-His (Figura 9, quinta linea desde la izquierda). El andlisis de transferencia de anti-MBP también
mostré que MBP-DA2 estaba ubiquitinada (Figura 9, quinta linea desde la izquierda). Sin embargo, en ausencia de
cualquiera de E1, E2, His-ubiquitina o MBP-DA2, no se detectd poliubiquitinacién (Figura 9, primera a cuarta linea
desde la izquierda), demostrando que DA2 es una E3 ubiquitina ligasa funcional. El motivo RING es esencial para la
actividad de E3 ubiquitina ligasa de proteinas de dedo RING (Xie y col., 2002). Por lo tanto, ensayamos si se
requeria un dominio de dedo RING intacto para la actividad de DA2 E3 ligasa. Un alelo de sustitucién de aminoacido
Unico se produjo por mutagenizacion de Cisteina-59 a Serina (C59S), ya que esta mutacion se prevé que altera el
domino RING (Tablas 1 y 2). Un ensayo de ubiquitinacion in vitro indicod que la actividad E3 ligasa se aboli6 en el
mutante C59S de DA2 (Figura 9, sexta linea desde la izquierda), indicando que un dominio RING intacto es
requerido para la actividad de DA2 E3 ubiquitina ligasa. Ademas sobreexpresamos DA2 C59S (35S:DA2C59S) en
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plantas Col-0 de tipo silvestre y se aislaron 69 plantas transgénicas. El tamafio de semilla de las plantas
transgénicas era comparable con las de las plantas de tipo silvestre aunque las plantas transgénicas tenian altos
niveles de expresion de DA2 C59S, indicando que la mutacién DA2 C59S afecta la funcién de DA2 en el crecimiento
de semilla.

Se han descrito en Arabidopsis tres tipos de RING, RING-H2, RING-HCa y RING-HCb, y cinco tipos de RING
modificados, RING-C2, RING-v, RING-D, RING-S/T y RING-G (Stone y col., 2005). Se ha propuesto un nuevo tipo
de dominio RING (C5HC2) encontrado en GW2 de arroz (Song y col., 2007). Aunque el espaciamiento de las
cisteinas en el dominio RING previsto de DA2 era similar al del en el dominio RING (C5HC2) de GW2 de arroz, el
dominio RING de DA2 carecia de un resto de histidina conservado que estaba reemplazado por un resto de
asparagina (Asn-91) (Tablas 1 y 2). Esta sustitucion de aminoacidos también se observé en el dominio RING
previsto de homologos de DA2 en dicotiledéneas, tales como soja y colza de semilla oleaginosa (Tabla 1). Por lo
tanto, nos cuestionamos si este resto de asparagina (Asn-91) es crucial para su actividad E3 ubiquitina ligasa. Se
produjo un alelo de sustitucion de aminoacido Unico mutagenizando Asn-91 a Leucina (N91L). Un ensayo de
ubiquitinacién in vitro mostré que el mutante N91L de DA2 tenia la actividad E3 ligasa (Figura 9, la séptima linea
desde la izquierda), sugiriendo que Asn-91 no podia ser requerido para la actividad E3 ligasa de DA2. Estos
resultados sugieren que el dominio RING de DA2 podria ser una variante del encontrado en GW2. Ademas
sobreexpresamos DA2 N91L (35S:DA2N91L) en plantas de tipo silvestre y aislamos 26 plantas transgénicas. Las
semillas de las plantas transgénicas eran mas pequefias que las semillas de tipo silvestre, sugiriendo que el DA2
N91L podria restringir el crecimiento de semilla.

2.6 Homologos de DA2 de Arabidopsis

Se encontraron proteinas que comparten homologia significante con DA2 fuera del dominio RING en Arabidopsis y
plantas de cultivo incluyendo colza de semilla oleaginosa, soja, arroz, maiz y cebada (Tabla 2). Una proteina
prevista en Arabidopsis comparte gran similitud de aminoacidos con DA2 y se denomina proteina tipo DA2 (DA2L;
At1g17145). Igual que plantas 35S:DA2, las lineas que sobreexpresan DA2L presentan pequefias plantas y 6rganos
(Figura 18), proporcionando el indicio de que DA2 y DA2L tienen funciones similares. Las proteinas similares en otra
especie vegetal muestran una identidad de secuencia de aminoéacidos del 39,2 % a 84,5 % con DA2 (Tabla 2). El
homélogo en Brassica napus tenia la identidad de secuencia de aminoacidos mayor con DA2 (84,5 %) (Tabla 2). El
GW?2 de arroz tenia identidades de secuencia de aminoacidos del 43,1 % con DA2 de Arabidopsis (Tabla 2). Ya que
la sobreexpresion de GW2 redujo el ancho del grano en arroz (Song y col., 2007), nos cuestionamos si DA2 y GW2
realizan funcion similar en el control del tamafio de semilla. Por lo tanto, sobreexpresamos GW2 en plantas de tipo
silvestre. Igual que las lineas transgénicas 35S:DA2 y 35S:DA2L, las plantas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresan GW2 produjeron semillas y drganos mas pequefios que las plantas de tipo silvestre, indicando
funciéon conservada para DA2 de Arabidopsis y GW2 de arroz en el control del crecimiento de semilla y 6rgano.

2.7 DA2 y DA1 muestran patrones de expresion similares

Para determinar el patron de expresion de DA2, los ARN de raices, tallos, hojas, plantones e inflorescencias se
analizaron por analisis por RT-PCR a tiempo real cuantitativa. Se detecté el ARNm de DA2 en todos los érganos de
la planta ensayados (Figura 11A). Los patrones de expresion especificos a tejido de DA2 se investigaron usando
andlisis histoquimico de la actividad de GUS de plantas transgénicas que contenia una fusién promotor de DA2:GUS
(pPDA2:GUS). La actividad de GUS se detect6 en raices, cotiledones, hojas e inflorescencias (Figuras 11By 11C). Se
detect6 actividad de GUS relativamente alta en primordios foliares y raices (Figuras 11B y 11C). En las flores, se
observd expresion relativamente mas fuerte de DA2 en o6rganos florales jévenes que los 6rganos florales viejos
(Figuras 11D a 11L). Igualmente, se detecté mayor actividad de GUS en 6vulos mas jévenes que en los mas viejos
(Figura 11M y 11N). Esto muestra que la expresion de DA2 se regula temporalmente y espacialmente.

2.8 DA1 interactla con DAZ2 in vitro e in vivo

Nuestros andlisis genéticos muestran que DAL actla sinérgicamente con DA2 para restringir el crecimiento de
semilla y érgano. Por lo tanto, analizamos si DA1 interactta con la E3 ubiquitina ligasa DA2 usando un experimento
de interaccion/pull down in vitro. DALl se expres6 como una proteina de fusion de GST, mientras que DA2 se
expres6 como una proteina de fusion de MBP. Como se muestra en la Figura 12 (la primera y segunda linea desde
la izquierda), GST-DA1 unida a MBP-DA2, mientras que GST-DA1 no se unieron a un control negativo (MBP). Este
resultado indica que DAL interactla fisicamente con DA2 in vitro.

DA1 contiene dos motivos de interaccién con ubiquitina (UIM), un dominio LIM Unico y la regién terminal C altamente
conservada (Figura 13) (Li y col.,, 2008). Ademas nos cuestionamos qué dominio de DAl se requiere para la
interaccion entre DA1 y DA2. Se expresaron una serie de derivados DAl que contienen dominios de proteina
especificos en Escherichia coli: DA1-UIM que contenian solamente los dos dominios UIM, DA1-LIM con solamente
el dominio LIM, DA1-LIM+C que contenia solamente el dominio LIM y la regién terminal C, y DA1-C con solamente la
region terminal C, se expresaron como proteinas de fusion GST (Figura 13).
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DA2 se expres6 como una proteina de fusion MBP y se usé en experimentos de pull-down. Como se muestra en la
Figura 12, GST-DA1-LIM+C y GST-DA1-C interactuaron con MBP-DA2, pero GST-DA1-UIM y GST-DA1-LIM no se
unieron a MBP-DAZ2. Este resultado indica que la region terminal C conservada de DAL interactiia con DA2.

Considerando que la proteina mutante codificada por el alelo de dal-1 (DA1R358K) tiene una mutacion en la region
terminal C (Figura 13) (Li y col., 2008), nos cuestionamos si la mutacién DA1R358K afecta a las interacciones con
DA2. Usando una proteina de fusién GST-DA1R358K en experimentos de pull-down con MBP-DA2, mostramos que
la mutacion en DA1R358K no afecta a la interaccion entre DAL y DA2 (Figura 12, tercera linea desde la izquierda).

Para investigar mas la posible asociacion entre DAL y DA2 in planta, usamos analisis de coinmunoprecipitacion para
detectar sus interacciones in vivo. Transitoriamente coexpresamos 35S:Myc-DA1l y 35S:GFP-DA2 en hojas de
Nicotina benthamiana. La coexpresion transitoria de 35S:GFP y 35S:Myc-DA1 en hojas de Nicotiana benthamiana
se us6 como control negativo. Se aislaron proteinas totales y se incubaron con perlas de agarosa GFP-Trap-A para
inmunoprecipitar GFP-DA2 o GFP. Los precipitados se detectaron con anticuerpos anti-GFP y anti-Myc,
respectivamente. Como se muestra en la Figura 14, Myc-DA1l se detectdé en el complejo GFP-DA2
inmunoprecipitado pero no en el control negativo (GFP), indicando que hay una asociacion fisica entre DA1 y DA2 in
planta. Ya que la region terminal C de DA1 interactué con DA2 en el ensayo pull-down (Figura 12), ademas nos
cuestionamos si el terminal C de DAL interactia con DA2 in planta. El analisis de coinmunoprecipitacion mostro que
la region terminal C de DAl (Myc-DA1-C) se detectaba en el complejo GFP-DA2 pero no en el control negativo
(PEX10-GFP, una E3 ubiquitina ligasa tipo RING) (Platta y col., 2009; Kaur y col., 2013). Por tanto, estos resultados
indican que la region terminal C de DA1 es requerida para la interaccion con DA2 in vitro € in vivo.

El amafio de semilla en plantas superiores es un determinante clave del estado evolutivo, y también es un caracter
agrondmico importante en la domesticacion del cultivo (Gomez, 2004; Orsi y Tanksley, 2009).

Se han identificado varios factores que actlan maternalmente para controlar el tamafio de semilla, tales como
ARF2/MNT, AP2, KLU/CYP78A5, EOD3/CYP78A6 y DAL. Sin embargo, los mecanismos genéticos y moleculares de
estos factores en el control de tamafio de semilla son casi totalmente desconocidos. Previamente demostramos que
el receptor de ubiquitina DA1 actda sinérgicamente con la E3 ubiquitina ligasa EOD1/BB para controlar el tamafio de
semilla (Li y col, 2008).

En este estudio, identificamos DA2 de Arabidopsis como otra E3 ubiquitina ligasa RING implicada en el control del
tamafo de semilla. Los analisis genéticos muestran que DA2 funciona sinérgicamente con DAL para controlar el
tamafo de semilla final, pero funciona asi independientemente de la E3 ubiquitina ligasa EOD1. Ademas revelamos
que DAL interactla fisicamente con DA2. Nuestros resultados definen un sistema basado en ubiquitina que implica
DA1, DA2 y EOD1 que controla el tamafio de semilla final en Arabidopsis.

2.9 DA2 actiia maternalmente para controlar el tamafio de semilla

El mutante de pérdida-de-funcion da2-1 formé grandes semillas y 6rganos, mientras que las plantas que
sobreexpresan DA2 produjeron semillas y érganos pequefios (Figura 1A), indicando que DA2 es un factor negativo
de control de tamafio de semilla y 6rgano. Sorprendentemente, la DA2 de Arabidopsis recientemente se ha
propuesto como regulador positivo del crecimiento de 6rgano, aunque no se conoce nada sobre cémo DA2 control el
crecimiento de semilla y 6rgano (Van Daele y col., 2012). En este estudio, tenemos suficiente evidencia para probar
gue DA2 actlla como un factor negativo del control del crecimiento de semilla y érgano. El mutante de pérdida-de-
funcion da2-1 formé semillas y organos grandes (Figuras 1 a 4). Sosteniendo esto, la mutacion da2-1
sinérgicamente aumenté los fenotipos de tamafio de semilla y 6rgano de dal-1 y dal-kol (Figuras 1 a 4). La
mutacion da2-1 también aumenté los fenotipos de tamafio de semilla y 6rgano de eod1-2, indicando ademas que la
mutacion da2-1 promueve el crecimiento de semilla y 6rgano. El mutante da2-1 formoé 6vulos grandes con mas
células en los integumentos, y la mutacién da2-1 aumento sinérgicamente el fenotipo de tamafio de 6vulo de dal-1
(Figura 6).

Ademas, la mayoria de las plantas transgénicas que sobreexpresan DA2 y DA2L eran mas pequefias que las
plantas de tipo silvestre (Figura 2; Figura S9). Los fenotipos de crecimiento de érgano de estas plantas transgénicas
se correlacionaron con sus respectivos niveles de expresion (Figuras S4 y S9). Por lo tanto, nuestros datos
claramente demuestran que DA2 funciona como regulador negativo del tamafio de semilla y 6rgano. Varios
mutantes de Arabidopsis con drganos grandes también formaron semillas grandes (Krizek, 1999; Mizukami y
Fischer, 2000; Schruff y col., 2006; Li y col., 2008; Adamski y col., 2009), sugiriendo una posible conexién entre el
tamafio de o6rgano y el crecimiento de semilla. Por el contrario, otros varios mutantes con o6rganos grandes
presentaron semillas de tamafio normal (Hu y col., 2003; White, 2006; Xu y Li, 2011), indicando que el tamafio de
organo y semilla no esté invariablemente relacionado positivamente. Estos resultados sugieren que las semillas y los
6rganos tienen tanto rutas comunes como distintas para controlar su respectivo tamarfio.

Experimentos de cruce reciproco mostraron que DA2 actlia maternalmente para influir en el crecimiento de semilla, y

los genotipos del embrion y el endosperma para DA2 no afectan al tamafio de semilla (Figuras 6). Los integumentos
que rodean el 6vulo son tejidos maternos y forman el tegumento después de la fertilizacion. Las alteraciones en el
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tamafio del integumento materno, tales como las vistas en 6vulos de arf2, dal-1 y klu, se ha sabido que contribuyen
a cambios en el tamafio de semilla (Schruff y col., 2006; Li y col., 2008; Adamski y col., 2009). Los 6vulos de da2-1
maduros eran mayores que los évulos del tipo silvestre maduros (Figuras 5 y 7). La mutacién da2-1 también
aumento sinérgicamente el tamafio del integumento de los 6vulos de dal-1. Por tanto, un tema general que surge de
estos estudios es que el control del tamafio del integumento materno es uno de los mecanismos claves para
determinar el tamafio de semilla final. Coherente con esta idea, los factores maternos vegetales del control de
tamafo de semilla (por ejemplo, KLU, ARF2 y DA1) aislados hasta la fecha influyen en el tamafio del integumento
(Schruffy col., 2006; Liy col., 2008; Adamski y col., 2009).

El tamafio del integumento y el tegumento se determina por la proliferaciéon celular y la expansion celular, dos
procesos que estan coordinados. El nimero celular en los integumentos del 6vulo maduro fija el potencial de
crecimiento del tegumento después de la fertilizacion. Por ejemplo, mutantes arf2 produjeron évulos grandes con
mas células, conduciendo a semillas grandes (Schruff y col., 2006), mientras que los mutantes klu tenian 6vulos
pequefios con menos células, dando como resultado semillas pequefias (Adamski y col., 2009). Nuestros resultados
muestran que los integumentos de semillas de dal-1 y da2-1 tenian mas células que aquellas de las semillas del
tipo silvestre, y dal-1 y da2-1 actlan sinérgicamente para promover la proliferaciéon celular en los integumentos.
También observamos que las células en los integumentos exteriores de las semillas de dal-1, da2-1, y dal-1 da2-1
eran mas cortas que aquellas en los integumentos de tipo silvestre, sugiriendo un posible mecanismo de
compensacion entre la proliferacion celular y la elongacion celular en el integumento materno. Por tanto, es posible
gue el integumento o tegumento materno, el cual actia como un contraste fisico sobre el crecimiento celular, pueda
fijar un limite superior al tamafio de semilla final.

2.10 Un marco genético para el control mediado por ubiquitina del tamafio de semilla

DA2 codifica una proteina con un dominio RING previsto que es diferente de cualquiera de los dominios RING
vegetales previamente descritos. El dominio RING de DA2 compartié la mayor homologia con el de GW2 de arroz
(C5HC2), pero carecia de un aminoacido ligando metal conservado (un resto de histidina) que estaba reemplazado
por un resto de asparagina (Song y col., 2007). Aln es posible que el dominio RING de DA2 pudiera ser una
variante del encontrado en GW2. Muchos dominios de tipo RING se encuentran en E3 ubiquitina ligasas que
someten a ubiquitinacién a sustratos, con frecuencia dirigiéndolos para posterior degradacion proteosémica (Smalle
y Vierstra, 2004). Ensayamos la actividad E3 de DA2 recombinante en un ensayo de ubiquitina-ligasa in vitro y
demostramos que DA2 es una E3 ubiquitina ligasa funcional, sugiriendo que DA2 puede dirigir reguladores positivos
de proliferacion celular para la degradacion dependiente de ubiquitina por el proteosoma 26S. Las proteinas que
comparten homologia con DA2 fuera del dominio RING se encuentran en Arabidopsis y otras especies vegetales. En
Arabidopsis, la proteina tipo DA2 (DA2L) comparte gran similitud de aminoacidos con DA2. Igual que plantas
35S:DA2, las lineas que sobreexpresan DA2L mostraron plantas pequefias (Figura 18), indicando que DA2 y DA2L
pueden realizar funciones similares. El homologo de DA2 en arroz es la proteina GW2 tipo RING (C5HC2) (Song y
col., 2007), la cual se ha sabido que actla como regulador negativo del tamafio de semilla. Sin embargo, los
mecanismos genéticos y moleculares de GW2 en el control del tamafio de semilla son en gran parte desconocidos
en el arroz.

Previamente identificamos DAL, un receptor de ubiquitina con actividad de unién a ubiquitina, como regulador
negativo del tamafio de semilla (Li y col., 2008). Un cribado modificador identific6 un potenciador de dal-1 (EOD1)
(Li y col., 2008), el cual es alélico a la E3 ubiquitina ligasa BB (Disch y col., 2006). El analisis de mutantes dobles
eodl-2 dal-1 revel6 interacciones genéticas sinérgicas entre DA1 y EOD2 (Li y col., 2008), sugiriendo que pueden
controlar el crecimiento de semilla modulando la actividad de una diana(s) comun(es). Aunque las interacciones
genéticas entre dal-1 y eodl-2 también aumentaron sinérgicamente el tamafio de semilla y 6rgano, nuestros
analisis genéticos mostraron que DA2 actla independientemente de EOD1 para influir en el crecimiento de semilla,
sugiriendo que DA2 y EOD1 pueden dirigir distintos estimuladores de crecimiento para la degradacién, con
regulaciéon comun por DAL. Por tanto, nuestros descubrimientos establecen un marco para el control del tamafio de
semilla y érgano por tres proteinas relacionadas con ubiquitina DAL, DA2 Y EOD1. Ademas, observamos que la
sobreexpresion de GW?2 restringe el crecimiento de semilla y érgano en Arabidopsis, proporcionando el indicio de
una posible funcion conservada en Arabidopsis y arroz. Podria ser interesante investigar los efectos de la
combinacion de GW2 y los homélogos de arroz de DA1 y EOD1 sobre el tamafio de grano en arroz.

2.11 Un mecanismo molecular posible de DA1 y DA2 en el control de tamafio de semilla

Nuestros resultados demuestran que la E3 ubiquitina ligasa DA2 interactia con el receptor de la ubiquitina DAL in
vitro e in vivo (Figuras 12 a 14). Sin embargo, no es probable que DA2 dirija DAL para degradacion proteosémica
debido a que un mutante insertado de ADN-T del gen DAL (dal-kol) sinérgicamente aumenta el fenotipo de tamafio
de semilla de da2-1 (Figuras 3 y 4). Sin embargo, muchos otros tipos de modificaciéon de ubiquitina regulan las
proteinas de una manera independiente a proteasoma (Schnell y Hicke, 2003). Por ejemplo, se ha implicado que la
monoubiquitinacion en la activacion de las proteinas de sefializacion, endocitosis, y modificacién de histona (Schnell
y Hicke, 2003). En animales, la monoubiquitinacion del receptor de ubiquitina eps15 depende de la interaccion entre
epsl5 y la familia de Nedd4 de las E3 ligasas (Woelk y col., 2006). Por el contrario, también se han publicado una
monoubiquitinacion independiente de E3 de los receptores de ubiquitina (Hoeller y col., 2007). Considerando que
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DA1 interactia con DA2, ensayamos si DA2 puede someter a ubiquitinacion o monoubiquitinacién DALl. En
presencia de E1, E2 y ubiquitina, DA2-His tenia una actividad E3 ubiquitina ligasa. Sin embargo, en presencia de E1,
E2, ubiquitina y DA2-His (E3), se detecté DA1-HA no ubiquitinada bajo nuestras condiciones de reaccién. Los
receptores de ubiquitina pueden interactuar con sustratos poliubiquitinados de E3 por dominios UIM y facilitar su
degradacion por el proteosoma (Verma y col., 2004). Previamente demostramos que los dominios UIM de DAL se
puede unir a ubiquitina (Li y col., 2008).

Tomandolo junto con su interacciéon con DA2 por su region terminal C (Figuras 12 y 14). DAL puede estar implicado
en la mediacién de la degradacién de los sustratos ubiquitinados de DA2 por el proteasoma. Un mecanismo puede
implicar la interaccién de DAl con DA2, que ayuda a DAl a reconocer especificamente el(los) sustrato(s)
ubiquitinado(s) de DA2. DAl puede unir posteriormente cadenas de poliubiquitina del(de los) sustrato(s)
ubiquitinado(s) por su dominio UIM y mediar la degradacion del(de los) sustrato(s) ubiquitinado(s). EI mejoramiento
del rendimiento de semilla es un objetivo importante para cultivadores por todo el mundo, y el tamafio de las semillas
es un componente importante de los rendimientos de semilla globales. Identificamos DA2 como un regulador
importante del tamafio de semilla que funciona sinérgicamente con DAL para influir en el tamafio de semilla.

DA1 también actla sinérgicamente con EOD1 para afectar al crecimiento de semilla. Se ha publicado que la
sobreexpresion de una mutaciéon dal-1 dominante negativa (Zmdal-1) incrementa la masa de semilla de maiz
(Wang y col., 2012), indicando la promesa de combinar los efectos de DAL, DA2 y EOD1 a partir de diferentes
cultivos de semilla para modificar por ingenieria el tamafio grande de semilla en estos cultivos.
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Tabla 1: Alineamiento de dominios RING de DA2 (SEQ ID NO: 3-19)

MGNKLG- --RRROVVDERY TRPDGLYVHKDVDHKKLRKLILE SKLAPCFPGDEDSCND~ -
MGNKLG--~-RRRQVVDERY TRPDGLY VHKDVDHKKLRKLILESKLAPCN PGDDEFGND~ ~
MGNEKLG---RRROQVVEDKYTRPRGLY QHKDVDHKKLRKLILDSKLAPCY PGDEEATND--
MGNKLG---RRRQVVDEKY TRPRGLYNHKDVDHKKLRKLILESKLAPC{PGDEETAYD- -
MGNKLG---RERQVVEERY TKPRGLY VNKDVDVKKLRKLIVESKLAPCY PGDDESCHD -~
MGNRIGG--RRKAGVEERYTRPDGLYEHRDIDOQKKLRKLILEAKLAPCY PGADDAAGG- -
MGNRIGG--RRKAGVEERYTRPRGLYEHRDIDQKKLRKLILETKLAPCY PGADDAAGA-~
MGNRIGG--RRKAGVEERY TRPPGLYEHRD IDQKKLRKLILEAKLAPCY PGADDAAGG--
MGNRIGG--RRKAGVEERY TRPRGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYMGADDAAAAA -
MGNRKGG--RPKSGGEKRFTPPRGLYEHKDIDQKKLRKLILEAKLAPCY PGADDAAAAGS
MGNRIGG--RRKPGVEERFTRPDGLYEHKDIDQKKLRKLILEAKTLADPCY PGADDAAAGGSE
MGNRIGG--RRKAGVEERYTRPRGLYEHRDIDOQKKLRKLILEAKLAPCY PGADDAAGG-~
MEN~— = =r == —nr e m - WGLY PHPDIDLRKLRRUIVEAKLRPCHPGSDDPRAD -~
MGNQVGGRRRRRPAVEERY TRPQGLYPHPDIDLKKLRRLIVEAKLAPCFPGSDDPRAD- -
MGNQVGGRRRRRPPVDERYTRPQGLYPHPDIDLRKLRRLILEAKLAPCHPGADDARAD - -~

MGNQVGGRRRRRPAVDERYTQPQGLYPHPDIDLRKLRRLILEAKLAPCHPGADDARAD -~
ko

*hkk Kok cckkkchkh: o cokkAAR *

-=-HEECPICFLYYPSLNRSRCCMKGICTECFLOMENPNSTRETQCFPFC]
---HEECPICFLYYPSLNRSRCCMKGICTECFLOMENPNSTRPTQCPFC
---FEECPICFLFYPSLNRSRCCTKGICTECFLOMENPNSTRPTQCPYC]
---REECPICFLYYPSLNRSRCCTKSICTECFLOMEVPNSTRPTQCPFC]
==-LEECPICFLYYPSLNRSRCCMKSICTECFLOMKNPNSARPTQCPFC
==DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCFFC]
==DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCFFCE
--DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCPFCE
--DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTAQEPTQCPFC
~-DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCPFC]
DLDLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCPFCH
--DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLOMKPTHTARPTQCPFC

---LDECPICFLFYPSLNRSRCCARGICTECFLOMRS PTSCRPTUCPYC
~~-LEECPICFLFYPSLNRSKCCAKGICTECFLQMRTPTSCRPTQCPYCKMASYAVEYRG
---LDECPICFLFYPSLNRSKCCAKGICTECFLOMKSPTSCKPTQCPYCKTLNYAVEYRG
~--LDECPICFLFYPSLNRSKCCAKGICTECFLOMKSPTSCRPTQCPYCKTLNYAVEYRG

pedekok ok kR Ak ke ke ke kR ek

chkkkh ok wkkdkkk

VKTKEEKGLEQIEEQRVIEAKIRMRQQELQDEEERMOKRLDVSSSSANIEPG-ELECGPT
VKTKEEKGMEQIEEQRVIEAKIRMRQQELQODEEERMOKRLELSSSSSSIAPG-EVECGSA
VKTKEEKGMEQIEEQRVIEAKIRMR QODEEERMQKRQEISSSSSILAQG-EVEYSTT
VKSKEEKGLEQIEEQRVIEAKIRMRQQELODEEERMHKRLEMSSSNVNVAVA-DVEYSSN
VKSKEEKGIEQVEEQRVIEAKTRMRQ DDEEKMOKRLESCSSSTSAMTIG-EMEYGST
VKTKEERS IEQFEEQKVIEAQMRMROQALODEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDI
VKTKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMRQOALQODEEDKMRRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDT
VKTKEERSIEQLEEQKVIE EEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDI
VKTKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMROQALODEEDKMKRKQNRCSSSRTITPTKEVEYRDT
VKTKEERSIEQFEEQKVIEAQLRMRO DEEAKMKRKQSRCSSSRTVTPTTEVEYRDI
VEKTKEERSIEQFEEQRKVIEAQLRMRQ DEEARMERKQSRCSSSRTVIPTTEVEYRDI
VKTKEERSIEQFEEQKVIEAQMRVR EEDKMKRKQSRCSSS-CKTPNYAVEYRGY

VKTKEEKGVEQLEEQRVIEAQIRMRHQE IKDDAERLKNKQ--TATLSDVITTPQVECCEA
VKTKEEKGTEQIEEQRVIEAQIRMROOELQODDAERMKKKQ-~ARALTDVVITAQVEHCDT
VEKTKEEKGIEQLEEQRVIEAQIRMROQEVODDAERMENKR--TATLGDVVASAQVDSCNT
VKTKEEKGIEQLEEQRVIEAQIRMROKELQODDAERMKNKQ- ~TATLGD IVASAQVDSCNT
ded sk s | e ko okkkk sk ook

31

55
55
55
55
56
56
56
57
58
58
56
39
58
58
58

112
112
112
112
112
114
114
114
115
116
118
114
96

115
115
115

171
171
171
171
171
174
174
174
175
176
178
173
154
173
173
173

218
218
223
224



At _GI-1B41194B.pro

Ta_GI-408743661.
Hv_GI-164371454.
Bd_GI-357140854.
Os_GI-115445269.
Sb_GI-242064618.
Zm_GI-220961719.
Ta_GI-408743658.
Bd_GI-357125256.
0s_GI-218197613.
Zm_GI-260935347.
Sb_GI-242092026.

Pt_GI-224061326.
M_GI~255579534 .
Vv_GI-147817790.
Gm_GI-356549538.

pro
Pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro

pro
pro
pro
pro

At_GI-18411948.pro

Ta_GI-408743661.
Hv_GI-164371454.
Bd_GI-357140854.
Os_GI-115445269.
Sb_GI-242064618,
Zm_GI-220961719.
Ta_GI-408743658.
Bd_GI-357125256.
Os_GI-218197613.
Zm_GI-260935347.
8b_GI-242092026.

Pt_GI-224061326.
Rc_GI-255578534.
Vv_GI-147817790.
Gm_GI-356549538.

pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro

pro
pro
pro
pro

At_GI-18411948.pro

Ta_GI-408743661.
Hv_GI-164371454.
Bd_GI-357140854.
Os_GI-115445269.
Sb_GI-242064618,
Zm_GI-220961719.
Ta_GI-408743658.
Bd_GI-357125256.
Os_GI-218197613.
.pro
Sb_GI-242092026.

Zm_GI-260935347

Pt_GI-224061326.
Rc_GI-255578534.

Vv_GI-147817790

pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro
pro

pro

pro
pro

.pro
Gm_GI-356549538.

pro

At_GI-18411948.pro

Ta_GI-408743661.
Hv_GI-164371454.
Bd_GI-357140854.
Os_GI-115445269.

pro
pro
pro
pro

ES 2706 499 T3

SAIS-YNSLMD======= DGEIAPSQNAS -~ -VVRQHSRPRGNREDEVDVDLEELMVMEA
CSTS-YSVPSY--QCTEQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHTRDDNIDMNI EDMMVMEA
CSTS-YSAPPY~-~RCTEQETECCS SEPSCSAQANMRSFHSRHTRDGNIDMNIEDMMVMEA
CSTS-YSVPSY--QCTEQEAECCS SEPSCSAQSNMRPVHSRHNRDDNIGMNIEEMMVMER
CSTS-PSVPSY--RCAEQETECCS SEPSCSAQTSMRPFHSRHNRDDNIDMNIEDMMVMER
CSTS-FSVPSY--QCTEQGNECCS SEPSCSSQANMRPFHSRHNRDDNVDVNLEDMMVMER
CSTS-FSVPSY--QRTEQGNECCS SEPSCSSQANMRPFHSRHNRDDNVDMNLEDMMVMET
KTKEERSTEQFEEQKVTEAQMRVRQOATL.ODEEDKMKRKQSRCS = - SSMDMNTEDMMVMEA

GGTSTPAASSA------ QGNDALLSQVQHSELLLENSERLKQMRENNFDVDLEEVMLMEA
GGASTTVKSSG=~=~=~~ RGSDMLSSQVQHAELLLKTSERLKQMRNNNFDMD PDEVMLVEA
DGASTAVANSP=====~ RGNDVLSSEVQHSELISRNSEAFKQMRGNNFEVDLEEVMLMEA
DGASTGAASSP~-~-—~ QGSDAISSEVQHSELILRNSEAFKOMRGNNFDVDLEEVMLMEA
R LA
IWLSIQ-ENGRQKNPLCGDARP-~~~~— PAQYTMEARYVTP----AMAPPLAGSSSSPSGG
IWLSIQ-ENGRQKNPIYTDAAS = === = SENYAVQGHYALQ~~~-~AMPP~VTESSSSPSGG
IWLSIQ-DNGRHRNPLYGDTTT-—~--—, AEQYVTEEHYVLP----AMAP-QVESSSSPSGG
IWLSIQ-ENGRRRNLSFVDATSGHYVADGRYVSSVSSVSS~~~-~VMGP-PTGSSSSPSGG
IWLSVQ-ETGTQRNSASGEITS - =~~~ SRQYVTDNHSYVSSPPRVTPIVEPATPSSSSGG
IWRSIQ-EQGSIGNPACGSFMP~—~-=~~~~ FEQP-TCERQ----AFVAAPPLEIPHP-GG
IWRSIQ-EQGSIGNPACGSFMP-—~~==~~ FEQP-TRERQ---~-AFVAASPLEIPHP-GG
IWRSIQ-EQGSMGNPVCGNEMP -~ ~~~~~~ VIEPPSRERQ---~AFVPAP-LEIPHP-GG
IWRSIQ---GSIGNPVCGNEMP~~~~~~~~ VTEPSPRERQ--~--PFVPAASLEIPHG-GG
IWRSIQ-EQGHLYNPVCGSYFP === == === VIEPPSRERQ--~--AFLPAAPLEMPHP-GG
IWRSIQQEQGHLVNPVCGSYFP ~ == == === VIEFPSRERQ----AFVPARFLEMPHFP -GG
IWRSIQ-EQGSIGNPSCGSFMP-~~~~~~~ FEQP-TRERQ-~--~-AFVAAPPLEMPHP -GG
IWLSVQ-D--ASGNPGITGAAP-===-==== PTIPPRSYD=====~ TSVIASAEAAPSG-G
LWLSLQ-DQEASGNPTCGNTVS~~~~=~~~ SVHPPRSFE~~~~~~ GSMTIPAEAASSSSA
IWLSIQ-DQEALGNPGCVSTTP -~ ===~~~ SSIPSRPFDD----~- GDMTTTAEAASSG-G
IWLSIQ-DQEALGNSGCVSTTP~==~====~ SSIPSRPFD-===== GAMTTTPEAASSG-G
R EE *

LACAIAALAERQQTGGES-~-IVHNSGNMPSFNMLPST~SSFYNRLEQDADNY SPAQSSSN
LACATIAALAERQQTGGES - -FAHNNENVAACNMLPGG-SSFYNRMDODAENY SPAQGSNN
LACAIAALAERQQMGGES - - STNYNGNMPAFNMPPGS ~-SRFSNRVEQYPENYPPTESSMD
LACAIAALAERQOMAGESS -MSLTNENMPSFNTLPGS ~RRFYNRLGRDMANY PPGDNLNE
LSCAISALAERQOMVGESS SHNHNHNVNVSSYSMLPGN~-CDSYYDIEQEVDGIDNHHHHR~
FSCAVAAMAEHQ~-PSSMDFSYMTGS SAFPVFDMFRRP-CNIAGGSMCAVE -SSPDSWSGI
FSCAVARMTEHQ-PSSMDFSYMTGSSAFPVFDMFRRP-CNIAGGSLRAVE -SSLDSWSGI
FSCAVASMAEHQ-PPSMDFSYMAGNSAFFVFDMFRRQ-CNISGGSMCAVD-SSPDSWSGI
FSCAVAAMAEHQ-PPSMDFSYMAGSSAFPVFDMFRRP-CNIAGGSMCNLE ~-SSPESWSGI
YSCAVAALAEHQ-PASMDFSYMAGSSTYPVFDMIRRP~CNMSSGSLCGVENSSLDTWSGI
YSCAVAALAEHQ-APSMDFSYMSGSSTYPVFDMIRRP-CHNMSSGSPCGAENSSLDTWSGI
MDMNIEDMMVME -ATWRSIQEQ-GSIGNPSCGSFMPF-EQPTRERQAFVAAPPLEMPHPG
FACAVAALAEQQHMLVGS - ~SIPATCQASKHDTLSRSDRSFTEDLSIAGSSSSGTRVDES
FACAVAALAEQQOMYGEA--SSTATCHTSRCDILSRSDRSFTEDLSINGSGSSGARSEEP
FACAVAARLAEQQHMHGES--SSASPCQTIRFGTLSRPDRSTTQDLSVAGSSSSDSRVEEP
FAFAVAALAEQQHMHGES--SSASACQTPRFDILSRSDRSSTEDLSVVGSSSSDSRVEEP

VLPDCRMIVTRDDGEWGADRGSDAAEAGTSYASSETAEDAGGISSLLPPP--FPTIDEIGG
MLSDCRMA-~-RDDVQWVADRGSDAREAGTSYASSETTEDSDGISVVLPPFPLFFPDELIVG

ALPDGGLAVTKDDGEWGVDRGSEVAEAGTSYASSDATDEAGGVAA-~=~~~ LPPTDEAEG
EPLDEAVIMTRSHGEWDMDHGTQLTETATSYTNSVAAEDRGELSS--=~-== LPRSDDNDG
------------------- HHYEMGETGSSNSYVSSYMTGEGFHN~ -~ ~~~FPPPP~~-~~
ASSCSRREVVREEGECSTDHWSEGAEAGTSYAGSDIVVDAGTTPP~~~~~~ LPVIDN~~~
APSGTRREMVREEGECSIDHWSEGAEAGTSYAGSDIMADAGTMPP - ~~—~~— LPFADN-~~
PPSCSR-EMIREEGECSTDHWSEGAEAGTSYAGSDIVADAGTMQQ~ - =~~~~ LPF. —
APSCSR-EVVREEGECSADHWSEGAEAGTSYAGSDIVADAGTMPQ---~—~ LFF. -
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220
231
231
231
232
233
235
231
208
227
227
227

268
267
272
278
274
276
276
276
276
279
282
276
250
272
272
271

325
324
329
336
332
333
333
333
333
337
340
333
308
330
330
329

383
382
383
390
363
384
384
383
383
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5b_GI- 242064618 .pro APSCSR-EVVREEGECSTDHWSEGAEAGTSYAGSDIMADTGTMOP -~~~ —=~ LPFAEN--- 387
Zm GI-220961719.pro APSCSR-EVVRDEGECSADHWSEGAEAGTSYAGSDIMADAGAMOP - ——— -~ LPFAEN--- 390
Ta _GI-408743658.pro GPSCSRREVVREEGECSTDHLSEGAEAGTSYAGSDIVVDAGTMLE—————-. LPFADN--- 3B4
Bd_GI-357125256.pro SINRTRQTREGAEHSNN-DRWSEVADASTSCAGSDITREAGRANL-———-—~ VASDG--- 357
Os_GI-218197613.pro SSNEMHQTREGMEY SN--ERWSEMAEASSSFTGSDLTTEAGAAN-~——————-— SGG--- 375
Zm_GI-260935347.pro PTSNTHRTIEAAEYSNSNVQWSEVAEAGTSIAESDGTVEAGVDNS-—-—-——~— STSAG--- 380
Sb_GI-242092026.pro SSSSTHRTIEGSEYSNSNGRWSEVAEAGTSIAEADVIVEAGVGNS-——~~-~ STSVG--— 379
LIS
Pt_GI-224061326.pro SFQNVSGPIP-ESFEEQMMLAMAVSLAEARAMTSG--PQSAWQ 423
Rc_GI-255578534.pro $--DSGMIVP-ESFEEQMMLAMAVSLAEAQAMTGG--AGSAWQ 420
Vv_GI-147817790.pro SFQNVGGPIVPESFEEQMMLAMAVSLAEARARTS---TQGVWQ 423
Gm_GI-356549538.pro SLOSATEPIVPESFEEQMMLAMAVSLAEARAMSSG--QSASWQ 431
At GI-18411948.pro = ----- PLVIVPESFEEQMMMAMAVSMAEVHATTTCAPTEVIWY 401
Ta_GI-dOB'M&GSl .pro -YSMVASHFRPESIEEQMMY SMAVSLAEA-HGRTHT-QGLAWL 424
Hv_GI -164371454 .pro -YSMAASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEA-HGRTHT-QGLTWL 424
Bd_GI-357140854.pro -YNMAPSHFRPESIEEQMMY SMTVSLAEA-HGRTHS-QGLAWL 423
Os_GI-115445269.pro -FAMAPSHFRPESIEEQMMF SMALSLADG-HGRTHS-QGLAWL 423
Sb_GI-242064618 .pro -FTMAPSHFRPES IEEQMMFSMAVSLAEAHHGRTQA-QGLAWL 428
Zm_GI-22096171%.pro -FAMGCPSHFRPESVEEQMMFSMAVSLAEAHHGRTQA-QGLAWL 431
Ta GI-408743658.pro -¥YSMVASHFRPESIEEQMMY SMAVSLAEA-HGRTHS-QGLAWL 424
Bd_GI-357125256.pro --SSIGSGNIPDSFEDOMMLAISLSLVDARAMASSPGPGLTWY 398
Os_GI- 218197613 .pro --SDTGAGSIPDSFEEQMMLAMALSLADARAKASSPG—-LTWR 414
Zm GI-260935347 .pro --SNIDSVSVPDSFEEQMMLAMALSLVDARARAGSPG--LAWR 419
Sb_GI-242092026.pro --SNIGSSSVPDSFEEQMMLAMALSLVDARSRAGSPG--LAWR 418
k Eokwk ook o *

Tabla 2; Alineamiento de polipéptidos DA2 (SEQ ID NO: 20-35)
5 * indica restos idénticos
. indica restos conservados
. indica restos semiconservados

El dominio RING y el primer y segundo dominio de consenso estan recuadrados.
10
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5i_GI-514815267.pro
Bd_GI-357157184.pro
Br DAlb.pro
Br_DAla.pro
At_GI-15221983.pro
Te_GI-508722773.pro
Gm_GI-356564241.pro
Gm_GI-356552145.pro
Vv_GI-302142429.pro
Vv_GI-359492104.pro
$1_GI-460385048.pro
Os_GI-218197709.pro
Os_GI-115466772.pro
Bd_GI-357160893.pro
Bd_GI-357164660.pro
Sb_GI-242092232.pro
Zm GI-212275448.pro
At GI-240256211.pro
At GI-145360806.pro
At _GI-22326876.pro
At _GI-30698242.pro
At _GI-30698240.pro
At GI-15240018.pro
At GI-334188680.pro
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8i_GI-514815267.pro
Bd_GI-357157184.pro
Br_DAlb.pro
Br_DAla.pro

At GI-15221983.pro
Tc_GI-508722773.pro
Gm_GI-356564241.pro
Gm_GI-356552145.pro
Vv_GI-302142429.pro
Vv_GI-359492104.pro
51_GI-460385048.pro
Os_GI-218197709.pro
Os_GI-115466772.pro
Bd_GT-357160893.pro
Bd_GI-357164660.pro
8b_GI-242082232.pro
Zm_GI-212275448.pro
At_GI-2402586211.pro
At_GI-145360806.pro
At_GI-22326876.pro
At_GI-30698242.pro
At _GI-30698240.pro
At_GI-15240018.pro
At _GI-334188680.pro

Si_GI-514815267.pro
Bd_GI-357157184.pro
Br DAlb.pro
Br_DAla.pro

At GI-15221983.pro
Tc_GI-508722773.pro
Gm _GI-356564241.pro
Gm_GI-356552145.pro
Vv_GI-302142429.pro
Vv_GI-359492104.pro
S1_GI-460385048.pro
Os_GI-2181387709.pro
0Os_GI-115466772.pro
Bd_GI-357160893.pro
Bd_GI-357164660.pro
Sb_GI-242092232.pro
Zm_GI-212275448.pro
At_GI-240256211.pro
At GI-145360806.pro
At _GI-22326876.pro
At GI-30698242.pro
At_GI-30698240.pro
At_GI-15240018.pro
At GI-334188680.pro

Si_GI-514815267.pro
Bd GI-357157184.pro
Br_Dalb.pro

Br DAla.pro

At _GI-152219B3.pro

Tc_GI-508722773.pro
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YGWANSWLEAEKLTSEQSKILSNNVLTDSELVEEIVEDVYGKLYPAERVGIYARLLEIEK 180
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Gm_GI-355564241 .PIO L e e T T

Gm_GI‘355552145.PIO o as e e Re e T R e R e e R e e R e A SR R AR R M S SR MR A A e W R g S e e e
W_GI_3°2142429»pr0 - .- R 4 e e

Vv_GI-359492104.pro
8l_GI-460385048.pro e e R i
0s_GI-218167709.pro S — . e
0,_GI-115465'?'72P=° e g T e W e e e L e e e e ek ke md e N
Bd_GI-357160893.pro o
Bd_GI-357164660.pro e e e e e e e e
Sb_GI1-242092232.pro 7 e o e e e e m e mmmm e m -
Zm_GI-212275448.pro e
At_GI-240256211.pro s
At_GI-145360806.pro o T A T T o

At GI-22326876.pro LLYKQHRDIRS IGIWGMPGIGKTTLAKAVFNEMS TDYDASCFIENFDEAFHKEGLHRLLK 240
At GI-30698242.pro e
At_GI-30698240.pro P
At_GI-15240018.pro e
At_GI-334188680.pro a1 o b i e

SJ.*GI-514815267-P!'° — - . it M e Al R E A s e s e e e e
Bd_GI-357157184.pro o e e e 8 Ll e 4 0 0k Ao B e 41 o 0 08 o 0
Br_DA.lb.p:o i L
Br_DAla.pro SR - S e
At_GI-15221983.pro LSl Sl m el
TC_GI-soa?zzT'?s_pra = o e e el e e e e e A e WE e e A e e e e A e
Gm_GI_356564241.Pr° - S A W A A A et L S N T WY M MR A e " - - -
Gm_GI-356552145_p:0 - - . =
Vv_GI-302142429.pro
Vv_GI-359492104.pro
S1_GI-460385048.pro e
Os_GI-218197709.pro e e m e i i e o i
Os_GI-115466772.pro
Bd_GI‘JETlEOQQS.p:Q n i e e m e a0 e e e e L e e e R e L o A e o
Bd_GI_Bs",IlsqsGo‘pro . e P AR T S A W M W TR W P e ey i L L T T
Sb_GI-242092232.pro 0 e
Zm_GI-212275448.pra e
At_GI-Z‘UZSGle_prQ B T L L L L L T T L L
at_GI-l,lstDaOsPro e - BT T - m m i il kel kA R A e am
At_GI-22326876.pro ERIGKILKDEFDIESSYIMRPTLHRDKLYDERILVVLDDVRD SLAAESFLERLDWEGSGS 300
At_GI_30698242pr0 e ke A B R A A A R e e e o N ol AN A P P N N AR S Y TR e g e e e
nt_GI—306982¢0.pro B e e e
at_GI-15240013.pr° 1 e e A A e A e T e G aa e e e

At_GI-SMlEBGBO.pro e e e e e e e e

Si_GI-514815267 .pro T e
Bd_GI-357157184.pro 8 ) L o i
Br_DAlb.pro T e
Br_DAla.pro e i o e e e A e
At_GI-15221983.pro L OSSR ——
Tc_GI-508722773.pro e

m_GI_35656‘241.pr° - a R A e S8 s e e R R A e S G e N P e e R e e e
Gm_GI-356552145.pro e - e
W_GI_302142429'pr° ‘n P e R L L L L L T e e
Vv_GI-359492104.pro e et . e
Sl_GI_‘6°385048‘pr° A PN R A A P AR S AR B TR WP W A MR R Be e M e e e e i e e Ay ha e e e e as e
Os_GI-218197709.pro . . e e

Os_GI-115466772.pro e e
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Bd_GI-357160893.pro e
Bd _GI-357164660.pro
Sb_GI-242092232.pro
Zm_GI_212275448'pr° - < - . ne U R S L e e A A o ko o
At GI-240256211.pro e
AL_GI-145360B06.PIO  —cm v e e e
At _GI-22326876.pro LITITSVDEQVFAFCQINQIY TVOGLNVEEALQLFSQSVFGINEPEQNDRELSMKVIDYV 360
At _GI-30698242.pro S
ALt _GI-3069B240.Pr0 s e e e e
At_GI_15240013 ‘pro B e T R e T T I S
At_GI-334188680.pro e

Si_GI-514815267.pro
Bd_GI-357157184.pro
Br_DAlb.pro
Br_DAla.pro

At GI-15221983.pro
Tc_GI-508722773.pro e e e e e
Gm_GI-356564241.pro e
Gm_GI-356552145.pro e i i e e S i ot L 4 e e e e
Vv_GI-302142429.pro et T et
Vv_GI-359492104.pro e
S1_GI-460385048.pro B
Os_GI-21B157709.pro ST
Os_GI-115466772.pro S
Bd_GI-357160893.pro i o i e
Bd_GI-357164660.pro e
Sb_GI-242092232.pro e e e
Zm_GI-212275448.pro e e e e e e e s s e m s

At GI-240256211.pro e
At_GI-145360806.pro e e e

At _GI-22326876.pro NGNPLALSIYGRELMGKESEMETAFFELKHCPPLEIQDVLENAY SALSDNEKNIVLDIAF 420
At _GI-30698242.pro e e S T e ————
At_GI-30698240.pro s o e

At _GI-15240018.pro e ko o i  t e e e e e
at_GI_334188630 _pro e T T A — -

51—91_51481526’?_93:0 e e e e e
Bd_GI-357157184.pro T ———_..——-
Br_DAlbpro o i m e s e e A A e A = ek ke — = e v —r e e
Br~DMa_pro e e
ht_“GI_lszzlgga'pro im s A A e e i — i T e
TG_GI—503722773-9150 i e e o e e w o e i
Gm_GI-356564241.pro e
m_GI_3565521459r° g
Vv_GI-302142429.pro e e e e e
Vv_GI-359492104.pro e e e m e am—————
S1_GI-460385048.pro e
Os_GI-218197709.pro e e e e e T T
OB_GI-1154657729r0 e - -~ e e e e e T e ke e m

Bd _GI-357160893.pro e
Bd_GI-357164660.pro e et e e
Sb_GI-242092232 pro B ki R R e e AR o ke e e e e ok 1 e e e o e o e
zm__GI-212275448_prO e e i
At_GI-240256211.pro e e
At_GI_.145360806‘pr0 S - .o . - D gy g

At GI-22326876.pro FFRGETVNYVMJLLEESHY FPRLAIDVLVDECVLTISENTVOMNNLICDTCQEIFNGEIE 480
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At_GI-30698242.pro - I e e e
At_GI-30698240.pro i

At_GI-15240018.pro e
At_GI-3341886B80.pro e e

SL_GI-51431525'?.pxo R e e e e e e e e
Bd_GI-357157184.pro
Br_DAlb.pro
Br_DAla.pro
At_GI-15221983.pro
Te_GI-508722773.pro
Gm_GI-356564241.pro
Gm_GI-356552145.pro
Vv_GI-302142429.pro o 4 e P o AR R A A0 kY e R4 L 8 e o o 1
Vv_GI-359492104.pro S e e e
§1_GI-460385048.pro - P R A R R
Os_GI-218197709.pro ~==--w-=-=--a- s ————— B
Os“GI_llsass'?szro e e e e e R N L AR LN A M e R M A R MR M M SR M MR M S R A R AR S b e e e e e e e
Ed_GI_357160393_PI° AR MR T P AN VR AR MR WA E A B T LT B A LS W P m o m e s .- - - i - o
Bd_GI-357164660.pro o et ot i o i
Sb_GI_zdzogzzaz_Pro T L L L L T T v e b g g - imam e m e .
Zm_GI-212275448.pro D e L e L L LR e e Ll L e SR E EE L L R
ht_GI—240256211pr0 e in e e e A i e L M L 4N A e W A S e e S A% S e A . .
At_GI-145360806.pro e ——_—_ e
At_GI-22326876.pro TCTRMWEPSRIRYLLEYDELEGSGETKAMPKSGLVARHIESIFLDTSNVKFDVKEDAFKN 540
At_GI-30698242.pro e s mm e e = s e i e i o e i
ht_GI-30693240-p=0 P Y A T W TR TR W WY W NP W ST R e T M PR YN TR TR SR PP Sy ey am M T e e e = e - -—————m -
At_GI-15240018.pro e e e e e e e
At_GI-334188680.pro S S I e e

Sl_GI-514315267pr° e

Bd_GI-357157184.pro 4 i o e At L Y T e
Br_DAlb.pro e
Br_DAla.pro
Rt_GI"l5221933.PIO T R L L L L T T T T T e
Te_GI-508722773.pro e A
Gm_ct—356554241Pr° g g g g g g g g g g g g R g Y S Sy
Gm_GI'3565521‘5Pr° . _— . . . .= Amm o s A N MR A 4 S M A e

Vv _GI-302142429.pro i ikl

W_GI*359492104PIO - e R e T R R R TR W SN R G S YR W A T S W N A S A M L SR S M W s e e e e e e
Os_cr_zlalg'?'?ogpro B L T T OO OO TR L L
Os_GI-115466772.pro R ‘ot D
Bd_cr_aETlsoBgapro e e e e e SR SR S R G S M M S R W e e e W e e e W e e e e e
Bd_GI-357154560P2° [P A A e Ak A 6 M e e R A M M. AR L G N e S A S
Sb__GI—242092232‘pr0 T L

Zm_GI-212275449p:o A L AR e A L e A M e e R M P T AR WEGAR % W PN M AR R LR AL MR R A T A W S W e N M W e M

At _GI-240256211.pro S e S

8‘:_GI-145360305P:° T L L L T T
At_GI-22326876.pro MENLEKFLKIYNSCSKYISGLNFPKGLDSLPYELRLLEHWENY PLOSLPQDFDFGHLVKLSM 60(
At_GI_aosgazqurc o ot

At_GI-30695240p:c o 8 e M A AR 8 W R e W U e L e e R M SR A M e A S A N A e A S M N G e R e
At_GI_15240018pr° o e e e A B YR N i M e A e A e e e e e e W
At_GI"334lBBSBOPZD . - - A A g L e A A R A .

Si_GI-514815267.pro v i s - . e
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Bd_GI-357157184
Br_DAlb.pro
Br_DAla.pro

.pro

At _GI-15221983.pro

Te_GI-5087 22773
Gm_GI-356564241
Gm_GI-356552145

Vv_GI-359492104
81 _GI-460385048

Os_GI-115466772
Bd_GI-357160893
Bd_GI-357164660
Sb_GI-242092232
Zm_GI-212275448
At GI-240256211
At_GI-145360806

.pro
.pro
.pro
Vv_GI-302142429,

pro

.pro
.pro
Os_GI-218197709.

pro

.pro
.pro
. pro
. pro
.pro
.pro
,pPro

At_GI-22326876.pro
At _GI-30698242.pro
At_GI-30698240.pro
At_GI-15240018.pro

At_GI-334188680

Si_GI-514815267
Bd_GI-357157184
Br_DAlb.pro
Br_DAla.pro

. pro

.pro
.pro

At _GI-15221983.pro

Te_GI-508722773
Gm_GI-356564241
Gm_GI-356552145
Vv_GI-302142429
Vv_GI-359492104
S1_GI-460385048
Os_GI-218197709
Os_GI-115466772
Bd_GI-357160893
Bd_GI-357164660
Sb_GI-242092232
Zm_GI-212275448
At_GI-240256211
At_GI-145360806

.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro
.pro

At _GI-22326876,.pro
At GI-30698242.pro
At_GI-30698240.pro
At_GI-15240018.pro

At_GI-334188680

Si_GI-514815267
Bd_GI-357157184
Br_DAlb.pro
Br _DAla.pro

.pro

.pro
.pro

At_GI-15221983.pro

Te GI-508722773
Gm_GI-356564241
Gm_GI-355552 145

.pro
. pro
.pro
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PYSQLHKLGTRVKDLVMLKRLILSHSLOLVECDILIYAQNIELIDLOGCTGLORFPDTSY 660

- - - ---MGDRP 5§

LONLRVVNLSGCTEIKCFSGVPPNIEELHLQGTRIREIPIFNATHPPKVKLDRKKLWNLL 720
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Vv_GI-302142429.
W_GI-359492104 .
81_GI-4603B85048.
0s_GI-218197709.
0s_GI-115466772.
Bd_GI-357160893.
Bd_GI-357164660.
Sb_GI-242092232.
Zm_GI-212275448.
At_GI-240256211 .
At_GI-145360806.
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GCHSAVEHEESVNILGVLWHPCGCFCCRSCDEKPIAIHELENHVSNSRGKFHKSCYER- - -~
GCNFAVEHGGSVNILGVLWHPGCFCCRACHRPIATIHDIENHVSNSRGKFHKSCYER

GCKSAIEYGRSVHALGVNWHPECFCCRYCDKPIAMHEFRS - - - -NTKGRCHITCYBRSH-~

- k. o® * . : i *

PKCDVCNSFIPTNENGLIEYRAHPFWMQKY CPSHENDGTPRCCSCERMEPKHSQYITLDD
PRCDVCKDFIPTNKDGLIEYRAHPEFWMQKY CPSHEDDGTPRCCSCERMEPTDIKY IRLDD
PECDVCELFISTHNHAGLIEYRAHPFWVOKYCPSHEHADATPRCCSCERMEPRNTGYFELND
PRCDVCSLFIPTMHACLIGYRAHPFWVQKYCPSHEHDATPRCCSCERMEPRNTGYVELND
PKCDVCSHFIPTNHAGLIEYRAHPFWVQKY CPSHEHDATPRCCSCERMEPRNTRY VELND
PKCDVCNDFIPTNPAGLIEYRAHPFWIQKYCPSHEHDSTPRCCSCERMEPQDTGY VALND
PKCDVCKHFIPTNPAGLIEYRAHPFWIQKY CPTHEHDGTPRCCSCERME SQEAGY TALKD
PRKCDVCKHFIPTNPAGLIEYRAHPFWIQKYCPTHEHDGTTRCCSCERME SQEAGY IALKD
PRCDVCKHF IPTNPAGLIEYRAHPFWVOKYCPSHEHDRTPRCCSCERME PRDTRY VALND
PKCDVCKHFIPTNPAGLIEYRAHPFWVQKYCPSHEHDRTPRCCSCERMEPRDTRY VALND
PEKCDVCKHFIPTHAAGLIEYRAHPFWSKYCPFHEHDGTPRCCSCERMEPRDTRY IALDD
PECDVCEQFIPTHNMNGLIBYRAHPFWLOKYCPSHEVDGTPRCCSCERMEPRESRYVLLDD
PHOCDVCKQFIPTMMMNGLIBYRAHPFWLOKY CPSHEVDETPRCCSCERMEPRESRY VLLDD
PKCDVCKQFIPTNMNGLIEYRAHPFWLOKY CPSHEVDGTPRCCSCERMEPRE SRYVLLDD
PHCDVCQQFIPTNTNGLIEYRAHPFWLOKY CPSHEVDGTPRCCSCERMEPRESRYVLLDD
PRCDVCKQFIPTNMNCLIEYRAHPFWLOKY CPSHEVDGTPRCCSCERMEPRESRY VLLDD
PECDVCEQFIPTMMNGLIEYRAHPFWVOKYCPSHEMDGTPRCCSCERMEPRESKYVLLDD
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573
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207
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247
219
1296
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256

258
240
272
289
289
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234
238
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242
633
241
267
249
241
264
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PRCDVCHNFIFTNPAGLIEYRAHPFWMOKYCPSHERDGTPRCCSCERME PKDTKYLILDD
PECEVCHHFIFPTNDAGLIEYRCHPFWNQKYCPSHEYDKTARCCSCERLE SWDVRY ¥ TLED
PNCYVCEKKIPRTAEGL-KYHEHPFWMETYCPSHDGDGTPKCCSCERLEHCGTQY VMLAD
RNCYVCQOKIFPVNAEGIRKFSEHPFWKEKYCPIHDEDGTAKCCS CERLEPRGTINY VMLGD

A CYVCEERK - = == - ~-MKTYNIHPFWEERY CPVHEADGTPECCECERLEPRGTKYGELSD
~YCYVCKEKK =~ ~~=~ METYNNHPFWEERYCPVHEADGTPKCCSCERLE PRESNY VMLAD
PHCHVCEKKFP- - -~ - GREYKEHPFWKEKY CPFHEVDGTPKCCSCERLEFPWGTKY VMLAD

* wk ok LA ) w ok ok kAkk N w L
GRELCLECLHTAIMDTNECQPLY IDIQEFYEGMNMKVEQQVPLLLVERQALNEAMEREKT
GRELCLECLTSATMDSPECQHLYMDIQEFFEGLNMEVEQQVPLLLVERQALNEALEAEKS
GRELCLECLDSSVMDTFQCQPLYLQIQEFYEGLNMIVEQEVPLLLVERQALNEARE GERI
GREKLCLECLDSAVMDTFQCQPLYLQIQEFYEGLFMKVEQDVPLLLVERQALNEARE GEKN
GREKLCLECLDSAVMDTMOCQPLY LQIQNFYEGLNMKVEQEVPLLLVERQALNEAREGEKN
GREKLCLECLDSAVMDTKQCQPLYLDILEFYEGLNMKVEQQVPLLLVERQALNEAREGEKN
GRKLCLECLDSS IMDTNECQPLHADIQRFYD SLNMMKLDQOIPLLLVERQALNEAREGEKN
GRELCLECLDSAIMDTNECQPLEHADIQRFYESLNMKLDQOIPLLLVERQALNEAREGEKN
GREKLCLECLDSATMDTNECQPLYLDIQEFYEGLNMKVOQQOVPLLLVERQALNEAMEGEKS
GRKLCLECLDSAIMDTNECQPLYLDIQEFYEGLNMKVOQOVPLLLVERQALNEAMEGEKS
GRKLCLECLDSAIMDTSQCQPLY YDIQEFYEGLNMKVEQKVPLLLVERQALNEAMDGERH
GREKLCLECLDSAVMDTSECQPLYLEIQEFYEGLNMKVEQQVPLLLVERQALNEAME GEKT
GREKLCLECLDSAVMDTSECQPLYLEIQEFYEGLNMEKVEQQVPLLLVERQALNEAMEGEKT
GRELCLECLDSAVMDTTECQPLYLETIQEFYEGLNMKVEQQVPLLLVERQALNEAMEGEKT
GRKLCLECLDSAVMDTITECQPLYLEIQEFYEGLNMKVEQQVPLLLVERQALNEAMEGEKT
GRKLCLECLDSAVMDTNECQPLYLEIQEFYEGLNMKVEQQVPLLLVERQALNEAMEGEKA,
GREKLCLECLDSAVMDTNDCQPLYLEIQEFYEGLNMEVEQQOVPLLLVERQALNEAMEGEKA
GREKLCLECLDSAIMDTHECQPLYLEIREFYEGLEMEKVEQQIPMLLVERSALNEAME GEKH
GRSLCLECMETAITDTGECQPLYHATRDY YEGMYMKLDQQOI PMLLVOREALNDATVGEKN
FRWLCRECMDSATMDSDECQPLHFEIREFFECLEMKIEEEFPVY LVEKNALNKAEKEEKT
FRWLCIECMGSAVMD TNEVQPLHFE IREFFEGLFLKVDKEFALLLVEKQALNKAEEEEKT
GRWLCLECG-KSAMD SDECQPLYFDMRDFFESLNMKIEKEFPLILVRKELLNK - - KEEKT
GRWLCLECMNSAVMD SDECQPLEFDMRDFFEGLNMKIEKEFPFLLVEKQALNKARKERKT
NRWLCVECMECAVMD I YECQPLHFEIREFFGSLNMKVEKEFPLLLVEKEALKKAEAQEKT

* wk ok * oW H 1L AFEE S A T - .

!

G~HHLP - - ~ETRGLCLSEEQIVRTILRRPIIL -GPGNRIIDMITGPYKLVRRCEVTAILIL
G~HHLP~~~ETRGLCLSEEQIVRTILRRPTI -GPGNRIIDMIIGPYKLVRRCEVIAILIL
GHYHMP -~ ~ETRGLCLSEEQTVRIVRKRSK - - - -GNWSGNMI TEQFKLTRRCEVTAILIL
GHYHMP - - -ETRGLCLSEEQTVSTVRKRSKH -GTGNWAGNMI TEPYKLTRQCEVTAILIL
GHYHMP - - -ETRGLCLSEEQTVSTVRKRSKH - GTGCKWAGH - TTEPYKLTRQCEVTAILIL
GHYHMP - - ~ETRGLCLSEEQTVSTILROPRF - GTGNRAMDMI TEPCKLTRRCEVTAILIL
GHYHMP -~ -ETRGLCLSEE - -LSTFSRERPRL -G~ - - TAMDMRAQPYRPTTRCDVTAILVL
GHYHMP -~ -ETRGLCLSEE- ~-L3TF3RRPRL -G~ -~ TTMDMRAQPYRPTTRCDVTAILIL
GHHHMP - - ~-ETRGLCLSEEQTVSTILRRPKI - GTGNRVMMNMI TEPCKLTRRCDVTAVLIL
GHHHMP -~ ~ETRGLCLSEEQTVSTILRRPKI ~ GTGNRVMNMI TEPCKLTRRCDVTAVLIL
GYHHMP~ +~ETRGLCLSEEQTISTIQRRPRI - GAGNRVMDMRTEFYKLTRRCEVTAILIL
GHHHLP - - -ETRGLCLSEEQTVSTILRRPEM-AGN-KVMEMI TEPYRLTRRCEVTATLIL
GHHHLP -~ ~ETRGLCLSEEQIVITILRRPRM -AGHN - KVMEMI TEPYRLTRRCEVTAILIL
GHHHLF - - ~ETRGLCLSEEQTVSTILRRPRM- TGN-KIMEMITEFYRLTRRCEVIAILIL
GHHHLP-~~ETRGLCLSEEQTVITILRRPRM-AGH -KIMEMRTEFYRLTRRCEVIAILIL
GHHHLP- - ~-ETRGLCLSEEQTVSTILRRPRM -AGN -KIMGMITEPYRLTRRCEVTAILIL
GHHHLF - - ~-ETRGLCLSEEQTVSTILR - PRM-~AGN - KIMGMI TEPYRLTRRCEVTAILIL
GHHHLP -~ -ETRGLCLSEEQTVTTVLRRPRI - GAGYKLIDMITEPCRLIRRCEVTAILIL
GYHHMP - - -ETRGLCLSEEQTVISVLRRPRL -G -AHRLVEMRTQPORLTRKCEVTATILVL
DEQGDQCLMVVRGICLSEEQIVTSVSQGVRR -MLNKQILDTVTESQRVVRKCEVTATILIL
DYHR-~~AARVIRGLCMSEEQIVP ST IKGPRMGPDNQLITDIVIESQRVS -GFEVIGILIT
DNHY - - ~-EVLIRAYCMSEQKIMITYVSEEPRT - GONKQLIDMDTEPQGVVHECKVTAILIL
DYQY -~ ~EVVTRGICLSEEQIVDSVSQRPVR -GPNNKLVGMATESQKVTRECEVTAILIL
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188
457
396
311

318
300
332
349
349
294
294
298
256
299
302
693
301
327
309
301
324
367
339
1415
248
514
456
371

373
355
385
405
404
350
345
349
352
358
358
748
356
382
364
356
378
423
394
1474
304
570
512
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DNQH - - - GVVTRGICLSEGQIVNSVEKKPTM - GPNGELVSLETEPQKVVGGCEVIAILIL

K, K kk : . ww k-

GLPRLLTGS ILAHEMMHAYLRLK - - - - = -~~~ - “ e ~GYRTLSPEV
¥GLPRLOTGS LLAHEMMHAY LRLK- = - = == == === == = wn oo mmm - ~GYRSLSPQV
FGLPRLLTGS ILAHEMMHAWMRLEK - ~ - -~~~ -~ ~~—=-=-=—~ —- - - ———GFRPLSQDV
FGLPRLLTGS LLAHEMMHARMRLE - - - =~ = = =« <o o oo o o om = GFRTLSQDV
FGLPRLLTGS TLAHEMMHANMRLEK - == == = = = = = == = = = tom m e GFRTLSQDV
¥CLPRLLTGSTLAHEMMHAWMRLQ « ~ - = = == =~ <= === == ==~ = ==~ - GFRTLSQDV
¥GLPRLLTGSTLAHEMMHAWLRLK - ~ - == = = = == ==~ = - -GYRTLSQDV
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLK - <= = =~ = = == == = == == == - ==~~~ GYRTLSQDV
¥GLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLN - = - = = =« == o oo -~ -GYRTLAQDV

YGLPRLLTGS LLAHEMMHAWLRLMN - -« - = = = = <= = = = et e s
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLR -« ~ ~ =« ~ ~
¥GLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLK

YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLI -« <=« s wosmvmnnnennnne e -GYRTLSPDV
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLK == === a e cowocnnansonoee--GYRTLSPEI
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLK -~ == === - ==cosmemmm oo o GYRTLSPDI
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLK - <~ « « « v o vnncmmmas v wewe -« -GYRTLSPDV
Y¥GLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLE - -~~~ ---=-=-=r-omooso oo - - - ~GYRTLSPDV
YGLPRLLTGSILAHEMMHAWLRLN - <« « = ¢« = www cmmmmecnwwmmw - -~ GYPNLRPEV
¥YGLPRLLTGATILAHELMHGEWLRLN = <« o s v e e - < = GFRNLINPEV
¥YGLPRLLTGY ILAHEMMHAYLRLN - = == = = == === == s ———— GYRNLNMVL
YGLPRLLTGY ILAHEMMHAWLRLN - - - = oo o = e e =~ -GYKNLKLEL
YGLPRLLTGY ILAHEMMHAWLRLN - -~ - - m o oo o o <= - - GHMMLNNIL

¥GLPRLLTGYILAHEMMHAYLRLN - -~~~ == =-=-=«cscmceonceonanns GHRNLNNIL
YOLPRLLTGY ILAHEMMHAWLRLNCTT STQFVFANQYCESSQLEVLFCLITGYRNLEKLEL
EEEFEREEIEEEET R L DR E * *

BEGICQVLAHLWLESEITSGSGSMATTSAASSS SS8TS~ - SSSKKGA- KTEFEKRL
EEGICQVLSHMWLESEIIAGASGNTASTSVPSS~ -~~~ - SSAP- - TSSKKGA-KTEFEKRL
EECICQVMAHKWLEAELAAGSRNSNAARSSSSSS~ ~ - -+~~~ ~ - GEVKKGP-RSQYERKL
EEGICQVMAHKWLEAELAAGSRNSNVASSSSS -~ -~~~ -~~~ -RGVKKGP -RS)YERKL
EEGICQVMAHKWLDAELARGSTNSNAASSSSSS- ~ - -~~~ - -~ -QGLKKGP~RSQYERKL

BEGICQVLAHMWLLTQLEYAS - SSNVASASSSA - - - - - S~ - -+ - SRLQKGK -RPQFEGKL
EEGICQVLAHMWLESELS SASGSNFVSASSS8A~- -~ - -5~ - - - -HTSRKCGK - RPQFERKL
EEGICQVLSHMWLESELSSASGSNEFVSASSSSA - -~~~ e HTSRKGK -RPQFERKL
BEGICQVLAYMWLDABLTSGSGR- -~~~ -~--- -~ - --w--o-oe oo - SQCERKL
EEGICQVLAYMWLDAELTSGSGSNV-PSTSBAS~ ~ = - ===~~~ T3SKKGA~GSQCERKL
EECICQVLAHMWLETQIASISSSNCCGASTSSGM - - - =+~ 888K0GI -RSPFERKL
EEGICQVLAHMWIESEITAGSGSNGASTSSS558~ -~ - ~AS~~ - -TS5KKGG-RSQFERKL

EEGICQVLAHMWIESEIIAGSGSNGASTSE588~ -~~~ -AS~ - -~ T35KKGE-~RSQFERKL
EEGICQVLAHMWIESEIMAGSSSMAASTSSS8S - -~ - -85+ - - - ISSKKGE-RSQFERKL
EEGICQVLAHMWIESEITAGSGSMAASTSSSST -~~~ -5~ -+~~~ -5KKGG-RSQFERKL
EEGICQVLAHLWIESEIMACSGSGAASSSSGSS -~ - - -88~ - - -MSSKKAG - REQFEHKL
EEGICQVLAHMWIESEIMAGSGSSAASSEEGES <« «88~~ - ~TSSKKGG - RSQFEHRL
EEGICQVLAHMWLESETYAGSTLVDIASSSSSA -~ -~ ~VVS - - ~-ASSKKGE -RSDFEKKL
EEGICQVLSYMWLESEVLSDPSTRNLPSTSSVA - -~ - -TSSSSSFSNKKGG - KSNVEKKL

EEGLCQVLGYMWLECQTYVFD - - - - TATIASSS - - SSSRIPLSTTTSKKVD-PSDFEKRL
EEGLCQALGLRWLESQTFASTDAAAARAVASSSSFSSSTAPPAALTSKKSDDWS IFEKKL
EECICQVLGHLWLESQTYATADTTADAASASSS - - - 35SRTPPAASASKKGE -WSDFDKKL
EEGICOVLGHLWLDSQTYATADATADASSSASS - - - SSRTPPAASASKKGE -WSDFDKKL
EECICQVLGHMWLESQTYS - - - - SSAAASSASS~ -~ - SSRTP - ARNASKKGA - QSDYEKKL

o o w k- * . Lk

GEFFKHQIETDPSVAYCDCFRAGMRAVERYG - LRSTLDHIKLTGSFP-~--~ 504
GAFIKNQIETDSSVEYCDCFRACNRAVERY G- -LRSTLDHMKITGSFPY - -~ - 487
GEFFKHQIESDASPVYGDGFRAGRLAVNKY G- -LWRTLEHIQMTGREPV- - -~ 514

GEFFKHQIESDASPVYGDGFRAGRLAVNKY G- -LPKTLEHIQMIGRFPV-- -~ 532
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427

406
388
418
438
437
383
378
382
385
388
391
781
389
415
397
389
411
456
427
1507
337
603
545
487

458
440
467
485
485
431
427
431
415
435
439
831
439
465
444
439
461
507
481
1560
397
659
601
538
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GEFFEHQIESDASPVY GDGFRAGRLAVHKY G~ ~ LRKTLEHL OMTGRFPV- — - -
GEFFKHQIESDTSPVIGDGFRAGHQAVIKY G- - LRRTLEHIRMTGREFPY - - -
GEFFRHQIESDISPVYGDGFRAGOEAVERY G- -LORTLHHIEMT GTERY - -~ -
GEFFRKHQIESDISPVYGGEFRAGOKAVSKYG- ~LORTLHHIRMIGTFRY -~~~
GRFFKHQIESDTSLVYGAGFRAGHQAVLKYC- - LPATLKHIHLTGNEFPY -
GRFFEHQIESDTSLVYGAGFRAGHQAVLEY G- - LPATLKHIHLTGNEFRY - -~ ~
GDFFEHQIESDTSPIYGNGFRAGHQAVLEYG- -LERTLDHIRMIGTEFPY - -~ ~
GDFFEHQIESDTSMAY GDGFRAGHRAVLOY G- ~-LERTLEHIRLTGTFPEF -~~~
GDFFEHQIESDTSMAYGDGFRAGHNRAVLOY G- - LKRTLEHIRLTGTFEE - - -
GDFFRHQIESDTSVAYGNGFRSGNQAVLOY G- - LERTLEHIWLT GTWPF- -~ -
GDFFKHQIESDTSVAYGDGFRAGNQAVLOYG- ~ LKRTLEHIRLTGTLRPE ~ ~ - -
GDFFKHQIETDTSMAYGEGFRAGNRAVLOY G- -LKRTLEHIRLTGTEFPEF -~ - ——
GDFFKHQIETDTSMAYGDGFRTGNRAVLEY G- - LKRTLEHIRLTGTEFPE~ - -~
GEFFEKHQIESDSSSRAYGDGFROGNQAVLEHG - - LRRTLDHIRLTGTER -~ - - -
GEFFKHQIAHDASPAYGGCFRARNARACKYG- -LRRTLDHIRLTGTEFPL - - - -
VNEFCKHQIETDESPEFFGDGFREVNEMMASNNHSLEDTLKEIISTSKETPQY SKL
VEFCMNQIKEDDSPVYGLEFRQVYEMMVSNINYNIKDTLEDIVSASNATPDITV
VEFCKNQIETDESPVIGLGFRTVNEMVING -~ SLOETLKEILRRR -~~~ ==~~~
VEFCKNQIETDDSEFVYGLGFRTVNEMVTNS - - SLORETLEKEILRQR~ ~~~---- -
VEFCKDQIETDDSPVYGVEFREKVNOMVSDS -~ SLHKILKSTQHWIKPD SIL - -

B kW omok Lk ox . s

Tabla 3 Alineamiento de proteinas DAL (SEQ ID NO: 41-64)

a7

532
478
474
478
462
482
486
878
486
512
491
486
508
553
528
1613
450
702
644
587
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______________________ MNSS--RQMELHY INTGFFYTITESFMDFFEGLTYAHA
...................... MNSC--ROMELHYINTGFPYTITESFMDFFEGLTYAHA
---------------------- MTSS-~-RQMELHYINTGFPYTITESFMDFFEGLTYAHA
MTESHERDTEVTRWQVHDPSEGMNGS - -ROMELHY INTGFPYTITESFMDFFEGLTYAHA
______________________ MNGS--ROMELHY INTGFPYTITESFMDFFEGLTYAHA
---------------------- MNGS--ROMELHY INTGFPYTITESFMDFFEGLTYAHA
---------------------- MNWN--QQTEIYYTNGAMPYNSIGSFMDFFGGVTYDHV
______________________________ MEVHY INTGFPYTVTESFLDFFEGLSHVPV
______________________________ MEVHYMNTDFPYTTTESFMDFFEGLTHARPV
---------------------- MNDG-~RQMGVHYVDAGFPYAVNDNFVDFFQGFTHVEV
---------------------- MNDG--RQMGVNY VDAGFPYAVNENFVDFFQGFTPVPV
______________________ MNGN--RQMEVHY INTGFPYTITESFMDFFEGLGHVPV
______________________ MNGN--ROMEVHY IDTGFPY TATESFMDFFEGLTHVPV
---------------------- MNGN--GOMDVHYIDTDFPYTPTESFMDEFGGVTHVPM
---------------------- MNGD-RPVEDAHYTEAEFPYAASGSY IDFYGGAPQGPL
______________________ MNGDNRPVEDAHYTETGFPYAATGSYMDFYGGAAQGPL

______________________ MSGD-QHMEAMHYMNMGFPYNVPESFPGFLDGVSQAPT
L TRk N *

DFALTDGFQDQ--GNPYWAMMHTNSYKYGYSGPG--NYYSYAHVYDIDDYMRRADGGRRI
DFALMDGFQDQ--GNPYWAMMHTNSYKYGYSGPG--NYYTYAHVYDIDDYMHRADGGRRV
DFALMDGFQDQ--GNPYWTMMHTHSYKYGYSGSG~-~NYY SYAHAYDIDDYMHRTDGGRRT
DFAIADAFHDQ-~ANPYWAMMHTNSYKYGYSGAG--NYYSYGHVYDMNDYMHRADGGRRI
DFAIADAFHDQ-~ANPYWAMMHTNSYKYGYSGAG--NYYSYGHVYDMNDYMHRADGGRRI
DFALADAFQDQ--ANPYWTMMOTNSYKYGYSGAS--NYYSYGHVYDMNDYMHRADGGRRI
NYIFADPPYAQ--ES-LYPSISTNPYKFGYSEAGSFSYYDYDREYVVNDHVSGIEEHDRH
HYAHTGQVLDQ-VOENAYWSMNMNAYKYGFSGPGST-YYDP -~ -YEVNDNLPRMDVSRST
NYAHNGPMHD - - ~QDNAYWSMNMNAYKFGFSGLGSTSYYSP -~ ~YEVNDNLPRMDVSRMA
NYAFAGSIPDQ-~--ESVYWSMNMNPYKFGLSGPGSTSYYSS~~~YEVNGHLPRMEIDRAE
NYAFAGSIPDQ-~-ESVYWSMNMNPYKFGLSGPGSTSYYSS- - ~-YEVNGHLPRMEIDRAE
NYAQAEAMHNQS IQENFYWITMNMNSYKFGFSGPGST~YYGP~~~YDVNEHVPGIEVSRRP
NYTHTVPMODQ---ENIYWSMSMNAYKFGFSGPEST-FYSP~-~--YEVSDHLPRMDVSRRT
NYGHAMPMHDQ---ETAYWSMNMHSYKFGPSGPGSNSYYGNY —-YEVNDHLPRMDVSRRT
NYAHAGTM~ ==~~~ DNLYWIMNTNAYKFGFSGSDNPSFYNS ~~-YDMIDHLSRMSIGRTN
NYDHAATMHPQ- - ~DNLYWITMNTNAYKFGFSGSDNASFYGS - - -YDMNDHLSRMSIGRTN
IQYHNNPVQIQ-DQENAYWSMNMSYYKYEHSNLESTSYHSY~~~ETGNNHVSRPDFSERP

k. ok

WDNTTPVNNVDSANVVLOGG-EAPHTTTNTINKECIQQ-VHQSPGSPQVVWQDNIEPDNM
WDNTTPANNVDSANVVLQGS ~-EAPRTTANTTTEECIQQ-VEQSPGSPHVVWQDNIDPDNM
WDNTTPVNNVDSANVVLOGG-EAPRTTANTTSEDCIQQ-VHQSPGSPQVVWQDNIDPDNM
WDNATPVNNTESPNVVLQGG-ETPHANTSSTTEECIQQQOVEQNSSSPQVIWQDNIDPDNM
WDNATPVNNTE SPNVVLQGG-ETPHANTSSTTEECIQQQVHQONSS SPQVIWQDNIDPDNM
WDNPTPASNTDSPNVVLQGAAEAPHPRASSTTEECIQQPVHONSSSPQVVWQDNVDPDNM
LENPSTTTVNVAANVHRE - - ~EISGSNSLTNSVECPRG~-QINTRDSEVVWQDNIDPDNM
WEYPSVVNMEEA-TTTDTQSEGDAVVGVHASPEECIPN-HT-SGDSPQGVWQDDVDPDNM
WEYPSVV -~ cccccccccc s ccccarrmcce e mam e — - IKALWQDDVDPDTM
WEYPSTITTVEEPATTDSPPRRDGVTSMOTIPEECSPN-HHESNSSSQVIWQDNIYPDDM
WEYPSTITTVEEPATTDSPPRRDGVTNMQTIPEECSPN-HHESNSSSQVIWQDNIDPDNM
WEYPSSM-IVEEPTTIETQPTGNEVMNVHAIPEECSPN-HY-SATSSQATWQDNVDPDNM
WDYPSTL-NSEEPATIDMOPGGEAVVGIHAIPEECITN-HQ- SNSNSQVVWQDNIDPDNM
WEHPSVM-NSEEPANIDSHPEEEDAVA-EAAPEECIQN-QQ-NTNTSQVVWQEDIDPDNM
WEYHPMVNVDD-PDITLARSVQIGDSDEHSEAEDCIAN--EHDPDSPQVSWQDDIDPDTM
WDYHPMVNVADDPENTVARSVQIGDTDEHSEAEECIAN-~-EHDPDSPQVSWQDDIDFDTM

WEYAVPMNVHEG-VSTDVIYEENTVPVEDVGTEECVLS --NQDDSNHQD ILEDEIDLDNM
* &
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36
36
36
58
36
36
36
30
30
36
36
36
36
36
37
38
37

92
92
92
114
92
92
93
B5
B4
90
90
92
89
91
88
92
93

150
150
150
173
151
152
148
142
105
149
149
149
146
147
145
150
150
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TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQERISSLPVTKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLDLGEVVGTIQSRGLSQERISSLPVTKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQECISLLPITKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQERISLLEVTKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQERISLLPVTKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQERISSLEVTKYKCG-FFSRKKTRRERCVI
TYEELLELCEAVCTQSRCLSONQISLLEVTKFKCG-FFSRKKSRKERCVI
TYEELLDLGETVGTQSRGLSQELISLLPTSKCKFRSFFLRKKAG-ERCVL
TYEELVDLGETVGTQSKGLSPELISLLPTSKCKFGSFFSRKRSG-ERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQELIDMLPTSKYKFGSLFKRKNSG-KRCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQELIDMLPTSKYKFGNLFKRKNSG-KRCVT
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSQEHINLLPTCRYKSGRLFSRKRSA-ERCVI
TYEELLDLGETIGSQSRGLSQELIDLLPTSKCKFGSFFSTKR-—-ERCVI
TYEELLDLGEAVGTQSRGLSDELISLLPTSKYKCGSFFSRKKSG-ERCVI
TYEELVELGEAVGTESRGLSQELIETLPTRKFKFGSIFSRKRAG-ERCVI
TYEELVELGEAVGTESRGLSQELIETLPTKKYKFGSIFSRKRAG-ERCVI]|

COMEYRRGNL|
COMEYRRGNL
SOMEYRRGNL
COMEYRRGNL
CQMEYRRGNL
CQMEYRRGDL
COMEYKRKDQ
COMRYKRGDK
COMKYKRGDK
COMTYRRGDQ
COMTYRRGDO
COMGYKRGDR
COMRYKRGEQ
COMRYKRGDR
COLKYKIGER
COLKYKIGER

TYEELLDLGETVGTESRGLAEELINLLPTTKYKSNGIFSREKKSE-ERCVI

GhkEhk . RRR k.- Komk: . kR Kk . * ik K

QMTLPCKHVYHASCVTRWLGINKVCPVCFAEVPGEDPEAMSQQL 253
QMTLPCKHVYHASCVTRWLS INKVCPVCFAEVPGDEPKRQ -~~~ 249
QITLPCKHVYHASCVTRWLSINKVCPVCFAEVPGEDSLRQ---— 249
OMTLPCKHVYHASCVTRWLS INKVCPVCFAEVPGDEPKRQ-~--- 272
QMTLPCKHVYHASCVTRWLS INKVCPVCFAEVPGDEPKRQ---— 250
QMALPCKHVYHASCVTRWLS INKVCPVCFAEVPSEEPSRQ-~--~ 251
QVTLPCKHVYHAGCGSRWLSINKACPICK TEVVINTSKR-—— -~ 246
OMKLPCKHVYHSECI SKWLGINKVCPVCNNEVFGEDSRH-——-~- 240
QIKLLCKHAYHSECITKWLGINKVC EVFGEESRN----- 203
OMKLPCSHVYHGECITKWLS INKKC VFGEESTH----- 247
OMKLPCSHVYHGECITKWLSINKKC ESTH-———- 247
QIKLPCKHVYHTDCGTKWLT INKVC EVFGEESRH--—-— 247
OMKLPCKHVYHSQCITKWLSINKIC VFGEESRH-—-~-— 242
QINLPCKHVYHSECI SKWLGINKVCPVCNLEVSGEESRH -~~~ 245
OMNLPCKHVYHSECISKWLSINKVC PSIH-———- 243
OMNLPCKHVYHSECISKWLS INKVC SEVFGEPSIH----— 248
QINFPCKHIYHTECGSKWLSINKRC VVQW=———mmmmmm 243

door ok ok Kk ok sokk kkk k- *

Tabla 4 Alineamiento de proteinas EOD1 (SEQ ID NO: 74-90)
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208
208
203
206
204
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REIVINDICACIONES

1. Un método de incremento de la masa de semillas por unidad de area, crecimiento y/o biomasa de una planta, que
comprende;

reducir la expresion o la actividad de un polipéptido DA2 dentro de las células de dicha planta,

en donde el polipéptido DA2 comprende un dominio RING de SEQ ID NO: 2 y la planta tiene DAL reducida o
expresion o actividad de DALl y EOD2 reducidas,

en donde la expresion o la actividad del polipéptido DA2 se reduce

(a) introduciendo una mutacion en la secuencia de nucle6tidos de la célula vegetal que codifica el polipéptido
DA2 o que regula su expresion y regenerando la planta a partir de la célula mutada; o

(b) incorporando un acido nucleico heter6logo que expresa un acido nucleico supresor que reduce la expresion
del polipéptido DA2 en dicha célula vegetal.

2. Un método segln la reivindicacion 1 que comprende reducir la expresion o la actividad de un polipéptido DAL y/o
un polipéptido EOD dentro de las células de dicha planta;
en donde la expresion o la actividad del polipéptido DA1 y/o del polipéptido EOD se reduce

(a) introduciendo una mutacion en la secuencia de nucle6tidos de la célula vegetal que codifica el polipéptido
DALl y/o el polipéptido EOD o que regula su expresion y regenerando la planta a partir de la célula mutada;
(b) incorporando un acido nucleico heterdlogo que expresa un acido nucleico supresor que reduce la expresion
del polipéptido DA1 y/o del polipéptido EOD en dicha célula vegetal, o

(c) expresando un polipéptido DA1 dominante negativo en las células de dicha planta.

3. Un método segun una cualquier de las reivindicaciones 1 0 2 en el que se anula la expresion o la actividad del
polipéptido DA2 en las células de la planta.

4. Un método de produccion de una planta con una masa incrementada de semillas por unidad de area, crecimiento
y/o biomasa, que comprende:

proporcionar una célula vegetal que es deficiente en la expresion o la actividad de DA1 o tanto DA1 como EOD1,
incorporar un acido nucleico heterélogo que reduce la expresion o la actividad de un polipéptido DA2 que
comprende un dominio RING de SEQ ID NO: 2; o introduciendo en la célula vegetal una mutacién que reduce la
expresion o la actividad de un polipéptido DA2 que comprende un dominio RING de SEQ ID NO: 2, y;
regenerando la planta a partir de una o mas células transformadas.

5. Un método segun la reivindicacion 4 en el que el acido nucleico heterélogo expresa un acido nucleico supresor
que reduce la expresion del polipéptido DA2 en dicha célula vegetal y/o en el que el acido nucleico heterélogo anula
la expresion o la actividad de un polipéptido DA2 en la célula de la planta.

6. Un método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la planta ha aumentado el tamafio
de la planta, el tamafio de la semilla y/o el tamafio de los 6rganos en relacion con las plantas de tipo silvestre.

7. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende propagar asexualmente o cultivar
la descendencia o descendientes de la planta que tienen expresién o actividad de DA2 reducida.

8. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el polipéptido DA2 comprende un
primer dominio consenso de SEQ ID NO: 36; y/o,
en el que el polipéptido DA2 comprende un segundo dominio consenso de SEQ ID NO: 37.

9. Un método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el polipéptido DA2 comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 20 % de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID
NO: 20 a 35.

10. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la proteina DA1 comprende una
secuencia que tiene al menos un 20 % de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO: 41 a 64.

11. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el polipéptido EOD1 comprende
una secuencia que tiene al menos un 20 % de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO: 74 a 90.

12. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en el que la planta es una planta superior,
opcionalmente en el que la planta es una planta agricola seleccionada del grupo que consiste en Lithospermum
erythrorhizon, Taxus spp, tabaco, cucurbitdceas, zanahoria, hortalizas de Brassica, melones, pimientos, vides,
lechuga, fresa, Brassica de semilla oleaginosa, remolacha azucarera, trigo, cebada, maiz, arroz, sojas, guisantes,
sorgo, girasol, tomate, patata, pimiento, crisantemo, clavel, linaza, cafiamo y centeno.
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13. Una planta que tiene expresion o actividad reducidas de un polipéptido DA2 que comprende un dominio RING de
SEQ ID NO: 2 y expresion o actividad reducidas de un polipéptido DAL o un polipéptido de DA1 y EOD1,

en donde la expresion o la actividad de uno o mas de dichos polipéptidos DA2, DAl y EOD1 se reduce por la
incorporacion de un acido nucleico heterélogo en una o mas células de la planta,

en donde el acido nucleico heter6logo expresa un acido nucleico supresor que reduce la expresion del uno o mas
polipéptidos, y

en donde la planta tiene una masa incrementada de semillas por unidad de area, crecimiento y/o biomasa en
relacion con el tipo silvestre.
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E1 - + + + + + + +

E2 + - + + + + + +

His-Ub + + - + + + + +
MBP-DA2 + + + - + - - .
MBP-DA2C%®S . . . . . + . .

MBP-DA2NIL _ . . o o o+ .
MBP - - - - - - . +

170 —
130 —

100 —

IB: F

Anti-His

170 -
130 —

100 =8 Anti-MBP

Figura 9
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