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DESCRIPCION
Medios y procedimientos para producir rendimiento en plantas

Campo de la invencién

La presente invenciodn se refiere al campo de la biologia molecular de las plantas, mas particularmente al campo de
la agricultura, incluso mas particularmente al campo de mejora del rendimiento de las plantas. La presente invencion
proporciona genes y constructos quiméricos que pueden utilizarse para mejorar el rendimiento en plantas y cultivos.

Introduccién a la invencién

Desde el comienzo de la agricultura y la horticultura ha existido la necesidad de mejorar los rasgos de las plantas de
cultivo. Las estrategias de cultivo potencian las propiedades de los cultivos para que resistan estreses bioticos y
abioticos, para mejorar la eficacia del uso de nutrientes y para alterar otros parametros intrinsecos especificos del
cultivo, es decir, producir un aumento del rendimiento mediante la aplicacién de avances técnicos. En los préximos
decenios, un desafio crucial para la humanidad sera satisfacer las futuras demandas de alimentos sin socavar aun
mas la integridad de los sistemas ambientales de la Tierra. Los sistemas agricolas son ya los principales factores de
degradacién ambiental global, pero se espera que el crecimiento de la poblacién y el aumento del consumo de
dietas intensivas en calorias y carne dupliquen aproximadamente la demanda de alimentos para el afio 2050.
Respondiendo a estas presiones, existe un enfoque creciente sobre una "intensificacion sostenible” como medio
para aumentar los rendimientos en entornos de bajo rendimiento y al mismo tiempo reducir el impacto ambiental de
los sistemas agricolas. Los medios convencionales para mejorar los cultivos y la horticultura en la actualidad utilizan
técnicas de mejora selectiva para identificar plantas con caracteristicas deseables. Los avances en biologia
molecular han permitido modificar el germoplasma de plantas de una forma especifica. Por ejemplo, la modificacion
de un Unico gen dio como resultado en varios casos un aumento significativo en el rendimiento o en los rasgos
relacionados con el rendimiento.

Las monooxigenasas del citocromo P450 son una superfamilia de enzimas dependientes de hemo que participan en
la biosintesis y la desintoxicacién de una amplia diversidad de moléculas. Una serie de reacciones mediadas por el
citocromo P450 dan lugar a productos necesarios para el control de la expansién celular en las plantas. El gen
CYP78A5 es una monooxigenasa del citocromo P450 (Zondlo SC e Irish VF (1999) The Plant Journal 19 (3), 259-
268) que se expresa intensamente en las regiones periféricas de los meristemos apicales de los brotes vegetativos y
reproductivos. La sobreexpresion de CYP78A5 afecta a mdltiples tipos de células, causando torsiones y
retorcimientos del tallo y defectos en el desarrollo floral. Ademas, la sobreexpresion constitutiva de CYP78A5
conduce a hojas mas pequefas en plantas transformadas. En la presente invencion, sorprendentemente,
demostramos que un constructo de gen quimérico en el que el CYP78A5 de maiz esta controlado por un promotor
de GA2-oxidasa del maiz conduce a un aumento del tamafio de la hoja de maiz de mas del 30%. Este nuevo rasgo
puede utilizarse para aumentar el rendimiento en plantas, en particular en cultivos tales como, por ejemplo, cereales.

Figuras

Figura 1: Secuencia del promotor de GA2-oxidasa derivado de GRMZM2G031724; los sitios attB1 y attB2 estan
subrayados (SEQ ID NO: 1)

Figura 2: Secuencia del gen KLUH (GRMZM2G167986); los sitios attB1 y attB2 unidos estan subrayados (SEQ ID
NO: 2).

Figura 3: Estructura del vector pBb42GW7

Figura 4: Estructura del clon de expresion que contiene el promotor de GA2-oxidasa y el gen KLUH.

Figura 5: Secuencia del gen quimérico resultante "promotor de GA2-oxidasa (GRMZM2G031724) unido
operativamente al gen KLUH (GRMZM2G167986)" que se incorpord en el vector de expresién de la planta (SEQ ID
NO: 3).

Figura 6: Tasa de alargamiento de la hoja en 140_04. R representa plantas transgénicas (resistentes), S representa
plantas no transgénicas (sensibles).

Figura 7: Tasa de alargamiento de la hoja en 140_05. R representa plantas transgénicas (resistentes), S representa
plantas no transgénicas (sensibles).

Figura 8: Resultados comparativos de la expresion de KLUH de la hoja 4 de 140_01. R representa plantas
transgénicas, S representa plantas no transgénicas.
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Figura 9: Resultados comparativos de la expresion de KLUH de la hoja 4 de 139_01. R representa plantas
transgénicas, S representa plantas no transgénicas.

Figura 10: Cronologia del tamafo de la zona de division en GA2ox::KLUH. El gréfico de barras muestra como ha
cambiado el tamafio de la zona de division durante el crecimiento de la hoja 4. El grafico lineal muestra la tasa de
alargamiento de la hoja 4 en los mismos puntos temporales. S indica tipo silvestre (barras de la izquierda); R indica
plantas resistentes de GA2o0x::KLUH transgénico (barras de la derecha). Los asteriscos indican p < 0,01

Figura 11: Fenotipos del cruce GA20X::KLUH x UBIL::GA200x y sus respectivos progenitores. A. plantulas de 30
dias después de la siembra. Las flechas indican la hoja 4; B. plantas completamente desarrolladas a los 115 dias; C.
tasa de crecimiento o LER (eje Y: mm/h y eje X: dias de crecimiento de la hoja 4).

Figura 12: Crecimiento de las plantas de maiz transgénico que albergan el gen quimérico GA2ox::KLUH sometidas a
estrés por sequia leve. W indica plantas en condiciones de buena irrigacion; D indica plantas sometidas a estrés por
sequia leve. Ry S se refieren a plantas resistentes y sensibles.

Descripcidon detallada de la invencién

La hoja de maiz en crecimiento proporciona un excelente sistema modelo para estudiar el papel de la division celular
y la expansién celular en el control del tamafo de los érganos, dado que estos dos procesos tienen lugar de forma
espacialmente separada dentro de la zona de crecimiento. En una plantula de maiz, la cuarta hoja crece a un ritmo
maximo justo después de su emergencia a partir de la vaina de hojas mas viejas que la rodean. Su zona de
crecimiento se ubica en la base de la hoja, lo que significa que la hoja debe diseccionarse de la vaina para acceder a
la zona de crecimiento. De esta forma, se pueden tomar muestras de la zona de crecimiento de la cuarta hoja
facilmente con una alta resolucién espacial debido al tamafo relativamente grande de la hoja de maiz en
crecimiento.

En la presente invencién, hemos demostrado que numerosos transcritos muestran una expresion diferencial dentro
de las diferentes muestras que constituyen una zona, lo que indica las distinciones dentro de la zona de crecimiento.
De forma similar, las hormonas reguladoras del crecimiento auxinas y citoquininas son mas numerosas en la parte
basal de la zona de division en comparacién con la parte mas distal (Nelissen et al., 2012, Curr. Biol). El estudio del
transcriptoma de alta resolucion que se realizé nos permitié identificar genes con perfiles de expresién muy distintos
a lo largo de la zona de crecimiento. En la presente invencién construimos un gen quimérico que comprende el
promotor de un gen GA2-oxidasa vegetal acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos del gen KLUH. En
nuestra forma de realizacion ejemplificada demostramos que este gen quimérico, cuando se expresa en una planta,
conduce a un aumento del tamano de la hoja del 30%. Sin limitar la invencién a un mecanismo particular, una forma
en gque creemos que este gen quimérico ejerce su accion beneficiosa, cuando se expresa en una planta, es que la
expresion del gen KLUH o un homologo funcional con al menos un 55% de identidad de aminoacidos se prolonga
durante la zona de crecimiento (es decir, la expresion del gen KLUH se mantiene activa durante mas tiempo que la
expresion del gen KLUH bajo el control de su propio promotor en células en divisién). Ademds, segun nuestra
hipétesis no limitante, se cree que la expresion ampliada (o prolongada) de KLUH dentro de la zona de crecimiento
(en comparacion con la expresion del gen KLUH bajo el control de su propio promotor) da como resultado la
estimulacién de divisiones adicionales y en consecuencia un mayor rendimiento del cultivo.

En consecuencia, en una primera forma de realizacién, la invencién proporciona un constructo de gen quimérico que
comprende los elementos de ADN unidos operativamente siguientes: a) la regién promotora de un gen GA2-oxidasa
vegetal que es activa en la zona de crecimiento de la hoja de una planta monocotiledénea, b) una region de ADN
que codifica una proteina CYP78A5 vegetal o un ortélogo funcional con una identidad de aminoacidos de al menos
el 55% con respecto a la proteina codificada por la SEQ ID NO: 2 y c) una regién de extremo 3' que comprende
sefales de terminacion de la transcripcion y de poliadenilacién que opera en células de una planta monocotiledénea.

En un aspecto particular, la regién promotora del gen GA2-oxidasa vegetal es activa en células en division. En otro
aspecto particular, la regién promotora de un gen GA2-oxidasa vegetal es activa en la zona de crecimiento de un
organo de la planta, tal como por ejemplo la hoja. En otra forma de realizacién particular mas, el promotor del gen
GA2-oxidasa vegetal es activo en la zona de crecimiento de la hoja monocotiledonea.

Se entiende que el promotor del gen GA2-oxidasa vegetal (por ejemplo, un érgano especifico (tal como en una hoja,
una mazorca, un embrién o un SAM)) es un fragmento aguas arriba del codon de inicio del gen que esté constituido
por aproximadamente 1000-2500 pb, preferentemente 1000-2000 pb, de forma mas preferida 1000-1500 pb. La
GA2-oxidasa se conoce en la técnica como la giberelina 2-oxidasa. Un ejemplo no limitante representativo de un
promotor de GA2-oxidasa se representa en la figura 1. Otros ejemplos de promotores de GAZ2-oxidasa se
representan en el ejemplo 7 de la invencién.

El gen KLUH vegetal se designa en la técnica también como CYP78A5. CYP78A5 es una oxidasa del citocromo

P450. En la figura 2 se representa un miembro representativo no limitante de CYP78A5 de maiz. En el ejemplo 8 de
la invencién se representan otros ejemplos de genes ort6logos de CYP78A5.
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En la presente invencion, las palabras "KLUH" o "CYP78A5" se utilizan indistintamente. Las expresiones "similar a
KLUH" o "similar a CYP78A5" se utilizan para definir un ortélogo funcional de KLUH (o CYP78A5). Segun la técnica
(Nelson DR (2006), Methods Mol Biol, 320: 1-10), los ortélogos de KLUH (o CYP78A5) con una identidad de
aminoacidos de al menos el 55% pertenecen al mismo grupo funcional de oxidasas del citocromo P450 y, en
consecuencia, tienen la misma funcién en las plantas. Asi, en una forma de realizacién particular, una regiéon de
ADN que codifica una proteina CYP78A5 de la planta o un ort6logo funcional con una identidad de aminoacidos de
al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos
el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, puede utilizarse en la presente invencidn para construir el gen quimérico.

Se entiende que puede utilizarse un gen quimérico particular como un rasgo en diferentes especies de plantas
monocotiledéneas y que un promotor de GA2-oxidasa especifico vegetal es activo en mas de una especie de
plantas.

En la presente invencion, el "promotor de GA2-oxidasa vegetal" comprende elementos reguladores, que median la
expresion del segmento de secuencia de codificacion de KLUH, o un ortélogo funcional con al menos el 55%, al
menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el
90%, al menos el 95% de identidad en células vegetales. Para la expresion en plantas, la molécula de acido nucleico
debe estar unida operativamente a un promotor de GA2-oxidasa vegetal adecuado que exprese el gen KLUH o un
ortélogo funcional con al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al
menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% en el punto temporal correcto y con el patron de
expresion espacial requerido en la zona de crecimiento (o la zona de division celular).

Para la identificacion de promotores de GA2-oxidasa vegetal funcionalmente equivalentes (por ejemplo, en otros
géneros de plantas u otras especies de plantas), se pueden analizar la fuerza del promotor y/o el patrén de
expresion de un promotor de GA2-oxidasa experimental, por ejemplo, uniendo operativamente el promotor a un gen
reportero y analizando el nivel y el patron de expresién del gen reportero en la planta. Los genes reporteros bien
conocidos adecuados incluyen, por ejemplo, beta-glucuronidasa; beta-galactosidasa o cualquier proteina
fluorescente. La actividad del promotor se analiza midiendo la actividad enzimatica de la beta-glucuronidasa o la
beta-galactosidasa. Alternativamente, la fuerza del promotor también puede evaluarse cuantificando los niveles de
ARNm o comparando los niveles de ARNm del acido nucleico con niveles de ARNm de genes constitutivos tales
como ARNr 18S, utilizando procedimientos conocidos en la técnica, tales como inmunotransferencia Northern con
andlisis densitométrico de autorradiogramas, PCR cuantitativa en tiempo real o RT-PCR (Heid et al., 1996 Genome
Methods 6: 986-994).

La expresién "unido operativamente”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un enlace funcional
entre la secuencia del promotor (en este caso el promotor de GA2-oxidasa) y el gen de interés (en este caso el gen
KLUH o un homologo funcional del mismo tal como se ha definido en el presente documento anteriormente), de
forma que la secuencia del promotor de GA2-oxidasa pueda iniciar la transcripcién del gen KLUH (o un homoélogo
funcional del mismo) de interés.

Un "gen quimérico” o "constructo quimérico” es una secuencia de acido nucleico recombinante en la que un
promotor 0 secuencia reguladora de &cido nucleico se encuentra unida o asociada operativamente con una
secuencia de acido nucleico que codifica un ARNm, de forma que la secuencia reguladora de &cido nucleico sea
capaz de regular la transcripcién o la expresién de la secuencia de codificacion de acido nucleico asociada. La
secuencia reguladora de acido nucleico del gen quimérico normalmente no se encuentra unida operativamente a la
secuencia de acido nucleico asociada como se encuentra en la naturaleza.

El término "terminador" abarca una secuencia de control que es una secuencia de ADN al final de una unidad
transcripcional que sefala el procesamiento 3' y la poliadenilacién de un transcrito primario y la terminacién de la
transcripcion. El terminador puede derivarse del gen natural, de una diversidad de otros genes vegetales o de ADN-
T. El terminador que se va a anadir puede derivarse, por ejemplo, de los genes nopalina sintasa o octopina sintasa,
o0 alternativamente de otro gen vegetal, o de forma menos preferida de cualquier otro gen eucariota.

En otra forma de realizaciéon mas, la invencion proporciona un vector recombinante que comprende un constructo de
gen quimérico que comprende los elementos de ADN unidos operativamente siguientes: a) la regiéon promotora de
un gen GA2-oxidasa de una planta que es activa en la zona de crecimiento de la hoja de una planta
monocotiledénea, b) una region de ADN que codifica una proteina CYP78A5 vegetal o un ort6logo funcional con una
identidad de aminoacidos de al menos el 55% con respecto a la proteina codificada por SEQ ID NO: 2 y ¢) una
region del extremo 3' que comprende sefales de terminacién de la transcripcion y de poliadenilaciéon que opera en
células de un planta monocotiledénea.

En otra forma de realizacion mas, la invencién proporciona una planta monocotiledénea, una célula vegetal
monocotiledénea o una semilla de una planta monocotiledénea que comprende un constructo de gen quimérico que
comprende los elementos de ADN unidos operativamente siguientes: a) la regién promotora de un gen GA2-oxidasa
de una planta que es activa en la zona de crecimiento de la hoja de la planta monocotileddnea, b) una regién de
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ADN que codifica una proteina CYP78A5 vegetal o un ort6logo funcional con una identidad de aminodacidos de al
menos el 55% con respecto a la proteina codificada por la SEQ ID NO: 2 y c) una regioén del extremo 3' que
comprende sefiales de terminacion de la transcripcién y de poliadenilacion que opera en células de una planta
monocotiledénea o un vector recombinante que comprende un constructo de gen quimérico que comprende los
elementos de ADN unidos operativamente siguientes: a) la regién promotora de un gen GA2-oxidasa de una planta
que es activa en la zona de crecimiento de la hoja de la planta monocotiledénea, b) una region de ADN que codifica
una proteina CYP78A5 de la planta o un ort6logo funcional con una identidad de amino&cidos de al menos el 55%
con respecto a la proteina codificada por la SEQ ID NO: 2 y c) una regién del extremo 3' que comprende sefales de
terminacion de la transcripcion y de poliadenilacién que opera en las células de una planta monocotiledénea.

En otra forma de realizacion mas, la invencion proporciona el uso de un gen quimérico o un vector recombinante
segun la invencién para aumentar el rendimiento de plantas monocotiledéneas.

En otra forma de realizacion mas, la invencion proporciona el uso de un gen quimérico o un vector recombinante
segun la invencién para aumentar el vigor de las plantulas de plantas monocotiledéneas.

En otra forma de realizacion mas, la invencion proporciona el uso de un gen quimérico o un vector recombinante
segun la invencion para aumentar la tolerancia a la sequia de plantas monocotiledéneas. En una forma de
realizacién especifica, el gen quimérico o el vector recombinante que comprende el gen quimérico de la invencién se
utiliza para aumentar la tolerancia a la sequia de maiz.

En una forma de realizaciéon especifica, los genes quiméricos o el vector recombinante que comprende los genes
quiméricos se utilizan en cultivos monocotiledéneos.

En otra forma de realizacion especifica, los cultivos son cereales.
En otra forma de realizacion especifica, los cultivos son pastos.

En otra forma de realizacion mas, la invencion proporciona un procedimiento para producir una planta
monocotiledénea con un rendimiento aumentado en comparacién con una planta monocotiledénea de tipo silvestre
correspondiente, procedimiento que comprende introducir o transformar un gen quimérico o un vector recombinante
segun la invencion.

En otra forma de realizacién particular mas, el gen quimérico de la invencién se combina con otros genes quiméricos
que aumentan favorablemente el rendimiento de plantas monocotiledéneas. Un ejemplo particular es la combinacion
del gen quimérico promotor de GA2ox-KLU y el gen quimérico promotor de UBIL-gen GA20 oxidasa en la misma
planta de maiz. Un ejemplo especifico de esta combinacion favorable se describe en el ejemplo 5.

El término "rendimiento" tal como se utiliza en el presente documento generalmente se refiere a un producto medible
de una planta monocotiledénea, en particular un cultivo. El rendimiento y el aumento del rendimiento (en
comparacién con una planta de partida no transformada o de tipo silvestre) se pueden medir de diversas formas, y
se entiende que un experto serd capaz de aplicar el significado correcto en vista de las formas de realizacion
particulares, el cultivo particular en cuestion y el propdsito especifico o aplicacion especifica en cuestion. Las
expresiones "rendimiento mejorado" o "rendimiento aumentado" se pueden utilizar indistintamente. Tal como se
utiliza en el presente documento, la expresion "rendimiento mejorado” o la expresion "rendimiento aumentado”
significan cualquier mejora en el rendimiento de cualquier producto vegetal medido, tal como grano, fruta, hoja, raiz,
mazorca o fibra. Segun la invencion, los cambios en diferentes rasgos fenotipicos pueden mejorar el rendimiento.
Por ejemplo, y sin limitacién, parametros tales como el desarrollo de érganos florales, iniciacion de raices, biomasa
de raices, numero de semillas, peso de semillas, indice de cosecha, formaciéon de hojas, fototropismo, dominancia
apical y desarrollo de frutos son medidas adecuadas de un rendimiento mejorado. El rendimiento aumentado incluye
mayores rendimientos de frutas, mayores rendimientos de semillas, mayor produccién de materia fresca y/o mayor
produccion de materia seca. Cualquier aumento en el rendimiento es un rendimiento mejorado segun la invencién.
Por ejemplo, la mejora en el rendimiento puede comprender un aumento del 0,1%, 0,5%, 1%, 3%, 5%, 10%, 15%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o superior en cualquier parametro medido. Por ejemplo, un aumento en
el rendimiento de fanega/acre de soja 0 maiz derivados de un cultivo que comprende plantas que son transgénicas
para los genes quiméricos de la invencion, en comparacién con el rendimiento de fanega/acre de soja o maiz sin
transformar cultivados en las mismas condiciones es un rendimiento mejorado segun la invencion. El rendimiento
aumentado o mejorado se puede lograr en ausencia o en presencia de condiciones de estrés. Por ejemplo,
"rendimiento" mejorado 0 aumentado se refiere a uno o mas parametros de rendimiento seleccionados del grupo que
consiste en rendimiento de biomasa, rendimiento de biomasa seca, rendimiento de biomasa seca aérea, rendimiento
de biomasa seca subterranea, rendimiento de biomasa en peso fresco, rendimiento de biomasa aérea en peso
fresco, rendimiento de biomasa subterranea en peso fresco; rendimiento mejorado de partes cosechables, ya sea en
peso seco 0 en peso fresco 0 ambos, ya sean aéreas o0 subterraneas o ambas; y rendimiento mejorado del fruto del
cultivo, ya sea en peso seco o en peso fresco o ambos, ya seas aéreos o subterrdneos o ambos; y rendimiento
mejorado de semillas, ya sea en peso seco 0 en peso fresco o ambos, ya sean aéreas o subterraneas o ambas. El
"rendimiento de cosecha" se define en el presente documento como el nimero de fanegas de producto agricola
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relevante (tal como grano, forraje o semilla) cosechado por acre. El rendimiento de los cultivos se ve afectado por
estreses abiodticos, tales como el estrés por sequia, por calor, por salinidad y por frio, y por el tamano (biomasa) de
la planta. El rendimiento de una planta puede depender de la planta/cultivo especifico de interés, asi como de su
aplicacién prevista (tal como la produccion de alimentos, la produccién de piensos, la produccion de alimentos
procesados, la produccién de biocombustibles, biogas o alcohol o similares) de interés en cada caso particular. Por
lo tanto, en una forma de realizacién, el rendimiento puede calcularse como el indice de cosecha (expresado como
la relacion del peso de las partes cosechables respectivas dividido por la biomasa total), el peso de las partes
cosechables por unidad de area (acre, metro cuadrado o similar); y similares. El indice de cosecha es la relacién
entre el rendimiento de biomasa y la biomasa acumulada total en la cosecha. El indice de cosecha es relativamente
estable en muchas condiciones ambientales, por lo que es posible una correlacién sélida entre el tamafo de la
planta y el rendimiento de grano. Las mediciones del tamafio de la planta en el desarrollo temprano, en condiciones
normalizadas en una camara de crecimiento o un invernadero, son practicas estandar para medir las posibles
ventajas de rendimiento conferidas por la presencia de un transgén. En consecuencia, el rendimiento de una planta
puede aumentarse mejorando uno o mas de los fenotipos o rasgos relacionados con el rendimiento. Dichos
fenotipos o rasgos relacionados con el rendimiento de una planta cuya mejora da como resultado un rendimiento
aumentado comprenden, sin limitacion, el aumento de la capacidad de rendimiento intrinseco de una planta, una
eficacia del uso de nutrientes mejorada y/o una tolerancia al estrés aumentada. Por ejemplo, rendimiento se refiere
al rendimiento de biomasa, por ejemplo al rendimiento de biomasa en peso seco y/o el rendimiento de biomasa en
peso fresco. El rendimiento de biomasa se refiere a las partes aéreas o subterrdneas de una planta, dependiendo de
las circunstancias especificas (condiciones de ensayo, cultivo especifico de interés, aplicacion de interés y
similares). En una forma de realizacion, el rendimiento de biomasa se refiere a las partes aéreas y subterraneas. El
rendimiento de biomasa se puede calcular como peso fresco, peso seco o sobre una base ajustada a la humedad. El
rendimiento de biomasa puede calcularse sobre la base de una planta o con respecto a un area especifica (por
ejemplo, rendimiento de biomasa por acre/metro cuadrado/o similar). "Rendimiento” también puede referirse al
rendimiento de semillas que puede medirse mediante uno o mas de los parametros siguientes: numero de semillas o
nimero de semillas llenas (por planta o por area (acre/metro cuadrado/o similar)); tasa de llenado de semillas
(relacion entre el numero de semillas llenas y el numero total de semillas); numero de flores por planta; biomasa de
semillas o peso total de semillas (por planta o por unidad de area (acre/metro cuadrado/o similar); peso de mil
granos (PMG; extrapolado a partir del nimero de semillas llenas contadas y su peso total; un aumento en el PMG
puede venir provocado por un aumento en el tamario de la semilla, un aumento en el peso de la semilla, un aumento
en el tamafo del embridn y/o un aumento en el endospermo). También se conocen en la técnica otros parametros
que permiten medir el rendimiento de la semilla. El rendimiento de la semilla se puede determinar sobre la base del
peso seco o del peso fresco, 0 generalmente sobre una base ajustada a la humedad, por ejemplo, al 15,5 por ciento
de humedad. Por ejemplo, la expresion "rendimiento aumentado” significa que una planta muestra una mayor tasa
de crecimiento, por ejemplo, en ausencia o en presencia de estrés ambiental abidtico, en comparacién con la planta
de tipo silvestre correspondiente. Una tasa de crecimiento aumentada puede reflejarse entre otras cosas por, o
confiere, un aumento de la produccién de biomasa de la totalidad de la planta, o un aumento de la produccion de
biomasa de las partes aéreas de una planta, o un aumento de la produccion de biomasa del partes subterraneas de
una planta, o por un aumento de la produccién de biomasa de partes de una planta, tales como tallos, hojas, flores,
frutas y/o semillas. Un crecimiento prolongado comprende la supervivencia y/o el crecimiento continuo de la planta,
en el momento en que el organismo de tipo silvestre no transformado muestra sintomas visuales de deficiencia y/o
muerte. Cuando la planta de la invencidn es una planta de maiz, un rendimiento aumentado para las plantas de maiz
significa, por ejemplo, un rendimiento aumentado de las semillas, en particular para las variedades de maiz
utilizadas para piensos o para alimentacién. El rendimiento aumentado de semillas de maiz se refiere a un aumento
del tamano o del peso del grano, un aumento de granos por mazorca o0 un aumento de mazorcas por planta.
Alternativamente o adicionalmente, se puede aumentar el rendimiento de la mazorca, o se aumenta la longitud o el
tamano de la mazorca, o se mejora la relacion de granos por mazorca.

Cuando la planta de la invencién es una planta que pertenece a pastos, un aumento de la hoja puede significar un
aumento de la biomasa de la hoja. Dicho aumento del rendimiento puede lograrse generalmente potenciando o
mejorando uno o mas rasgos de la planta relacionados con el rendimiento. Dichos rasgos relacionados con el
rendimiento de una planta comprenden, sin limitacién, el aumento de la capacidad de rendimiento intrinseco de una
planta, la eficacia mejorada del uso de nutrientes y/o una tolerancia aumentada al estrés, en particular una tolerancia
aumentada al estrés abiotico. La capacidad de rendimiento intrinseco de una planta puede manifestarse, por
ejemplo, mediante la mejora del rendimiento de semilla especifico (intrinseco) (por ejemplo, en términos de aumento
del tamano de semilla/grano, aumento del nimero de mazorcas, aumento del nimero de semillas por mazorca,
mejora en el llenado de semillas, mejora de la composicion de semillas, mejoras del embriéon y/o endospermo, o
similares); la modificacion y la mejora de los mecanismos inherentes de crecimiento y desarrollo de una planta (tales
como altura de la planta, tasa de crecimiento de la planta, nUmero de vainas, posicion de la vaina en la planta,
nuamero de entrenudos, incidencia de rotura de vaina, eficacia de nodulacién y fijacion de nitrégeno, eficacia de
asimilacién de carbono, mejora del vigor de las plantulas/vigor temprano, mayor eficacia de germinacién (en
condiciones de estrés o no estrés), mejora en la arquitectura de la planta, modificaciones del ciclo celular,
modificaciones de la fotosintesis, diversas modificaciones de la ruta de sefalizacién, modificacion de la regulacion
transcripcional, modificacion de la regulacién traduccional, modificaciéon de actividades enzimaticas, y similares); y/o
similares.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2750530 T3

"Marcador seleccionable”, "gen marcador seleccionable™ o "gen reportero” incluye cualquier gen que confiera un
fenotipo a una célula en la que se expresa para facilitar la identificacion y/o seleccion de células que se transfectan o
se transforman con un constructo de &cido nucleico de la invencién. Estos genes marcadores permiten la
identificacion de una transferencia exitosa de las moléculas de acido nucleico a través de una serie de principios
diferentes. Se pueden seleccionar marcadores adecuados a partir de marcadores que confieren resistencia a
antibiéticos o herbicidas, que introducen un nuevo rasgo metabdlico o que permiten la seleccion visual. Los ejemplos
de genes marcadores seleccionables incluyen genes que confieren resistencia a los antibidticos (tales como nptll
que fosforila la neomicina y la kanamicina, o hpt, que fosforila la higromicina, o genes que confieren resistencia a,
por ejemplo, bleomicina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, gentamicina, geneticina (G418),
espectinomicina o blasticidina), a herbicidas (por ejemplo, bar que proporciona resistencia a Basta®; aroA o gox que
proporcionan resistencia contra el glifosato, o los genes que confieren resistencia a, por ejemplo, imidazolinona,
fosfinotricina o sulfonilurea), o genes que proporcionan un rasgo metabdlico (tales como manA que permite a las
plantas utilizar manosa como Unica fuente de carbono o xilosa isomerasa para la utilizacién de xilosa, 0 marcadores
antinutritivos tales como la resistencia a 2-desoxiglucosa). La expresion de genes marcadores visuales da como
resultado la formacion de color (por ejemplo, B-glucuronidasa, GUS o B-galactosidasa con sus sustratos coloreados,
por ejemplo X-Gal), luminiscencia (como el sistema luciferina/luciferasa) o fluorescencia (proteina fluorescente
verde), GFP y sus derivados). Esta lista representa solo un pequefio nimero de marcadores posibles. El experto
esta familiarizado con dichos marcadores. Se prefieren diferentes marcadores segun el organismo y el
procedimiento de seleccion.

Se sabe que tras la integracién estable o transitoria de los acidos nucleicos en células vegetales, solo una minoria
de las células absorbe el ADN extraio y, si lo desea, lo integra en su genoma, dependiendo del vector de expresion
utilizado y la técnica de transfeccién utilizada. Para identificar y seleccionar estos integrantes, generalmente se
introduce un gen que codifica un marcador seleccionable (tal como los descritos anteriormente) en las células
huésped junto con el gen de interés. Estos marcadores pueden utilizarse, por ejemplo, en mutantes en los que estos
genes no son funcionales mediante, por ejemplo, la eliminaciéon por medio de procedimientos convencionales.
Ademas, las moléculas de acido nucleico que codifican un marcador seleccionable pueden introducirse en una
célula huésped en el mismo vector que comprende la secuencia que codifica los polipéptidos de la invencion o
utilizarse en los procedimientos de la invencién, o bien en un vector separado. Las células que se han transfectado
de forma estable con el acido nucleico introducido pueden identificarse, por ejemplo, mediante seleccion (por
ejemplo, las células que han integrado el marcador seleccionable sobreviven mientras que las otras células mueren).

Dado que los genes marcadores, particularmente los genes de resistencia a antibidticos y herbicidas, ya no son
necesarios 0 no son deseados en la célula huésped transgénica una vez que los &cidos nucleicos se han introducido
con éxito, el proceso segun la invencion para introducir los &cidos nucleicos emplea ventajosamente técnicas que
permitir la eliminacién o la escision de estos genes marcadores. Uno de esos procedimientos es lo que se conoce
como cotransformacién. El procedimiento de cotransformacion emplea simultdneamente dos vectores para la
transformacién, un vector que porta el acido nucleico segun la invencion y un segundo que porta el o los genes
marcadores. Una gran proporcion de transformantes recibe o, en el caso de las plantas, comprende (hasta el 40% o
mas de los transformantes), ambos vectores. En caso de transformacién con agrobacterias, los transformantes
generalmente reciben solo una parte del vector, es decir, la secuencia flanqueada por el ADN-T, que generalmente
representa el casete de expresion. Los genes marcadores pueden eliminarse subsiguientemente de la planta
transformada realizando cruces. En otro procedimiento, los genes marcadores integrados en un transposon se
utilizan para la transformacién junto con el acido nucleico deseado (conocido como la tecnologia Ac/Ds). Los
transformantes pueden cruzarse con una fuente de transposasa o los transformantes se transforman con un
constructo de acido nucleico que confiere expresion de una transposasa, transitoriamente o de forma estable. En
algunos casos (aproximadamente el 10%), el transposo6n salta fuera del genoma de la célula huésped una vez que la
transformacién ha tenido éxito y se pierde. En un nimero adicional de casos, el transposo6n salta a una ubicacion
diferente. En estos casos, el gen marcador debe eliminarse realizando cruces. En microbiologia se han desarrollado
técnicas que posibilitan o facilitan la deteccién de dichos eventos. Otro procedimiento ventajoso se basa en lo que se
conoce como sistemas de recombinacién; la ventaja de los mismos es que se puede prescindir de la eliminacion por
cruce. El sistema mas conocido de este tipo es el que se conoce como el sistema Cre/lox. Cre1 es una recombinasa
que elimina las secuencias ubicadas entre las secuencias loxP. Si el gen marcador se integra entre las secuencias
loxP, se elimina una vez que la transformacion se ha realizado con éxito mediante la expresion de la recombinasa.
Otros sistemas de recombinacién son los sistemas HIN/HIX, FLP/FRT y REP/STB (Tribble et al., J. Biol. Chem., 275,
2000: 22255-22267; Velmurugan et al., J. Cell Biol., 149, 2000: 553-566). Es posible una integracién especifica del
sitio en el genoma de la planta de las secuencias de acido nucleico segun la invencion.

Para los fines de la invencion, "transgénico”, "transgén" o "recombinante" significa, con respecto a, por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico, un casete de expresién, un constructo génico o un vector que comprende la secuencia
de acido nucleico o un organismo transformado con las secuencias de acido nucleico, casetes de expresion o
vectores segun la invencion.

Por lo tanto, una planta transgénica para los fines de la invencién significa, como anteriormente, que los acidos

nucleicos utilizados en el procedimiento de la invencion no estan presentes en el genoma de dicha planta, ni se
originan en el mismo, o estan presentes en el genoma de dicha planta pero no en su locus natural en el genoma de
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dicha planta, siendo posible que los acidos nucleicos se expresen de forma homéloga o heteréloga. Sin embargo, tal
como se ha mencionado, transgénico también significa que, aunque los acidos nucleicos segun la invencién o que
se utilizan en el procedimiento de la invencion se encuentran en su posicién natural en el genoma de una planta, la
secuencia se ha modificado con respecto a la secuencia natural, y/o que las secuencias reguladoras de las
secuencias naturales se han modificado. Preferentemente, por transgénico se entiende la expresién de los acidos
nucleicos segun la invencién en un locus no natural en el genoma, es decir, tiene lugar una expresion homologa o
heterdloga de los acidos nucleicos. En el presente documento se mencionan plantas transgénicas preferidas.

Para los fines de la presente invencion, los genes relacionados u ortélogos del gen KLUH tal como se han descrito
anteriormente en el presente documento pueden aislarse de las bases de datos de secuencias (publicamente)
disponibles. La "identidad de secuencia" de dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos relacionadas, expresada
como un porcentaje, se refiere al nimero de posiciones en las dos secuencias alineadas 6ptimamente que tienen
residuos idénticos (x 100) dividido por el nimero de posiciones comparadas. Un hueco, es decir, una posiciéon en un
alineamiento en la que un residuo esta presente en una secuencia pero no en la otra, se considera una posicion con
residuos no idénticos. El alineamiento de las dos secuencias se realiza mediante el algoritmo Needleman y Wunsch
(Needleman y Wunsch (1970) J Mol Biol. 48: 443-453). El alineamiento de secuencias asistido informaticamente
anterior se puede realizar convenientemente utilizando un programa informatico estandar tal como GAP, que forma
parte del paquete Wisconsin Version 10.1 (Genetics Computer Group, Madision, Wisconsin, Estados Unidos).
Utilizando la matriz de puntuacién predeterminada con una penalizacion por creacion de huecos de 50 y una
penalizacién de extensién de hueco de 3. Las secuencias se indican como "esencialmente similares” cuando dicha
secuencia tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 75%, particularmente al menos
aproximadamente el 80%, mas particularmente al menos aproximadamente 85%, bastante particularmente
aproximadamente el 90%, especialmente aproximadamente el 95%, mas especialmente aproximadamente el 100%,
siendo muy especialmente idénticas.

Alternativamente, el experto puede aislar genes de plantas KLUH ortélogos por medio de procedimientos de
hibridacion genética. Dichos procedimientos son bien conocidos por el biélogo molecular experto (en plantas).

El término "expresion" o la expresién "expresion génica" significan la transcripcién de un gen especifico o genes
especificos o constructo genético especifico. El término "expresion" o la expresion "expresidén génica" en particular
significan la transcripcion de un gen o genes o constructo genético para dar ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARNm
con o sin traduccion posterior de este Ultimo en una proteina. El proceso incluye la transcripcion de ADN vy el
procesamiento del producto de ARNm resultante.

El término "introduccién" o "transformacién" al que se hace referencia en el presente documento abarca la
transferencia de un polinucleétido exégeno a una célula huésped, independientemente del procedimiento utilizado
para la transferencia. El tejido vegetal capaz de realizar una propagacion clonal subsiguiente, ya sea por
organogénesis o embriogénesis, puede transformarse con un constructo genético de la presente invencion y una
planta completa regenerada a partir del mismo. El tejido particular elegido variar4 dependiendo de los sistemas de
propagacion clonal disponibles y més adecuados para la especie particular que se esta transformando. Los ejemplos
de tejidos objetivo incluyen discos de hojas, polen, embriones, cotiledones, hipocotilos, megagametofitos, tejido
calloso, tejido meristematico existente (por ejemplo, meristemo apical, yemas axilares y meristemos de raiz) y tejido
del meristemo inducido (por ejemplo, meristemo del cotiledon e meristemo hipocotilico). El polinucleétido puede
introducirse de forma transitoria o estable en una célula huésped y puede mantenerse no integrado, por ejemplo,
como un plasmido. Alternativamente, puede integrarse en el genoma del huésped. La célula vegetal transformada
resultante puede utilizarse después para regenerar una planta transformada de una forma conocida por los expertos
en la técnica.

La transferencia de genes extrafios al genoma de una planta se denomina transformacion. La transformacién de
especies de plantas es actualmente una técnica bastante rutinaria. Ventajosamente, puede utilizarse cualquiera de
diversos procedimientos de transformacién para introducir el gen de interés en una célula progenitora adecuada. Los
procedimientos descritos para la transformacién y regeneracion de plantas a partir de tejidos vegetales o células
vegetales pueden utilizarse para una transformacion transitoria o estable. Los procedimientos de transformacion
incluyen el uso de liposomas, electroporacién, productos quimicos que aumentan la absorciéon de ADN libre,
inyeccion del ADN directamente a la planta, bombardeo con pistola de particulas, transformacion con virus o polen y
microproyeccion. Los procedimientos se pueden seleccionar del procedimiento de calcio/polietilenglicol para
protoplastos (Krens, F.A. et al., (1982) Nature 296, 72-74; Negrutiu | et al. (1987) Plant Mol Biol 8: 363-373);
electroporacion de protoplastos (Shillito R.D. et al. (1985) Bio/Technol 3, 1099-1 102); microinyeccién en material
vegetal (Crossway A et al., (1986) Mol. Gen Genet 202: 179-185); bombardeo de particulas recubiertas con ADN o
ARN (Klein TM et al.,, (1987) Nature 327: 70) infeccion con virus (no integrativos) y similares. Las plantas
transgénicas, incluidas las plantas de cultivo transgénicas, se producen preferentemente mediante transformacién
mediada por Agrobacterium. Un procedimiento de transformacion ventajoso es la transformacion in planta. Con este
fin, es posible, por ejemplo, permitir que las agrobacterias actien sobre las semillas de las plantas o inocular
agrobacterias al meristemo de las plantas. Se ha demostrado que es particularmente conveniente seguin la invencién
permitir que una suspension de agrobacterias transformadas actlde sobre la planta intacta o al menos sobre los
primordios florales. La planta se cultiva subsiguientemente hasta que se obtienen las semillas de la planta tratada
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(Clough y Bent, Plant J. (1998) 16, 735-743). Los procedimientos para la transformacion de arroz mediada por
Agrobacterium incluyen procedimientos bien conocidos para la transformacion de arroz, tales como los descritos en
cualquiera de los documentos siguientes: solicitud de patente europea EP1198985, Aldemita y Hodges (Planta 199:
612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol Biol 22 (3): 491 -506, 1993), Hiei et al. (Planta J 6 (2): 271 -282, 1994), cuyas
divulgaciones se incorporan al presente documento por referencia como si se establecieran en su totalidad. En el
caso de la transformacién de maiz, el procedimiento preferido es tal como se describe por Ishida et al. (Nat.
Biotechnol 14 (6): 745-50, 1996) o Frame et al. (Plant Physiol 129 (1): 13-22, 2002), cuyas divulgaciones se
incorporan al presente documento por referencia como si se establecieran en su totalidad. Dichos procedimientos se
describen adicionalmente a modo de ejemplo por B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic
Plants, vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S.D. Kung y R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 y en Potrykus
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225) Los acidos nucleicos o el constructo que se van a
expresar se clonan preferentemente en un vector que es adecuado para transformar Agrobacterium tumefaciens, por
ejemplo pBin19 (Bevan et al. (1984) Nucl. Acidos Res. 12-8711). Las agrobacterias transformadas por dicho vector
pueden utilizarse después de forma conocida para la transformacion de plantas, tales como plantas utilizadas como
modelo, tales como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana se encuentra dentro del alcance de la presente invencion no
considerada como planta de cultivo), o plantas de cultivo tales como, por ejemplo, plantas de tabaco, por ejemplo
sumergiendo hojas golpeadas u hojas trituradas en una solucién agrobacteriana y cultivandolas después en medios
adecuados. La transformacion de plantas por medio de Agrobacterium tumefaciens se describe, por ejemplo, por
Hofgen y Willmitzer en Nucl. Acid Res (1988) 16, 9877 o se conoce por, entre otros, F.F. Blanco, Vectors for Gene
Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S.D. Kung y R. Wu,
Academic Press, 1993, paginas 15-38.

Ademas de la transformacion de las células somaticas, que después deben regenerarse para dar plantas intactas,
también es posible transformar las células de meristemos vegetales y, en particular, las células que se desarrollan
dando gametos. En este caso, los gametos transformados siguen el desarrollo natural de la planta, dando lugar a
plantas transgénicas. Asi, por ejemplo, las semillas de Arabidopsis se tratan con agrobacterias y las semillas se
obtienen de las plantas en desarrollo, de las cuales se transforma una determinada proporcion vy, por lo tanto, son
transgénicas [Feldman, KA y Marks MD (1987). Mol Gen Genet 208: 1-9; Feldmann K (1992). En: C Koncz, N-H
Chua y J Shell, eds, Methods in Arabidopsis Research. Word Scientific, Singapur, paginas 274-289]. Algunos
procedimientos alternativos se basan en la eliminacién repetida de las inflorescencias y la incubacion del sitio de
escision en el centro de la roseta con agrobacterias transformadas, por lo que las semillas transformadas también se
pueden obtener en un punto temporal posterior (Chang (1994). Plant J. 5: 551-558; Katavic (1994). Mol Gen Genet,
245: 363-370). No obstante, un procedimiento especialmente eficaz es el procedimiento de infiltracién al vacio con
sus modificaciones, tal como el procedimiento de "inmersion floral". En el caso de infiltracién al vacio de Arabidopsis,
las plantas intactas se tratan bajo presién reducida con una suspensién agrobacteriana [Bechthold, N (1993). CR
Acad Sci Paris Life Sci, 316: 1194-1199], mientras que en el caso del procedimiento de "inmersién floral", el tejido
floral en desarrollo se incuba brevemente con una suspension agrobacteriana tratada con tensioactivo [Clough, SJ y
Bent AF (1998) The Plant J. 16, 735-743]. En ambos casos se cosecha una determinada proporcién de semillas
transgénicas, y estas semillas se pueden distinguir de las semillas no transgénicas mediante cultivo en las
condiciones selectivas descritas anteriormente. Ademas, la transformacion estable de plastidios es una ventaja
porque los plastidios se heredan por via materna, ya que la mayor parte de los cultivos reducen o eliminan el riesgo
de flujo transgénico a través del polen. La transformacion del genoma del cloroplasto generalmente se logra
mediante un proceso que se ha mostrado esquematicamente por Klaus et al., 2004 [Nature Biotechnology 22 (2),
225-229]. Brevemente, las secuencias que se van a transformar se clonan junto con un gen marcador seleccionable
entre secuencias flanqueantes homélogas al genoma del cloroplasto. Estas secuencias flanqueantes homélogas
dirigen la integracion especifica del sitio en el plastoma. La transformacién plastidial se ha descrito para muchas
especies de plantas diferentes y se ofrece una descripcién general en Bock (2001) Transgenic plastids in basic
research and plant biotechnology. J Mol Biol., 21 de septiembre de 2001; 312 (3): 425-38 o Maliga, P (2003)
Progress towards commercialization of plastid transformation technology. Trends Biotechnol. 21, 20-28.
Recientemente se ha informado sobre nuevos avances biotecnolédgicos en forma de transformantes de plastidos
desprovistos de marcadores que pueden producirse por un gen marcador cointegrado transitorio (Klaus et al., 2004,
Nature Biotechnology 22 (2), 225-229).

Las células vegetales genéticamente modificadas se pueden regenerar mediante todos los procedimientos con los
que el experto esta familiarizado. Se pueden encontrar procedimientos adecuados en las publicaciones por S.D.
Kung y R. Wu, Potrykus o Hofgen y Willmitzer mencionadas anteriormente.

Generalmente después de la transformacion, las células o agrupaciones celulares vegetales se seleccionan
mediante la presencia de uno o0 mas marcadores que estan codificados por genes que se expresan en la planta
cotransferidos con el gen de interés, después de lo cual el material transformado se regenera dando una planta
completa. Para seleccionar plantas transformadas, el material vegetal obtenido en la transformacién se somete,
generalmente, a condiciones selectivas para que las plantas transformadas puedan distinguirse de las plantas no
transformadas. Por ejemplo, las semillas obtenidas de la forma descrita anteriormente pueden plantarse y, después
de un periodo de crecimiento inicial, someterse a una seleccién adecuada mediante pulverizacién. Una posibilidad
adicional consiste en cultivar las semillas, si es apropiado después de esterilizacion, en placas de agar utilizando un
agente de seleccion adecuado para que solo las semillas transformadas puedan crecer dando plantas.
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Alternativamente, las plantas transformadas se seleccionan para detectar la presencia de un marcador seleccionable
tal como los descritos anteriormente.

Después de la transferencia y la regeneracion de ADN, las plantas supuestamente transformadas también se
pueden evaluar, por ejemplo utilizando analisis Southern, para determinar la presencia del gen de interés, el nimero
de copias y/o la organizacion genémica. Alternativamente o adicionalmente, los niveles de expresién del ADN recién
introducido se pueden controlar utilizando analisis Northern y/u Western, siendo ambas técnicas bien conocidas por
los expertos en la técnica.

Las plantas transformadas generadas pueden propagarse mediante una diversidad de medios, tales como por
propagacion clonal o técnicas de reproduccion clasicas. Por ejemplo, una planta transformada de primera
generacién (o T1) puede ser autofertilizable y se pueden seleccionar transformantes homocigéticos de segunda
generacién (o T2), y las plantas T2 pueden propagarse después a través de técnicas de cultivo clasicas. Los
organismos transformados generados pueden adquirir una diversidad de formas. Por ejemplo, pueden ser quimeras
de células transformadas y células no transformadas; transformantes clonales (por ejemplo, todas las células
transformadas para contener el casete de expresion); injertos de tejidos transformados y no transformados (por
ejemplo, en plantas, un portainjerto transformado injertado en un vastago no transformado).

Los términos "aumentar", "mejorar" o "potenciar" se utilizan indistintamente y significaran en el contexto de la
solicitud al menos el 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% o0 10%, preferentemente al menos el 15% o 20%, de forma mas
preferida el 25%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mas de rendimiento y/o crecimiento en
comparacion con plantas de control tal como se definen en el presente documento.

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

Las plantas monocotiledéneas que son particularmente Utiles en los procedimientos de la invencién incluyen forraje
o cultivos forrajeros, plantas ornamentales, cultivos alimenticios, arboles o arbustos seleccionados de la lista que
comprende Agropyron spp., Agrostis stolonifera, Allium spp., Ammophila arenaria, Ananas comosus, Asparagus
officinalis, Avena spp. (por ejemplo, Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var. sativa, Avena
hybrida), Bambusa sp., Carex elata, Cocos spp., Colocasia esculenta, Crocus sativus, Dioscorea spp., Echinochloa
spp., Elaeis (por ejemplo, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera), Eleusine coracana, Eragrostis tef, Erianthus sp.,
Festuca arundinacea, Hemerocallis fulva, Hordeum spp. (por ejemplo, Hordeum vulgare), Musa spp., Oryza spp. (por
ejemplo, Oryza sativa, Oryza latifolia), Panicum miliaceum, Panicum virgatum, Pennisetum sp., Phalaris
arundinacea, Phleum pratense, Phoenix spp., Phragmites australis, Sorghum bicolor, Tripsacum dactyloides,
Triticosecale rimpaui, Tritcum spp. (por ejemplo, Tritcum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum
hybernum, Triticum macha, Triticum sativum, Triticum monococcum o Triticum vulgare), Zea mays, Zizania palustres,
entre otros.

La eleccién de plantas de control adecuadas es una parte rutinaria de una configuracién experimental y puede incluir
plantas de tipo silvestre correspondientes o plantas correspondientes sin el gen de interés. La planta de control es
normalmente de la misma especie de planta o incluso de la misma variedad que la planta que se va a evaluar. La
planta de control también puede ser un nulicigoto de la planta que se va a evaluar. Los nulicigotos son individuos
que pierden el transgén por segregacion. Una "planta de control", tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere no solo a plantas enteras, sino también a partes de plantas, incluidas semillas y partes de semillas.

La expresion "casete de expresion" se refiere a cualquier sistema de expresion recombinante que tiene el fin de
expresar una secuencia de acido nucleico de la invencién in vitro o in vivo, constitutivamente o de forma inducible,
en cualquier célula, incluyendo, ademas de células vegetales, células procariotas, de levadura, fungicas, de insectos
o de mamiferos. La expresion incluye sistemas de expresion lineal y circular. La expresion incluye todos los
vectores. Los casetes pueden permanecer episomales o integrarse en el genoma de la célula huésped. Los casetes
de expresién pueden tener la capacidad de autorreplicarse o no (es decir, controlar solo la expresion transitoria en
una célula). La expresién incluye casetes de expresion recombinante que contienen solo los elementos minimos
necesarios para la transcripcion del &cido nucleico recombinante.

Los ejemplos no limitantes siguientes describen procedimientos y medios segun la invencion. A menos que se
indique lo contrario en los ejemplos, todas las técnicas se llevan a cabo segun protocolos estandar en la técnica. Los
ejemplos siguientes se incluyen para ilustrar formas de realizacion de la invencion. Los expertos en la técnica
deberian apreciar, a la luz de la presente descripcion, que se pueden realizar muchos cambios en las formas de
realizacién especificas que se divulgan y obtener adn un resultado parecido o similar sin apartarse del concepto, el
espiritu y el alcance de la invencion. Mas especificamente, sera evidente que determinados agentes que estan

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2750530 T3

relacionados quimicamente y fisiolégicamente pueden sustituirse por los agentes descritos en el presente
documento, obteniéndose también los mismos resultados o resultados similares.

EJEMPLOS

1. Construccién de un gen guimérico: promotor de GAZ2-oxidasa unido operativamente a una secuencia de
codificacién de KLUH

El promotor de GA2-oxidasa de maiz derivado del gen GRMZM2G031724 de Zea mays se aisl6 (2046 pb) y se
fusiond con los sitios attB4 y attB1r, y se combiné con el vector de entrada pDONR P4-P1r mediante reaccion BP
(véase la figura 1).

También se aisl6 un gen representativo de maiz KLUH (GRMZM2G167986). El gen tiene un intrén y conduce a dos
patrones de transcripcion en maiz. Aislamos la secuencia del genoma (1834 pb) que incluye el intrén y la secuencia
de codificacion (CDS). La secuencia KLUH se fusioné con los sitios attB1 y attB2, y se combind con el vector de
entrada pDONR 221 mediante reaccién BP (véase la figura 2). El vector de expresién pBb42GW7 es un vector
intermediario de MultiSite Gateway disefiado para monocotiledéneas ((Karimi et al., 2013); véase la figura 3). El
promotor de GA2-oxidasa unido operativamente al gen KLUH se insert6 en el vector de expresion pBb42GW?7 por
medio de reaccion LR entre attR4 y attR2. El gen bar dirigido por el promotor 35S se utiliz6 para seleccionar plantas
transgénicas durante el proceso de transformacién (véase la figura 4). La secuencia del gen quimérico del promotor
de GA2-oxidasa unido operativamente al gen KLUH en el vector de expresién pBb42GW?7 se muestra en la figura 5.

La transformacion del maiz se realizé segin (Coussens et al., 2012).

En total, se obtuvieron 10 lineas TO independientes después de la transformacién. Aproximadamente 35 semillas T1
generadas a partir de TO retrocruzadas con B104 de tipo silvestre se sembraron en el suelo para el andlisis de
segregacion y el fenotipado. El ensayo de amonio (De Block et al., 1995) se utilizé para detectar plantas
transgénicas, se utilizé una pintura de hoja para confirmar determinadas plantas para la ampliacion.

Se seleccionaron cuatro lineas independientes, 139_01, 140_01, 140_04, 140_05, que tenian una insercién de ADN-
T y mostraron un fenotipo para su posterior analisis (véase la tabla 1).

Tabla 1: Ensayo de Chi cuadrado y resultados del fenotipado de plantas T1. * indica lineas de locus individuales. Las
plantas NA no pudieron genotiparse debido a una germinacion tardia o a un crecimiento retardado.

laiaede P Tl ydeponay

139 01 14 13 8 0,037* Si
139 04 20 10 5 3,33

139 05 17 13 5 0,53~

139 07 19 9 7 3,57 Si
140_01 15 12 8 0,33* Si
140_04 19 10 3 2,79* Si
140_05 11 19 2 2,13* Si
140_07 20 12 0 2"

140_09 13 8 9 1,19*

140_11 22 6 2 9,14 Si

2. Andlisis fenotipico y molecular de los transformantes de maiz que comprenden el gen guimérico

La longitud de las hojas de las plantas se midi6 desde la parte superior del suelo hasta la punta de la hoja. La
longitud de la hoja y el area de la hoja 2 se midieron cuando crecieron completamente (dos dias después de
aparecer la hoja 4). La longitud de la hoja 4 se midi6 diariamente desde la aparicion de la hoja 4 hasta que crecieron
completamente (aproximadamente 10 dias). A partir de los datos registrados de la hoja 4, se calcular la LER como la
diferencia en la longitud de la hoja en dos puntos temporales sucesivos divididos por el intervalo de tiempo entre los
mismos (en mm/h). El &rea de la hoja 4 se midi6 cuando la hoja crecié completamente. Se escaneé el limbo de la
hoja y se calcul6 el area de la hoja utilizando Image J. El analisis cinematico se realizé tal como se describe por
(Nelissen et al., 2013).
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Por ahora, parte de las mediciones de las hojas se han realizado en cuatro lineas seleccionadas. La longitud final de
la hoja y el area foliar de la hoja 2 se calcularon en 140_01 y 139_01 (Tabla 2). La tasa de alargamiento de la hoja 'y
parametros mas detallados de la hoja 4 se calcularon en 140_04 y 140_05 (figura 6, tabla 3, figura 7, tabla 4).

2.1 Los parametros de la hoja 2 para las lineas 140 01 y 139 01 muestran mayor longitud y drea de la hoja

Para la linea 140_01 y 139_01, hasta ahora solo se realizaron mediciones en la hoja 2 completamente desarrollada.
Sin embargo, estas muestran que el area y la longitud final de la hoja aumentan significativamente en las dos lineas
independientes. Ahora se miden en estas dos lineas los parametros de la hoja 4.

Tabla 2: Parametros de la hoja 2 de dos lineas T1 140_01 y 139 01. R representa plantas transgénicas
(resistentes), S representa plantas no transgénicas (sensibles).

140-01 139-01

R S A% Valorde P |R S A% Valor de P
area de la hoja (mm"2) 1807,7 1276,9 294 0 1932,9 1236,3 36 0,006
entrenudo (mm) 105 90,5 13,8 0,003 105 97,5 7,1 0,19
longitud de hoja (mm) 293,8 2235 23,9 0,0008 298,3 2348 21,3 0,021
anchura de hoja (mm) 13,8 12,5 9,2 0,006 13 11,7 10 0,11

2.2 Los parametros de la hoja 4 para las lineas 140 04 y 140 05 muestran un aumento de LER, longitud de la hoja y
tamano de la zona de divisién

Para las lineas 140_04 y 140_05, se realizé un seguimiento de la longitud de la hoja 4 durante su crecimiento, lo que
demuestra que la tasa de alargamiento de la hoja (LER) fue mayor durante el estado estacionario en las plantas
transgénicas frente a las plantas de control y que la duracion del crecimiento aument6 en la linea transgénica
(figuras 6y 7).

Ademas, cuando se realizaron mediciones en 2 plantas por linea se evidencié que el area aumentoé en un 34 - 45%
(tablas 3 y 4). Para determinar la longitud de la hoja y el tamafio de la zona de division se analizaron mas plantas, lo
que permitid un andlisis estadistico: la longitud foliar final de la hoja 4 aumenté significativamente en ambas lineas
transgénicas (variando del 15,3 al 24,2%). Para la linea 140_04, se realizé una medicion preliminar del tamaro de la
zona de divisién que muestra que el aumento en la longitud foliar en esa linea se debid, al menos en parte, a un
mayor tamafo de la zona de division (15,7%) y, por lo tanto, al nimero de células en division (tabla 3).

Tabla 3: Parametros de la hoja 4 de 140_04. R representa plantas transgénicas (resistentes), S representa plantas
no transgénicas (sensibles).

Area de Longitudde  Anchura de
140_04 lahoja4 lahoja4 la hoja 4 Tamanfo de la ZD
R 53,6 65,3 2,3 1,8
S 35,5 49,5 1,9 1,5
A% 33,9 24,2 17,2 15,7
Valor de p 0,005 0,02

Tabla 4: Parametros de la hoja 4 de 140_05. R representa plantas transgénicas (resistentes), S representa plantas
no transgénicas (sensibles).

140_05 Area de Longitudde  Anchura de
lahoja4 lahoja4 la hoja 4

R 77,1 64,5 2,3

S 41,9 54,6 1,8

A% 45,6 15,3 22,4

Valor de p 0,04
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2.3 El andlisis gPCR muestra una mayor expresién de KLUH en la zona de crecimiento de |la hoja de maiz

La hoja 4 se cosech6 dos dias después de que aparecieran para analizar el nivel de sobreexpresion de KLUH bajo
el promotor de GA2-oxidasa. La hoja 4 se corté en 10 piezas desde la base de la hoja hacia la punta de la hoja a
una escala de 0,5 cm. Del analisis qPCR, dos lineas mostraron un fenotipo de hoja 2 mas grande, 140_01 y 139_01,
y tienen un mayor nivel de expresién de KLUH en comparacién con cualquier planta transgénica (figura 8, figura 9).

2.4 Conclusién

De los 10 eventos de transformacion, se eligieron 4 lineas en las que se insertdé el ADN-T en un Unico locus en el
genoma. Las cuatro lineas muestran una mejora en el crecimiento de las hojas, lo que da como resultado hojas mas
largas con una mayor area del limbo. Esta mayor area del limbo foliar permite capturar mas luz solar, lo que puede
dar lugar, como resultado, a una mayor fotosintesis neta. El analisis celular de una linea mostrd que el aumento de
la longitud de la hoja se debe, al menos en parte, a un aumento en el tamano de la zona de division, por lo tanto méas
células en division. Si bien no se pretende limitar la invencién a un mecanismo particular, una hipétesis es que, dado
que se demostrd que KLUH estimula la division celular en las plantas y, por lo tanto, extiende la expresion de KLUH
dentro de la zona de crecimiento, se obtiene como resultado la estimulacion de divisiones adicionales (en un érgano
vegetal particular).

Las cuatro lineas se cultivan ahora una al lado de la otra y se realizaran cuatro mediciones detalladas de la hoja. En
el mismo experimento, tomamos muestras para comparar los niveles de "sobreexpresion" de KLUH en la zona de
crecimiento. Las plantas también se cultivan hasta la madurez para evaluar la altura final de la planta, el tiempo de
floracion, el intervalo entre antesis y floracién femenina (ASI), el rendimiento de semilla, la biomasa y la longitud del
entrenudo.

3. Las plantas de maiz genéticamente transformadas con el gen gquimérico GA2ox::KLUH tienen una zona de
divisién estable durante al menos un dia adicional

Se aplicé un analisis cinematico detallado a lo largo del tiempo sobre la hoja 4. De varias plantas transformadas
independientes, la hoja 4 se cosechd todos los dias desde que emergié de la hoja 3 hasta que creci6é por completo.
El tamario de la zona de division se determin6 por tincion DAPI. EI ANOVA mostré una interaccién significativa entre
el tamano de la zona de divisién y el tiempo de crecimiento de la hoja, mostrando que el tamario de la zona de
division en GA2ox::KLUH permanecié un dia mas en el tamafio maximo que el tipo silvestre (véase el dia 5 en la
figura 10).

4. Las plantas de maiz transgénico que albergan el gen quimérico GA2ox::KLUH tienen un intervalo entre antesis y
floracién femenina mas corto que el tipo silvestre

Se observo un intervalo promedio entre antesis y floracion femenina (ASI) 3 dias mas corto en las plantas de maiz
transgénicas que albergan el gen quimérico GA2ox::KLUH en comparacion con las plantas de maiz de tipo silvestre.
ASI es el tiempo entre el desprendimiento de polen y la aparicion de las flores femeninas. EI ASI mas corto permite
que el polen méas viable entre en las flores femeninas para facilitar la eficacia de la polinizaciéon y también esta
documentado en la técnica que puede ayudar a las plantas a mantener el rendimiento en condiciones de estrés por
sequia.

5. Las plantas de maiz transgénicas hibridas gue albergan un gen quimérico GA2ox::KLUH y un gen quimérico
UBIL::GA200x tienen un mayor rendimiento de biomasa que sus progenitores

Anteriormente se ha demostrado que en las plantas de maiz transgénicas que albergan el gen quimérico
UBIL::GA200x, los altos niveles de GA afectan principalmente a los niveles maximos de tasa de crecimiento (LER),
pero no a la cronologia de crecimiento (véase Nelissen et al., 2012). En la presente invencion, mostramos ahora que
las plantas de maiz que albergan el gen quimérico GA20X::KLUH afectan minimamente a la tasa de crecimiento
maxima, pero que la presencia de este gen quimérico mantiene la tasa de crecimiento maxima durante un dia
adicional, es decir, manteniendo el tamafio de la zona de division maximo durante un periodo mas largo. Para
examinar si los dos genes quiméricos se influyen sinérgicamente entre si y si la combinacién de ambos genes
quiméricos aumenta aun mas la longitud de la hoja, realizamos un cruce entre las dos lineas transgénicas.

El LER de la hoja 4 del cruce resultante GA2ox::KLUH x UBIL::GA200x mostr6 una tasa de crecimiento igual de
elevada que UBIL::GA200x; y en el dia 7 del crecimiento de la hoja 4, el cruce mostr6 la misma tasa de crecimiento
que GA2ox::KLUH, cuando la tasa de crecimiento de UBIL::GA200x ya habia disminuido a un nivel mas bajo. Esta
combinacion de genes quiméricos en el hibrido conduce al aumento aditivo de la longitud final de la hoja y el area de
la hoja. Ademas, también medimos la longitud foliar final y el area de la hoja 2, que es similar a lo que vemos de la
hoja 4. No se observo heterosis significativa del fenotipo de plantas maduras GA2ox::KLUH x UBIL::GA200x, aunque
la combinacion mostré una mayor altura y un mayor peso de la planta (véase la figura 11B; tabla 5). En conclusion,
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mostramos que la combinacion de genes quiméricos (GA2ox::KLUH x UBIL::GA200x) tomd el fenotipo mejorado de
cada planta progenitora, es decir, la altura de UBIL::GA20x y el area foliar mas grande de GA2ox::KLUH.

Tabla 5. Parametros de planta del cruce GA20X::KLUH x UBIL::GA200x y sus respectivos progenitores

Tipo silvestre  GA20x:KLUH  UBIL::GA200x %’EZIEXG’;LZ%':XX

Area de la hoja 2 11,01 * 15,75 * 14,09 * 20,11
Longitud de la hoja 4 551,3* 636 * 733,7 840

Area de la hoja 4 73,4 * 93,28 * 87,93 * 129,76
Altura de planta 218,3 * 236" 283,9 341,6
Peso de la planta 530 537,3 438,2 552,6
Longitud de la raiz 12,3 7,07 40,1 * 10,3

N¢ de raices de la corona 2,3 2 3,25~ 2,3
Longitud de la flor 253~ 26,6 33,5 34,35
Ramas de la panicula 10~ 12 13,6 13

Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con GA2ox::KLUH x UBIL::GA200x con p < 0,05.

6. Crecimiento de las plantas de maiz transgénicas que albergan el gen quimérico GA2ox::KLUH en condiciones de
estrés

Cuando las plantas de maiz transgénicas que albergan el gen quimérico GA2ox::KLUH se sometieron a un estrés
por sequia leve, no observamos diferencias significativas en la longitud final de la hoja (valor de P = 0,95), sino una
mayor reduccién de la LER (valor de P = 0,035) y un periodo de crecimiento mas largo (valor de P = 0) se han
encontrado en plantas resistentes bajo sequia leve (vease la figura 12).

7. Ejemplos no limitantes de promotores de GA2-oxidasa adecuados (derivados de Zea mays) que pueden utilizarse
para construir genes quiméricos de la invencién

« SEQ ID NO: 4: promotor ZmGA20ox1 (GRMZM2G127757; 2489 pb), este promotor es activo en la hoja en
crecimiento

* SEQ ID NO: 5: promotor ZmGA20x2.1 (GRMZM2G078798_T01; GRMZM2G078798_T02; GRMZM2G078798_T04;
2505 pb); tres patrones de transcripcion GRMZM2G078798_T01; GRMZM2G078798_T02; GRMZM2G078798_T04
comienzan en la misma posicion. Por lo tanto, se puede utilizar el mismo promotor. Este promotor es activo en hojas
en crecimiento.

* SEQ ID NO: 6: promotor ZmGA20x2.1 (GRMZM2G078798_T03; 2404 pb); GRMZM2G078798_T03 comienza mas
tarde en el genoma que las tres transcripciones anteriores (tres patrones de transcripcion GRMZM2G078798_TO01;
GRMZM2G078798_T02; GRMZM2G078798_T04). Este promotor es activo en hojas en crecimiento.

* SEQ ID NO: 7: promotor ZmGA20x2.2 (GRMZM2G176963_T01; 2500 pb). Este promotor es activo en la mazorca
de maiz.

« SEQ ID NO: 8: promotor ZmGA20x3.1 (GRMZM2G022679_T01; 2494 pb). Este promotor es activo en hojas en
crecimiento.

* SEQ ID NO: 9: promotor ZmGA20x3.2 (GRMZM2G031724; 2046 pb). Este promotor es activo en hojas en
crecimiento y se uso6 en el ejemplo 1.

* SEQ ID NO: 10: promotor ZmGA20x4 (GRMZM2G427618_T01; 2120 pb). Este promotor es activo en hojas en
crecimiento.

« SEQ ID NO: 11: promotor ZmGA20x6.2 (GRMZM2G153359_T01; 2467 pb). Este promotor es activo en hojas en
crecimiento.

» SEQ ID NO: 12: promotor ZmGA20x7.1 (GRMZM2G051619_T01; 2456 pb). Este promotor es activo en hojas en
crecimiento y en el embrion.

« SEQ ID NO: 13: promotor ZmGA20x7.2 (GRMZM2G152354_T01; 2500 pb). Este promotor es activo en la mazorca.
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« SEQ ID NO: 14: promotor ZmGA20x7.3 (GRMZM2G031432_T01; 2472 pb). Este promotor es activo en las hojas y
en el SAM.

8. Ejemplos no limitantes de genes ortélogos de KLUH que pueden utilizarse para construir genes guiméricos de la
invencién

* SEQ ID NO: 15: >CYP78A5 (AtKLUH) AT1G13710

* SEQ ID NO: 16: >CYP78A1 (ZmKLUH) GRMZM2G167986

« SEQ ID NO: 17: >ZmKLUH-LIKE - GRMZM2G054603

+ SEQ ID NO: 18: >CYP78A11 (OsPLA1) Os10g0403000

* SEQ ID NO: 19: >CYP78A7 - AT5G09970

« SEQ ID NO: 20: >CYP78A27 (PpKLUH1) PP00504G00010.1
+ SEQ ID NO: 21: >CYP78A28 (PpKLUH2) PP00134G00010.1
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10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2750530 T3

<223> Promotor de GA2-oxidasa derivado de GRMZM2G031724

<400> 1

ggggacaact
tctgtegete
tggcatgggg
tgtggtacag
tatggattaa
ttgttcctaa
gactaaaata
taagagctac
aaactaattt
ctactatact
tatgggatcg
cgagattaac
aagtctggca
ccggateggg
gcgaccgegt
gcaaggcagc
ccgaggcggg
gtggtcgage

acgtactgta

ttgtatagaa
gccacceegg
ggcacgtagt
ctataatcta
ggaaggtttg
attatcaaac
gaataaaaat
ttcgagaacc
tceccttceaat
ggaaaggtgt
aagcggccgt
tatactacag
ggcgccecgetg
atgggatcag
cgtccatcga
acagcacaca
ctcagtacca
gaggagtgta

cgtactatga

aagttgccga
gcgcactgeca
acggtactge
tagaaaaaag
gtttctagtg
taaaatgaag
gaatggatga
tcaaatctce
ccttttaatt
ctgaaaccgg
tgccccaact
gagtactgtc
cttgtctgeg
cggaacatgce
gccgectate
tcagcattge
acccagctga
cctgtagtta

tctctcacgt

ggattgcage
ttatatttct
cgtacagctg
aatattatag
actaatttag
ttttgttttt
aaaattagtt
ttcgagactg
cacaaggggg
gagaaaagct
ggcgactgge
gggttggtac
gtttctatgt
gagagcgagce
attagttggt
ttceccagttce
aactacgaga
acgaggattt

gctctggtcet

tcctggatca
ggcaggtgcg
cgtcagcaaa
aagtagtaga
tctctctatt
tttatatagg
cctaccaacc
gaggagatga
tgcgggtacg
ttgaccaggg
gagccaccat
caatacgtgg
gccgatgceca
ctgcactgeca
tccactgtet
ccaatgcccce
gatgecgetgt
tattttacta

tatcactege

16

tatcagaatg
caatacaata
tgccaacttg
agttggcgeg
ttattcaatt
ataatttaga
aaacacccct
aggtaaaaat
gaaatgttta
tggacctgtt
tgcgecggacce
cttgggcaaa
tcgcaccgga
ctgecatggece
cgccgeccgaa
gtcgtecctag
gggcaggaca
gtgcgtacgt

ttgattatac

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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tatgatcttt
ccacttagga
agcaaggagg
gcccgectaa
aataataata
attacggccg
aaaaggatgce
aaccaaaaca
aacgggaggyg
cgtttccegt
ggatcgegge
catgcaccca
atctcgegte
gcccacgggce
gcacaccgcce
acctcgetcet
c

<210>2
<211> 1895
<212> ADN

ttttcecetee
ctactcacct
agtacgcaca
ttceceggage
atttaggcga
gtgcegtteg
cggatcaagg
tcatcttcat
actgggactg
tgagccatge
cgggcacgtc
aagcgatcca
accgtagcca
tcteccactt
tcgacctcga

gctcatecege

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia KLU fusionada con sitios attB1 y attB2

<400> 2

ggggacaagt
cacggacggce
cgcccacceg
ggcgtgggee
cactcctatc
cgggctgeeg
gctcatggeg
acgtgaggtg
gctcatgtte

ccgegtegeg

ttgtacaaaa
acgtggtggg
gccctectgg
acgtcgeegg
gtgggaccce
caccgegecce
ttcteegteg
ctcgegeacce
gcgegtgeca

tccacgcacc

acctgctctg
cgtctcgtca
cgcagcatgg
tgcectgtgee
aacacgggaa
gaccccagtt
gcaggttcac
gtctggeege
gcagggccgg
atgcagcaga
acggccceggt
cccecgatge
ggtgececgece
ctcececcaca
gtccaccact

acggccagac

aagcaggctce
tgtacgeget
ctggcctgat
gcggteegge
gtggtctgee
tcgeegagat
gtgacacgcce
cgtcattcge
tcgggttege

tattctecce

ES 2750530 T3

gtcttatecge
tgcttatcta
actgcctgga
ttggacgecece
cgggtegtga
attgatgagc
ctcatcttag
ccgegeageg
ctaatggceg
gcagcgcggg
cccegactge
atccctttte
cgtecgecceeg
tgcacttgcet
gactccacca

agccgcaagt

catggcgatg
cceggegetg
ctttctggee
gtggacgaac
cgtgttegge
ggcccgegec
cgeggtegtg
cgaccgccect
gcccaacgge

gcgeegggte

tggcacgtge
cttcagagcg
gcggggtgtg
atctctggtt
ggaaaagcct
cgagtcaccg
cgcatgcaag
gtcccagtge
acgtgcagtce
cggccggtcee
tctggctceca
tctecectgte
cceccecgate
gcagcagccg
cctececectg

ttgtacaaaa

gccteegegyg
ctecggetceceg
accgtctegg
ggccgeggece
agcatcttcg
gcagggcccce
tcgtectgee
gtgaagcggt
gagtactggce

gcctegecacg

17

ttttacacgg
tcacggacac
gtgcactaac
tcgcggggag
gacatgctgce
acctgccaag
cgtegtecet
cggegtggtt
gcectegtatg
tgccaccggt
tcgecgecac
agctgggccce
tatatatgct
taggacacac
ttttttttceg

aagcagtccc

cttgctcatg
acaccctgtg
tggctctget
gcecteggegt
cgetgteeceg
gggccaagga
cggccacggce
cggcccggga
gccgecteeg

agccgggacg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2101

60

120

240

300

360

420

480

540

600
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15

ccaaggtgac
cgtcgececte
cggcacgegyg
catggtgcgce
gctcgeccac
cgtccagacce
cgccctcaac
gcteggegac
agcttgttta
ttttgtgteg
gaaaaaaaca
cggacacgac
tgcaggcgag
acgccgacgt
acccgectgg
acggcatggt
atgccgecegt
gcggegecga
gtcgegtetg
tcgtgcacge
tcctcaaget

cctgagaccce

<210> 3
<211> 3926
<212> ADN

gcggaggceca
cgcccgeace
tacgacgtca
gaggggttcg
ctgtacgacc
ttegteegtyg
gacaatgctg
gacgacatgg
actgcgcata
ggctgtcggt
tactgtacat
ggcgcttetg
ggtgcgcegece
ggcgcgcatg
cccgetgetg
ggtccegget
gtgggccgac
cgtggacgtc
ccccggcaag
cttccagtgg
ctcecctggag

agctttecttg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgctecegete
tccaggecege
catcaggcgce
agctcctegg
caagcaacgt
gcgtcatcega
acttcgtcga
tcgeecatect
cttctcagtt
tgttcecegga
gcatataatt
accgagtggt
gaggtcgacg
ccgtacctge
agctgggcetc
ggcaccacgg
ccggacgegt
cgcggegteg
aacctgggcece
gcecctgectg
atgaagacgce

tacaaagtgg

ES 2750530 T3

catcgcegece
cgctctcaac
cggcgeegeg
cgccttcaac
cacccgecgg
cgagcaccgg
cgtgctecte
ctgggtaaag
ctcaactgeg
agggaaaaaa
tgtttttgca
gcatggcgga
cggctgtegg
aggcggttgt
gcctecgecac
cgatggtgaa
tcgegeegga
acctccgect
tcaccaccgt
acggcgeggce
cgctegtege

tcccece

<223> Gen quimérico "promotor de GA2-oxidasa
(GRMZM2G167986)

<400> 3

caactttgta tagaaaagtt gccgaggatt gcagctcctg

cgctcgecac cccgggegea ctgcattata tttetggeag

tggggggcac gtagtacggt actgccgtac agctgcegtca

tacagctata atctatagaa aaaagaatat tatagaagta

gaacagtcgg
aacatcatgg
gaggccgage
tggtcecgace
tgecgeecgege
cgccgecgec
tcectegagg
ttcaaatcga
catacctgtc
aagaacaaag
ggagatggtc
gctggtgege
tgccggaggt
gaaggagacg
cgccgacgtg
tatgtgggcce
gcggttectg
ggcccecegtte
gggcctetgg
ggcegtttge

cgcagccatce

(GRMZM2G031724) unido operativamente al gen KLU

gatcatatca
gtgcgcaata
gcaaatgcca

gtagaagttg

18

cctectggege
gcagcgtcett
atctcaagag
acctcccectg
tcgtgeegeg
aaaactccge
gtgacgagaa
tcgetttect
ggttctacag
ctctgtcget
ttcecgeggta
cacccggegg
tgccccaceg
ctgcgegece
ccactctgca
ataacccacg
ccctecgagg
ggcgeegggce
gttgcecegee
ctcgacgagg

cceccgeaceg

gaatgtctgt
caatatggca
acttgtgtgg

gcgegtatgg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1895

60

120

240



attaaggaag
cctaaattat
aaatagaata
gctacttcga
aattttcecct
atactggaaa
gatcgaagcg
ttaactatac
tggcaggecge
tcgggatggg
cgcgtegtec
gcagcacagce
gcgggcteag
cgagcgagga
ctgtacgtac
tettttttte
taggactact
ggaggagtac
cctaattccc
taataattta
ggceggtgece
gatgccggat
aaacatcatc
gagggactgg
ccegttgage
gcggccgggce
acccaaagcg
gcgtcacegt
cgggctcetee
ccgectcegac

gctectgetea

gtttggtttce
caaactaaaa
aaaatgaatg
gaacctcaaa
tcaatcettt
ggtgtctgaa
gcegttgece
tacaggagta
cgctgettgt
atcagcggaa
atcgagccgce
acacatcagc
taccaaccca
gtgtacctgt
tatgatctet
cctccacctg
cacctcgtct
gcacacgcag
ggagctgcct
ggcgaaacac
gtteggacce
caagggcagg
ttcatgtctg
gactggcagg
catgcatgca
acgtcacggc
atccaccccce
agccaggtgce
cacttctecce
ctcgagtcca

tcecgecacgge

tagtgactaa
tgaagttttg
gatgaaaaat
tctecttega
taattcacaa
accgggagaa
caactggcga
ctgtegggtt
ctgcggttte
catgcgagag
ctatcattag
attgcttcce
gctgaaacta
agttaacgag
cacgtgctct
ctetggtett
cgtcatgcett
catggactgce
gtgccttgga
gggaacgggt
cagttattga
ttcacctcat
gccgcccgeg
gccggctaat
gcagagcagce
ccggtececg
gatgcatccce
cgeccecegteg
ccacatgcac
ccactgactc

cagacagccg

ES 2750530 T3

tttagtctcet
ttttttttat
tagttcctac
gactggagga
gggggtgcgg
aagctttgac
ctggcgagece
ggtaccaata
tatgtgccga
cgagcctgcea
ttggttccac
agttcccaat
cgagagatgce
gattttattt
ggtcttatca
atcgectggea
atctacttca
ctggagcggg
cgcccatctce
cgtgaggaaa
tgagcecgagt
cttagcgcat
cagcggtcece
ggccgacgtg
gcgggceggec
actgctctgg
ttttctectee
ccececgeccce
ttgectgecage
caccacctcce

caagtttgta

ctattttatt
ataggataat
caaccaaaca
gatgaaggta
gtacggaaat
cagggtggac
accattgcge
cgtggettgg
tgccatecgea
ctgcactgca
tgtctcgeeg
gceceegtegt
gctgtgggcea
tactagtgcecg
ctcgettgat
cgtgctttta
gagcgtcacg
gtgtggtgca
tggtttcgecg
agcctgacat
caccgacctg
gcaagcgtcg
agtgceggeg
cagtcgecte
ggtcctgeca
ctccatcgece
ctgtcagcetg
cgatctatat
agccgtagga
ccctgttttt

caaaaaagca

19

caattttgtt
ttagagacta
ccccttaaga
aaaataaact
gtttactact
ctgtttatgg
ggacccgaga
gcaaaaagtc
ccggaccgga
tggcecgegac
ccgaagcaag
cctagccgag
ggacagtggt
tacgtacgta
tatactatga
cacggccact
gacacagcaa
ctaacgcceg
gggagaataa
gctgcattac
ccaagaaaag
tcecctaacca
tggttaacgg
gtatgcgttt
ccggtggatce
gccaccatge
ggcccatctc
atgctgeccca
cacacgcaca
tttcgaccte

ggctccatgg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



cgatggecte
cgctgetegg
tggccaccgt
cgaacggccg
tcggecageat
gcgcecgecagyg
tecgtgtegte
gcecctgtgaa
acggcgagta
gggtcgecte
ccgccgaaca
tcaacaacat
ccgecggaggce
tcaactggtc
gceggtgege
accggcgecg
tcctetecct
taaagttcaa
ctgcgcatac
aaaaaaagaa
ttgcaggaga
gcggagetgg
gtcggtgecg
gttgtgaagg
gccaccgecg
gtgaatatgt
ccggageggt
cgcetggecee
accgtgggec
gcggcggceeg
gtecgecgeag

<210> 4
<211> 2489
<212> ADN

cgeggettge
ctccgacace
ctcggtgget
cggccgecte
cttegegetg
gcccegggec
ctgececeggee
gcggteggece
ctggcgecge
gcacgagccg
gtcggectcet
catgggcagce
cgagcatctc
cgaccacctc
cgcegetegtg
ccgccaaaac
cgagggtgac
atcgatcgcect
ctgtcggttc
caaagctctg
tggtectteeg
tgcgecacce
gaggttgccc
agacgctgcg
acgtgccact
gggccataac
tcctgeccte
cgttcggege
tctgggttge
tttgcctcega

ccatccecceeg

<213> Zea mays

<400> 4

tcatgcacgg
ctgtgecgecee
ctgctggegt
ggcgtcactce
teecgeggge
aaggagctca
acggcacgtg
cgggagctca
ctcecgeegeg
ggacgccaag
ggcgeegteg
gtcttcggea
aagagcatgg
ccetggeteg
ccgegegtee
tecegeegece
gagaagctcg
ttcctagett
tacagttttg
tcgcectgaaaa
cggtacggac
ggcggtgecag
caccgacgcc
cgcccacccg
ctgcaacggce
ccacgatgcce
cgagggcggce
cgggegtege
cegectegtg
cgaggtcctce

caccge

ES 2750530 T3

acggcacgtg
acccggecect
gggccacgtc
ctatcgtggg
tgececgecaceg
tggegttete
aggtgctcege
tgttegegeg
tcgegtecac
gtgacgcgga
ccctececgece
cgcggtacga
tgcgegaggg
cccacctgta
agaccttegt
tcaacgacaa
gcgacgacga
gtttaactgce
tgtcgggctg
aaacatactg
acgacggcgce
gcgagggtge
gacgtggcge
cctggececege
atggtggtcc
gccgtgtggg
gccgacgtgg
gtctgeececeg
cacgeccttee

aagctctccce

gtgggtgtac
cctggetgge
gcecgggeggt
accccgtggt
cgeccectegece
cgteggtgac
gcacccgtca
tgccatceggg
gcacctattc
ggccatgcte
gcacctccag
cgtcacatca
gttcgagcectce
cgacccaagc
ccgtggegte
tgctgacttce
catggtcgece
gcatacttct
tcggttgttc
tacatgcata
ttectgacega
gcgccgaggt
gcatgcegta
tgctgagctg
cggctggcecac
ccgacccgga
acgtccgegg
gcaagaacct
agtgggccect

tggagatgaa

20

gcgcteeegg
ctgatctttce
ccggcgtgga
ctgcecegtgt
gagatggccecce
acgcccgegg
ttcgecgace
ttecgegecea
tceceegegee
cgctecatceg
gccgecgcete
ggcgecggeg
ctecggegect
aacgtcaccc
atcgacgagce
gtcgacgtge
atcctctggg
cagttctcaa
ccggaaggga
taatttgttt
gtggtgcatg
cgacgcggcet
cctgcaggeg
ggctecgectce
cacggcgatg
cgegttecgeg
cgtcgaccte
gggcctcace
gcctgacgge

gacgccgcete

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3926



tatattttat
aagccgagcece
ggtaatcgaa
agctggctaa
tgatggtgca
aaagcatcta
ccgatgatct
aaaattaata
tttaactaat
ctagccaaca
ggtgtttggt
attgccaaat
aaatagagag
gggttgtttg
taaattacta
ctatttttgg
acatgcctte
acgcttcage
tgegtegttg
cgtactactc
tgaaaaaaat
atcaagagcce
tacacttgca
cacctgtcce
tagcaagcceg
ccagtgatct
ggcagagaga
gatgcggaag

gtcgeccceceat

gctctaaatt
tgatttttga
tcgcaccgag
aaatagctag
gctaatagtt
atagttaaac
tagcaactaa
gttagctact
tgttaactag
atttgttage
ttctaggact
acagaaacta
actaaaaaat
gtttcatggg
aatataggaa
taatttaggg
attcggccag
aaagatggac
ctatatttgg
tccagtccat
cgcataccat
aaatacagga
ttggcaccac
cgtatggcag
tacggccage
ccggagggcg
ggcatctgeg
gggtccagge

gtgaagtccce

agattttttg
gcttgcaata
tcgatccage
gtttagttag
agttatacta
tattagctaa
atattaactc
aaaattagct
tttacggcta
cgacaaacta
aatttttagt
atattttcat
agtctataga
actaaacttt
ataaaaggga
actaaaaaag
acaactataa
aaacaaaaac
atagctcettt
tcctecaatte
aaatagaaag
aattaaagct
gaagcatggg
tatccatcca
ccttettact
gggggcacac
cgtacgaacc
ggttgtctce

tgtacaggct

ES 2750530 T3

tgacggctca
cgaccgagtc
cctagtttaa
gttgaaccag
ttagctagag
gctatttaga
tagtttatte
aggcaaattc
actattagtt
ttagctatag
ctattecgttt
atttattaat
aaccaaacag
agtctctcce
atagatcaga
agagactaaa
atggaaatac
cctgeecettg
gtctctgtta
agacattcgt
cacccataat
ctctctaget
aagaggaaga
accctaccca
ggtccgtgaa
accagagcag
taccagctct
gagccgcgag

ctgcttgeeg

cgagtcggcet
gagccgagcc
atgcactgga
ctaataaact
tgttgggatg
tttettagtt
aagcggggcce
taaacatccce
agtttattag
agaaaccaga
tattctattt
ctagagatta
ccecttacat
ttttagtcta
tttcctcect
gtttagtctc
aaaaagtact
ttatatttgg
ccaaatttgg
tgcgtcagta
aacattcata
agctagtacc
atccaaccga
cctaccccta
gcaatcagta
cggtgttggg
cgacaggttg
cggtaggcag

tgccccagea

21

tgcgagccect
tggctcacta
gctaatagtt
aataaatagt
tcteccageta
tagatatctt
taaaacctct
tagttaatac
atggctcaac
ggtcttatgg
tattgactaa
aaatagaata
gttgaatcag
ttttagtcca
atctttagtc
atggaaccaa
gaacacaaga
gcagatagga
cccaggccaa
cgagaaacag
cagcatcaac
acagctactg
acagagagca
ctgtcctaca
ctggtggect
gccggtctat
cgggtgacta
ccttettgta

gctgcggecaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



10

tggcgegatce
caggctgttg
ttatcgcacg
atcgcectgtce
ccttggecagg
cgggttatat
aggcacgggc
gttggagcge
gcacgagtcce
ctggtegcete
cccecteegee
gttcacecgeg

gggcgcaata

<210>5
<211> 2507
<212> ADN

cgctgegecg
gccaccacce
cacgagacgt
gtgtcgtctce
tacgtacgga
tatacctgca
acccagecgcec
agcacggaca
ggcaggcgcet
gcegegteceg
accgcectcca
tcectgeacyg

atggcttege

<213> Zea mays

<400> 5

aaaaaagata
gtaattaata
agttcgtggt
attgcgcaaa
ttgatgccac
gtagtagcta
acagctccge
caaaagaaca
aaacattttg
gcctaacagt
cagatgagat
gagttggctg
gtagttagaa
gcatgtcaat

accaccaatt

gtttattcaa
tgctagettt
agaattagta
tgcataacta
aatatgcagg
gtttctaaag
agaatggtct
ttcgaaagge
cttgtgatag
tectttttttt
atctttaaca
agagcaaata
gaccatctcg
cagtctcaca

gatgcggcta

gcgeeggtece
ggtgecegecac
acaaacccgg
ggcgceggeceg
tgatatgegt
gcgagtegece
cgtcgtegee
ccagctgegg
gcagcagcgg
ccaccatgece
gcaccgacgt
ccggaccgga

tgacactgce

gattcttact
tatccatgac
ccectttgetg
catggtttte
gcaatgatat
caaaagaaaa
tggacgattt
ttgcaatcgg
ggaagccctt
gtgaccgagt
caccacacag
aaatgaaagg
gtgtcaggtc
tatctgeggt

gcaacagaac

ES 2750530 T3

cgcgaagtag
acttttcage
tcaattatat
gcgacccatg
atgtgecgege
gacgatgacg
gtggagcgee
gtcecgtgtge
gcacgcaggg
gctcagegeg
cgccaggccce

cctacccate

cataattttt
tatgatagct
tcatagtcag
aagacaataa
gttagttcca
ggcacaaact
tctgatgaaa
ctgctatcat
gtccatgcat
aaattcttaa
gccacaggca
gacaagaaaa
cctctccaac
gcagtggtct

ccatggctat

atcatggaca
ctcccatteg
tcattgectg
catgccatga
gcccgcaatg
aagaaggcgt
agctgcaggce
tcgeccgaage
tagtggttga
tceccteggeg
ctcacggagg

gttagaaacg

caactttact
ttagggggat
gaaggccccce
ttatcgcaat
acaattcaag
gatgggacat
gtttggtata
tttgcattga
gctgggaaaa
taacaattga
tgcagtggcce
ccctectete
aaactatata
tcaattaatg

tggatagctc

22

ccecgeggett
tcaggaccta
ctgcatctge
gcaaaccacg
taacgtgcta
cgcggtceggg
cgggegtgece
cggtgacgcece
tcecggaacac
ccacgccgag
ccacgtactg

cacgcgegtg

agtttttcta
gttcctgtac
catcaaataa
aatggcacaa
agcatacatg
aagaaacttg
attgccttge
aaaatggctt
acattgaaat
ctgaacataa
taattcaata
tcgctctaag
tgtgtatttt
gccgtacccea

ttacagcttt

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2489

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

ttttcagecca
atgtacatca
gaatcattaa
agtaggaggt
gaacaaaaac
cacacacaca
aaataaaatg
gcaattgaaa
ccecggaggag
gggtctatcce
cccgcetggaa
gtgactggat
tcaatgctge
ttctcatctt
tggtcttegt
ttttttttte
gcagctcgceca
atccttcage
ccctecacca
tttcaggatc
ggagcactca
ggtgcttcetg
gttctttgte
attaggtaaa
acaaccaggt
tttttggaca

cttgttagtt

<210>6
<211> 2404
<212> ADN

agtacactaa
catacatgaa
tatattgcca
tgttcattge
agaaatggca
ggtataggta
ctcecccaggg
aggaggcaca
ggaggtggga
atggagcagt
aatcggtgac
tctgcttetg
agcttttgag
tcttetgtet
gataaatcca
cttcactgtt
tgtgagatcc
aggctcatcg
tgcgccatte
gtggcaggca
gacccgcaga
aacagcgacg
aatgttggtg
tgagaattgc
taattagcaa
gcatatgcac

gttaccacat

<213> Zea mays

<400> 6

gttccataca
cttcgaaatg
gtgttccaat
cttgatcaca
tcagaatctt
acagcaagta
ccccctaaag
catgcaacgg
gtggcagcag
ggaaagagca
accaagctat
ctgcatagcecce
ttatgctgeca
ccttttttte
ttcttttgat
gctgcagcaa
tggacctgcet
ctgacacaga
acaagcttga
atggcgcgaa
tccttagett
gcagagaggt
atctcctcca
ttctatatat
ttgctccettt
caagtacatc

ctgaatctaa
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gaaaacgatg
aactcccttt
actcataatg
ttaatataat
tgcagtagce
gggtccacag
agcatatcca
gtcctcttta
gggcagtgat
tgcccaatce
ccatgcatge
cagcagatgc
tattcatata
tctgtcatgg
ccaattggte
tgtggtgaac
cggagagggg
cagcgactca
ccacgacagt
ccagtcggca
gctccgatca
gtgggttcag
ggtaaaataa
gagctaccaa
ttttgtgaaa
gtaccaactg

caacattaat

tttttagatg
gttctectgte
tagcaccaaa
tgtaaaatgce
attttgccat
aagtacaaaa
tgctatccat
tggcaagatg
gagtgattcc
tgtcgagaga
atcacaagaa
atcaagcagc
tacgtcaatc
gctcatggca
ttctcacatg
gagtatgtgg
ctagggctca
ctcctgegga
cagtgcagga
ggtgcacgga
aacgatgttg
gtgccageceg
acaggcactg
cgactgtgtc
agatgggtca
acaaggattt

ccattce

gccacacagg
aactagtcat
ctaattaaga
ttggcaacaa
ggaacacaca
gcttgatagg
ataaagccaa
aatgagatgt
aaacactgat
aacccatttg
cctatagcat
taccgtecttt
agtcaaaacc
cacatccaac
ctgatgcettt
gagcgatgag
aggaccccag
taaaccacta
tgaagaacag
tcggattcgg
acggccttca
atccatcagce
cggctagtag
ttctaaacag
gcactgatgt

ctgtttttgt

aaccaccaag actttgttga tgaactcaga aatgttaggt tcacagtgag tactgatgga

23

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2507

60



atgaatctat
tacaaccttce
tttggaccta
ataaaaatat
atgttgaggg
agccagttta
ctttctgeat
aggtatcgca
gctccatcgg
gttttcagaa
gctacattca
gtgcggcaca
accttgctag
aatttagata
cagcagcaag
atttgaaaga
taacagtcac
ttgccatcag
ttttcaacag
tcacagtggg
tgttgcacct
atgaaatgta
ctcgtectga
gtccattctg
tcacgacacg
ccggattaca
gagtcattta
gattgggtaa
ccacatggag
caggtcacga

atgatttaga

ttgctgagaa
ctccatgatt
cataaccttg
tgtaggaaac
caattctttt
agggaaaggt
ctaagaagat
tgcaaaagat
gtaacaataa
agaagacaaa
ataagaagtc
cgatcgatgg
acataaaggg
taaaaaagaa
ctacaatctc
cccatccaga
caactacaac
ggcaatgaat
gattccacaa
gacaatatca
tgtggtgcac
gacgtatgag
ggcatcaatg
caatagtatc
agggtaaact
atacagtact
tgcaacaaca
tgaatcaaca
aaacaataga
catggcaaac

tttgttagaa

gagcagcaag
gatgtagaaa
agttgacata
atgtgttcaa
tgttatgate
tggttccaca
aatgtacatg
ggataagtac
aggtcaaaga
agacagaaac
tattttctte
tatgcatgtt
caaaataaaa
cttgatcctg
aatgtacatg
ttttgctcta
tcacatgatt
cctttgttet
aagataattg
cagttttaga
ttggtgeccac
cgtttcatgt
atagaggggt
ctaaaagatc
gtatggaagt
tgaggcacat
catcagtgag
caagcagtgg
agaacaaacc
ccatgtcatt

gctgeccecatac
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catagcacat
cgaaagtata
gatgtatttt
atgttggatg
aacgattacce
gtatgcattg
aggcacatac
ttcgacaata
gtttttaaaa
aaaaggaagg
gactatttgce
cagaagaacg
aaagggctca
tttttcaaga
agaaacatgc
gcatacggag
gtcatgtcat
taaagatgga
atcgtgatgg
tgtgttttte
agatggaggce
taataatgaa
actgtaccga
aggttgcaaa
gggtggatga
cacaacatca
cttcgegage
ttcaacacat
atcaaggagt
agtggattca

aagacttaag

gaccggtgat
ttttgttaac
tggagccctt
agtatcgtaa
cttetttett
atggaactgce
gctttttatt
atgatgaatt
tagtcacgaa
atgccaaacc
cttactagaa
tgtttgaaaa
attcacgcat
aaatgggaag
gatgtgtgtt
tattgtatca
gctgactaca
aatcatacgg
gttgacatct
tccatcattce
actgggtccece
tggctatgta
agaggccatt
atgcaataag
gacataaatc
tacatcagct
aaaatcatag
gactaatggt
tgacatctag
catttcgcat

gaaataatga

24

cctcaccatc
catccttatt
aatggaggat
agattcattc
cacattatca
ttacgtgtcec
ggaatgacat
gcattccact
tatcaaattt
agctccgggg
agagttagat
cataattggce
ggacttgata
tactatctca
tggctcaaga
atgaaagacc
ttcctgecta
ttgtgctact
cttcaggaat
tttgatatta
atatacttge
tcagctegtg
gagtccagag
tttgecteeg
tttcatccca
agcgataatg
gcataaggat
gaaaaacatt
accttcacat
caaaattgag

taaaataagt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

ctcgtgccaa
accttatcat
cttggtttat
taaccctgece
tgtcactaac
acagtatata
tctectetget
ctacaaagac

cagc

<210>7
<211> 2500
<212> ADN

tcttatattt
ctatcttatc
aagtttttag
atgttttata
acgtataagg
cacacatcat
acattgcacc

gacaacacag

<213> Zea mays

<400>7
gatgatgagce
ggttgggtga
ggaggagggg
ggcggeggtt
cggttttggg
ggatgcgaca
gcacacgcgg
acccgcectgt
ccecettgeaa
tccececgatca
gcagetggge
tttgectttte
atattttaaa
atctttagac
ataaaatctt
aattaaacac
attattttaa
gaagaagaga

cttaagggta

aggggcgtcg
gctcggagge
agtgtagagg
acctccttca
tgtagggaac
ggtgagccag
gacgcgegeg
aagggctgat
ttcaattttg
ccaaatcaga
ccttggtggg
tcttttttga
cattataata
caaagtctaa
caacaatgat
tttgttcaaa
ttgaaggatt
atgaatgaga

gggtgtaaac

tatagtttac
ttgatttage
aatatgctaa
tgttgtgget
acaccgctac
cccactectt
gcatecgtcta

cgegegegeg

gcgtggtaag
aagggaaccg
ttgtcggggg
atggagagat
cgagtggtcg
cgcggtcecgag
cgtcecgecacg
ttggtgatta
aataacaaga
cctaagtgag
ccgaattcag
ataggttatc
aatctaataa
tatatttaaa
ttgcaaacaa
ttttaatata
taaggtgtta
aagccttgag

gaatccgata
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agtgaagttg
acctacttta
aacttacttg
tataagaaat
tctceectca
atcgctatat
agctcgectg

ccaagctgag

ctctecgegag
cctccatggg
gagagggaga
gaggagagtg
gatgaggagg
catggatgcc
gtgtgggaag
gggatcccga
ggatttttet
aaagggaggg
cggacgatta
cattaaaaat
taatatttat
atttggattt
aattcatgce
ctctctacta
cactcaagag
aaaggctaaa

cggatggata

tagttggtgt
gtagttagaa
gtttataagt
aaaagatctg
gctggctcece
atagcagtgt
ccctttacag

ctcagctegt

agagagagaa
ggcgcaacta
gccggtegac
ggagtgaatg
cgagggaggg
gatgaggccg
gggaaggacc
ggggatccat
ccccatgaat
gaaatgagag
gggtttcaat
ataaataatt
aattaaaata
cgcataaacg
ccatgaatga
agtttaacaa
gctcaacggg
gttacaaccg

ttactecctte

25

atatctcagc
tgtgctaaaa
tatatgtatc
ttcaaaaagg
agcccactat
tgtgtgtcca
cagcttacta

cacgacacgc

tagggcatgt
gaatttatac
agccattaat
gagagggtgt
ggcgagaaag
ggcggcaagg
gcaaagacgg
ggggagaaat
catctecggga
gaagagaggc
tttttttett
atatttttaa
ccaaatattt
aagactataa
atgaatatga
ctactaatac
aaaggcacgg
gtattaaaga

tatatttatt

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2404

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



10

ttcatatttt
atttgaatga
acagatttaa
agacgaattg
agctagaact
agtgtcggtt
taaggaacgt
aaatggaaat
tttctettte
actggcatca
aatgaactta
actgaatgga
gtgtgctgtt
tctaatccte
caagagctgg
aaaggttgtc
ccaacacagg
atcggccgece
aggacaccag
ccceccaccegt
ggccggeegyg
gcgctccaca

tctageccatg

<210>8
<211> 2494
<212> ADN

ctctttagat
atatcgatat
tctgaaactg
aaattaaata
gaaagttctg
cgtacgaaca
ctttaatcaa
gtcgatgcac
tgggcggtge
tctgecgata
actaaacaaa
acgcttttge
ccactgctca
taaccatcta
tattattcta
accaggcccc
cccagcaaat
agctgcetteg
gtcaaaacca
gtaccattta
cggcatcatc
agtacgcaac

gtagecgeegt

<213> Zea mays

<400> 8

cttccatcca
gggccatgee
tcecctacgat
agccttttta

ggatttattce

cggcgacgcet
ctggtagceg
cccctactat
cattatatat

catactacat

tcgaaacaaa
ttcaaatatc
agtacctaga
cgaatgtata
ggatggaacc
aggcttcaga
tgctaattat
gctacggegg
acgttcctga
caagacatgce
gacgactaaa
acccteceggg
attggacgat
taattacttt
accatctagt
tcatcaacat
aaaattacat
ttgaatcatc
gaacaaactg
tacgtgeget
atcctcactg
acggtacacg

cggcggcegge

ctgcccecge
cgcctaggeg
ctctacaatg
ttagcatgeg

ccctatctat

ES 2750530 T3

tttggatatt
caactttaag
ctcggataca
atatcagtac
aaagttacaa
agaaaaaaaa
ttaaccgtat
ccagcacatt
tgctccaacg
atgcatggtce
ctaattcagg
agcatcggat
gacgacgatc
ttatctttaa
atttaaaatg
gacaaccaca
cgeggectge
cgtagcaaat
tcagcattcce
gcececgegget
ccactctaaa
tgcaatcata

aggccgggac

acctcacgcece
agctgtgcecct
gacgtgttct
taagataaaa

ctatgaagac

atcaagttgt
aaaacggata
gatcggttet
catttatatt
agaggcattt
acctttaata
gtagtaacag
caggcaagaa
gtgagtttte
gatgaaccag
acggcaatgce
cctetgtgee
tagcgegete
ctattaaata
cacatcacca
gaagatctgc
aattccaaga
actactaata
aagcggaatc
gccacaccca
actctctctce

ttcataccac

gctcacaacc
gaatacccgt
ctttgtgcat
ttagtataag

aaaaaagaat

26

gtcgaataag
tggataaaga
catctctcett
cctactagta
tagacttttt
tctgttettt
gtaggtgatg
gcagacaatg
cgttttggge
gtgctgtcag
atcgagctgt
acactatgct
gctgetttec
tattagatgt
ggtggggcgg
tctcecegtac
aaagggaggg
actcgaggcc
ttcaactcca
caccccgace
gcgegegege

gcaataatca

atgtcaagac
agaattttag
tgataaaact
ctatttttte

ttgattaaaa

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2500

60

120

240

300



tgcattccca
gcgagtacta
tttagataga
aaacgccccg
gccatgeect
ggatagtcca
ctagagttta
tacttaataa
atatgactta
gtaacttgac
aattttgacc
aaggaaatca
gtgctctceat
tttagtaagt
tcggectaat
aatagaaggt
ttagttgttg
aatggttgct
cggcccecate
ggtgcagatc
ttatttagat
aacttttttt
gagaggcaca
tceggaccetg
atttagcgag
gcegttegga
ggataccgga
ctaaccaaac
ctgggacgag
atgcgttecc
gegteeggac

caaagcgatg

gtcttccata
aaaattggcc
ceggteattt
gcagctgegt
ggtacggtgg
aatccggatt
gaaatccaat
ttacatatge
caaaaaaaaa
tatctgtaat
atattactga
aaactagatg
atacagagga
ttcctactta
tagctttgaa
ggacttgtcet
acatgatgtg
ccagcgtcca
agccatcaag
caatctacgt
tagaagagat
ttgtatgctc
acacatgatg
cettegacge
acacgggaac
ccccaggceat
tcaagggcag
atcatcttca
ggccggggcg
cgttgagecca
acgtcacgge

caccecggec

tattgtgteg
gaaccatcca
cecccgattte
taggtcacge
ccgtgectag
agatggaccg
aacataacat
aatagatcta
tactagaatc
acttttatgg
tttttatagce
caatcaccct
gatgattttt
aaccccgatt
actcggtttg
gccatgegag
cttctatgtt
gcgtcccgag
cgaaacaggc
tttgttegat
ttttgtttte
aactgagcgc
acatgaccge
cgatctetgg
gggtcgtgag
ggcagttatt
gtccatctea
ctgectcact
ccgtgggaca
tgcatgcagce
ccggecccgg

ctgatgcatc
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cttgatceccet
aaatatatat
tagagtttag
cgctcacaac
gcaagctgtg
gccaagtttt
atcaagttca
ctattattat
ataagattta
tgtgataact
gacacattgt
tttgggctaa
atcctagttg
aaaaataaac
gccgaatttt
accgtgtgac
cggacacttt
cacaggccgt
cgttettgee
tcagatgtgt
tgttttcaat
atataccgta
ctttetttee
tectcagtgge
gaaaaaaagc
gatgagccga
tecttagetat
cttatctgaa
cggctattgg
gcggecggec
actgeectgg

attttettet

aaactctcaa
gagcatctac
aaattcaata
catgaaccat
cctgaatacce
agtgtccatt
aggaccacaa
aactatcaac
tttacaagtt
tggtacccct
aaaatagcaa
atgcaacaat
gaaacaactt
caattcggaa
tgtagtgtag
tgactttaac
ttgagtgtca
tcttgcccaa
caacctggtg
attaaategt
agttttagcg
gggaccgatg
gacgacacag
tcacggcaac
ctggcagcat
gtcaccgacce
agctcagtca
cagtgaccag
ccgacgtgcea
ggtcctgeca
ctcecategge

ccctgtcaga

27

aaccataaaa
gtcggtggaa
acataaccgt
gtcaagacgg
cgtggaattt
tttctgattt
aatatatttt
atgagaattc
gtacctcatg
atagacaatg
gcaagatctc
aatggatgta
tagaaaaaca
tctacgaaaa
ccggectgac
gactcaatgt
gccgageggyg
cctggtgege
cggcagctgt
gatgtaacca
acttatgaga
gacccggccg
ccgectaate
agggagaata
catggccggt
tgccaagaaa
gacgtegtee
ccggetggga
atcgeeggge
ccggtggate
accatgcacce

tgggaccceca

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



10

tccecggeacg
gccccecgget
ccccccacat
actcccacct
cgcgtgeccg

<210>9
<211> 2046
<212> ADN

gcagccagcec
agacctcagg
gcacttgctg
ccecetgttet

ccgtacagta

<213> Zea mays

<400>9

gaggattgca
cattatattt
gccgtacage
agaatattat
tgactaattt
agttttgttt
gaaaaattag
ccttecgagac
ttcacaaggg
gggagaaaag
ctggcgactg
tegggttggt
cggtttctat
gcgagagcga
tcattagttg
gcttceccagt
gaaactacga
taacgaggat
gtgctctggt
tggtcttate
catgcttatc
ggactgcctg

ccttggacge

gctcctggat
ctggcaggtg
tgcgtcageca
agaagtagta
agtctctcta
tttttatata
ttcctaccaa
tggaggagat
ggtgcgggta
ctttgaccag
gcgagccace
accaatacgt
gtgcecgatge
gcctgcactg
gttccactgt
tcccaatgece
gagatgecgcet
tttattttac
cttatcactc
gctggcacgt
tacttcagag
gagcggggtg

ccatctctgg

agccagccag
ctgatctata
caggagcagc
caccgtgett

caggccagac

catatcagaa
cgcaatacaa
aatgccaact
gaagttggceg
ttttattcaa
ggataattta
ccaaacaccc
gaaggtaaaa
cggaaatgtt
ggtggacctg
attgcgcgga
ggcttgggca
catcgcaccg
cactgcatgg
ctegecgecg
ccgtegtect
gtgggcagga
tagtgcgtac
gcttgattat
gcttttacac
cgtcacggac
tggtgcacta

tttecgegggg
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gtcaggtgca
tatacaccce
cgtagtacac
gccctgttte

agcce

tgtctgtege
tatggcatgg
tgtgtggtac
cgtatggatt
ttttgttecect
gagactaaaa
cttaagagct
ataaactaat
tactactata
tttatgggat
cccgagatta
aaaagtctgg
gaccggatcg
ccgcgaccgce
aagcaaggca
agccgaggceg
cagtggtcga
gtacgtactg
actatgatct
ggccacttag
acagcaagga
acgcccgcect

agaataataa

gtceccttece
cacgagctct
acgcacaccg

gacctctgee

tcgeccaccee
ggggcacgta
agctataatc
aaggaaggtt
aaattatcaa
tagaataaaa
acttcgagaa
tttcecttea
ctggaaaggt
cgaagcggcec
actatactac
caggcgcege
ggatgggatc
gtcgtccatce
gcacagcaca
ggctcagtac
gcgaggagtg
tacgtactat
ttttttccet
gactactcac
ggagtacgca
aattcccgga

taatttaggce

28

ttctegette
cccacttcte
cctecgacteg

catccgegcet

gggcgcactg

gtacggtact
tatagaaaaa
tggtttctag
actaaaatga
atgaatggat
cctcaaatct
atccttttaa
gtctgaaacc
gttgccccaa
aggagtactg
tgcttgtcetg
agcggaacat
gagccgccta
catcagcatt
caacccagct
tacctgtagt
gatctctcac
ccacctgctc
ctcegtectegt
cacgcagcat
gctgeectgtg

gaaacacggg

2280

2340

2400

2460

2494

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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aacgggtcgt
ttattgatga
acctcatctt
gccegegeag
ggctaatggce
gagcagcgceg
gtccccgact
gcatcccettt
ccegtegece
catgcacttg
ctgactccac

acagcc

<210> 10
<211> 2120
<212> ADN

gaggaaaagc
gccgagtcac
agcgcatgca
cggtceccagt
cgacgtgcag
ggcggecggt
gctctggetce
tctectecectg
cgccecccga
ctgcagcagce

cacctcceccecce

<213> Zea mays

<400> 10

gacgaaactt
aacgaccatc
gtaggatgaa
agatgcactg
tctctgaatt
agctataaaa
acaaaaaatt
catgcttaca
atcactaaac
ctttcgacga
cggtgactca
aggacggtgt
ctcgcagcca
tgacaatgcce
ccacatttge

tggcggegat

acctctactg
atatgtacaa
aaatgtcata
gaacatactt
ggcatatcta
ttactctaac
gagtgtacaa
taactatttc
caaatcacag
ttcaagcctt
ggaaagctcc
ccaaatcgtc
cactgacgcce
ggtaatggta
gatgaggagg

cttgggceggyg

ctgacatgct
cgacctgeca
agcgtcgtcece
gcecggcegtgg
tcgectegta
cctgeccaceg
catcgcegece
tcagctggge
tctatatatg
cgtaggacac

tgtttttttt

ctcttttcac
cacaaaaagg
attgtgaata
ccctecagtce
taaagctcca
tgaacactca
caacaaatgt
acagctcttg
atctaggcat
cttctacggt
tccategetg
catgccccecg
ggacaccaag
gaggaagagc
gggcgagatc

agggeccggyg

ES 2750530 T3

gcattacggc
agaaaaggat
ctaaccaaaa
ttaacgggag
tgcgtttecce
gtggatcgceg
accatgcacc
ccatctegeg
ctgceccacgg
acgcacaccg

cgacctcget

gagcatggtc
ctatcacatc
aataagatac
aacaaactct
tctaactaaa
acgtctaaaa
atcggccaga
taagcaatga
tttaggaaaa
tggactgcag
gtgccaacct
cgtgccgaga
taactgcctce
aacgactgga
gagatgggat

taacgcgega

cggtgecegtt
gccggatcaa
catcatcttc
ggactgggac
gttgagccat
gccgggeacyg
caaagcgatc
tcacecgtage
gctcteccac
cctcgaccete

ctgctcatcce

cctttcagtt
ctaaaacata
ttgaaacatg
tttttgtaaa
ttggaatatc
cagactccat
tagaaaacat
catagggcga
tacatgaaaa
cctccacceg
tctatcgaac
ctgttggagce
ctccttgete
tatgaggagt
taaagggagg

gcggggcagg

29

cggaccccag
gggcaggtte
atgtctggcce
tggcagggce
gcatgcagca
tcacggececeg
cacccccgat
caggtgccge
ttctceeccca
gagtccacca

gcacggccag

ttectcectee
catggtatta
atcgaagcga
tgaagatcca
tagtctagaa
cagactgcac
gattgaattt
aatcatgcaa
gcagagctac
ccaacaacga
gaccggatct
taccccttee
accagttcac
gccactcaca
gggcggacct

gggagacgac

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2046

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

ggtcgtctca
gtgcgteget
caccgecaca
ttccegtect
ggctcctggg
gggttggggg
cacgcagggyg
ggccggeggg
gggaggcggg
caaagcaccg
tggaggtcge
tgaacagcac
tcgggacacg
accacccacg
gggggataaa
ggggacgacg
tcgecegegtg
gaagccttct
cacgagctcc

cttggcaata

<210> 11
<211> 2467
<212> ADN

acgatgtgga
ttecctectee
ccagcgggga
cgatattttt
ctatccgeca
agcgggcatc
aggaaggcga
gattgcggcg
ggcagtctac
cacgcacact
ctegtcattg
ccggacgcett
tcggecgatat
aatcaagctc
aagttcagaa
atgaacagcet
gggcccegge
tcgttcegeca
gggcactcct

tatatatata

<213> Zea mays

<400> 11

aacctgacat
tatgatccag
ctagatgagg
gcaacatgtc
ccttatgagt
cagagacaat
cttgttggag

tcactccatt

ctgctcaaaa
aaaaacaacg
aaccacaccce
cgcaactata
agaaaagaaa
tgactaaacc
gaagggccat

cattttttte

ggatggacgc
aggcctccac
gggggaaggc
cagtggttgt
gcggegtegt
gcgagegggg
caatgtcggg
cggggatcge
agtagggtct
gctcgectat
tacccttgea
atcgccccge
ctcececcececeg
ggatctgeeg
acacgcgcga
cgtaactaac
gccecegteeg
ccacatgcac

ccacctgtte

gcggtcagga
gtatcatcecg
gtgaattggt
ttaaagagaa
gggccaattt
caatcacacc
tttaccttat

ctatgaagtt

ES 2750530 T3

ggtgtctgtce
cctegetcete
gagacgcgge
aagagccgca
cgtgtaggtt
cggacgcgac
atggcgggceg
ggagggcgca
taatagttag
tcaaaaagct
ggaatcegte
cctcecgaccece
gggggecgtg
cgctecgacce
tgcagaaata
gttgtteget
tcctecteee
tcgagctcga

cgettgttge

gaagtttcac
cataccggag
tatttacctt
tcggagagag
catcattaac
atttctgcga
cataagcttt

catgtagatg

ggagcaggtt
gctcgectceat
gggctagggt
gcgggggtgg
tttaggtgtg
gtcgggagga
gggattgcge
tgggcgggcg
tagagattag
ctctcatgat
aacagaaaca
cactgcaccg
cgtagggcge
aaatcaaaag
cagacaaaga
ceccteceeege
cctatataaa
gctccagtca

cgtacattgce

atttcgtget
gatagaaagg
tgctcttaaa
aggatcacct
tttaacccce
gaaaccttte
ttcaaaatcc

gaatcaaatc

30

gggggagtgg
cgctegtegt
ggcctagggt
cggcggggat
tgtcggagca
cggggcgcgyg
ggatcgcgge
ggcgggegte
agtgcgggcec
cccacactga
ttatctgaga
gcggatcgeg
cgctactgcce
gcceggecga
aaggtgggac
tegtttegta
tacgcgccat
ccagcggtga

tctgecttett

tgatccaagt
ccaccatcca
aatagaattg
tgacggagac
acatgtcctce
attcgcatag
aactttagaa

tctgacactg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

13980

2040

2100

2120

60

120

240

300

360

420

480



aatcaagtat
caagaacata
tcagcccecetg
gcgaggccgg
ggtatggcgt
caaaatattt
gtgtactagce
gtctagetce
caagccggga
ttgtttetgt
tcttttatat
gtagagtaga
agtaagctaa
atgagcatat
ttagcgaaga
gtccggtegt
gtatacgact
caaaccactg
gttgggcttg
cactggtaga
acgtggttaa
taataaacct
agaatgtgce
gtagcaactg
ggcgcaccegt
tcaggcacge
cgtactaaac
caagtgtcgg
cgggagagat
gcgtgeccaa

tgcagccagce

tttaatttac
ctctgggcaa
aagacaagga
cgatgacgga
gtattatata
catgctcegtt
tagttgatga
tcaagccacce
cggcatggec
ggctcteteg
ataatacagg
ccctaatata
tatggtggac
ggtacacata
gatcgagaaa
tegttettet
tcctgtegtg
gtaaatgaga
ggtggctttg
cgagaagcga
aaccggtgcet
cgatcgaccg
acagacgaga
tggggegege
cgggggtgtc
tatattattt
tctagactgt
cctgegecgg
tecggeeggac
gctgegtgeg

ccaagccacc

taacaccatt
gagttttttt
gcagtatata
ggatggattce
tatattetgg
aaagagaaac
cgaacctgca
atgccceccac
ccttgtctac
gattaagcag
ttgcgacaac
gcagtgcaat
ccccacaaac
ctagatatta
ggtataagtt
ttagttaacg
ttgaacttga
agtgagattg
gattggtttc
aagaggaaaa
ttaaaagagt
accaatcgga
cgacaggacce
ccgtttgect
tgacaacgct
atcatggtcg
ccacatcgcet
cgcgectega
cegtgeactg
tgtacgggta

gcgtcgatgg

ES 2750530 T3

ccctatatge
ttttcttceca
tatcgaataa
gtaatcgtca
agaaagagga
agtgccatgce
gttgcaatgce
ctagccatgg
tcagggcacc
cttcaaacac
acacaatcat
gattgagcca
atactcacga
aacagacaag
gaaaaggagt
ttgtggtact
gtggttttte
agagagagga
tcagagtcca
aaaaacagat
agatatatat
atgcatcccet
atgacatcac
ccgatcaggg
gtacaaccge
taccgeacte
ggcctggtca
ctaaccacca
tagaagccat
cgatggtgca

ccactgctat

tcggcagttt
aaaacaaaaa
tcgtgtgcaa
tatacgcagg
gcagccaact
atgcgcecggeg
aaccaccacc
tgccccaaaa
gttatattat
aacattcccc
atttaatagt
cacacgacag
taaacaaatt
aacaaatatc
ataacccttt
atatatgaga
atggtccttce
acatatctac
actgtgatgg
gttgcaaaaa
ttaaatttaa
actcceggttt
agcagggttt
cggccatcat
acccttaget
tctagtetcet
aaacacgcgce
tcagtagcgg
gcccacgagce
ggcatgcceg

atatatgcag

31

gtccattaat
aaaaacaaca
acaggatgac
ccgaaccaac
tttaagttca
ttgtgtgect
aaatcaacta
ggagcagcat
acgtatagcet
cttetttgtt
attggtttgg
acgagggtct
taatatcaaa
ctactttatc
tttatagctc
gcgctacgtt
tgtatggtaa
gcectattat
gttaacaaac
aaaaatctgt
attaaataaa
acgagcggeg
ggcaactgcet
ctgctgcectgg
tccagagaat
acaccggtcee
gcgeegegte
ctaattaacg
gtacgtgegt
agcgagaacg

cacgcggteg

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

ES 2750530 T3

cacaggcagg cagacaagca cacagctagg tagtccccca tcagctagag ctcagcttcce

gcgtgectge actgcacata cgcacgcaca gctccagaca cagctacgac tcgaccacaa

gccagee

<210> 12
<211> 2456
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 12

ccaagaacga
ggagatctca
ctccatggat
ccgagatttt
ccatcaattt
tcectgtttat
atccaaatat
agaattagag
atttgtatet
agttaagccce
cggcettgetg
cctaaaacgg
ttcecttagtg
agcgctaaac
gaaagaaagg
tttctaaaga
atacgaaaac
aaaattagtc
aaagtgctaa
ttagtagcta
agacatttat
cataagttgg
cgcgcacgca
cccgetggte

gcactgcctg

tggtttccett
agggaaagaa
ccectaggga
tacaatacaa
cagaatggtg

gaggggccat

ttattcctaa
tttgatccett
agactgtaga
caaatcacaa
atgttctata
tcaccatcca
ctaaagctta
tttagcactt
gatattaaat
ctaatttgta
taaaactcta
tctataaacc
ttagtgctaa
ctaaaattta
aaattctgecg
ataccttgag
aatcaaatac
gatggagagg

ccaacgcggce

cctaaaaatg
atcctcttge
tccgtaatca
cccctcataa
ttctggttet
aggaatcttg
attgttatga
acattttata
ctgtaggatg
acaagctgtt
gccacggagce
tttggattca
gcacctgcta
acggcccgeg
gcaaaatatg
gtcactctat
ttttagtttc
aaacattccc
actttagcgc
gcaaaaaatg
tgtgtccecttg
gatcagattc
aacgtgcgca
cctagggect

agcggccgeg

ggggaagtct

tattcaaaat
ccaaatcagc
actaaagaat
tgttgttget
gtttgtatat
tcttaaatta
gtgtaaaatt
actgecegege
cggttggtct
tgtaacattt
tcatacatgt
aaatttaaca
aggagcacgt
gctggaggac
tttatcttgt
gcaatttagg
ttagcacagt
ataatacttg
cagcaagagg
gtttcgtacg
tgaaataggt
ggtagcgcececce
agcggatgcg

ccgaccgcga

ttagggttga
tgaattgcaa
ccttatagac
agatctcact
gctgcatata
agatatggta
ttttttgttt
taaagtctat
gcacgcegtta
gctetteege
ggttagaaca
cattaataag
tgtgtaggtt
ggccaatggt
cacttttagg
tttattctct
gaataaaaat
ttagcatatt
tagtcatcat
aaacaagtag
ctagctaaaa
cgccagattg
ggccgaccegg
gtccatcceeg

cccgcagega

32

tttggtgacc
gtggatttct
cagatgcaaa
tgcaagtcca
gggtctacct
atgaatgacg
aaaaataaat
tatcacttct
cgatgtttge
tggtgctgtt
tgaaaaaccg
gtatgttegt
gtttggatga
gagcgaggga
tgatgtttgg
aaatcatcga
ggagagagta
tagtagaact
gtttatttct
tctctaagac
ctaaaactaa
gcagaaaccg
tgtceceegeg
attcccatca

gcacgggcgyg

2400

2460

2467

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



10

cccagggagyg
tcgecccacca
ggcaacgtgce
cggccgagcea
gtccagcceccee
tcececeeggtg
ctgcggegece
ggagatagag
cttgactcaa
gtttecgettt
gctccaacce
aatatctcaa
gtcagcecgeg
ccactcectt
caagattccg

attcccacca

<210> 13
<211> 2500
<212> ADN

ccacgtccca
gcagccggec
cgcaattcgg
acctcgetgt
ggccgetata
ggctgggetg
ccacgccacg
agagagagcc
gatgcegtgg
gctteggttt
tccettttta
ctttgecattg
tcagggtgtg
cccatgecta
acccaaatcc

cctccecagtg

<213> Zea mays

<400> 13

tctcetttte
atcctcegtt
gggagtcggt
atgtaataaa
actggtgcaa
gcgactttga
aattggtcct
actatggagg
acacatcaac
gatcttcegtg
tgggtcataa

catggtggat

tttgtttcac
ttegetegag
ccacgttgca
agaacgaaag
tgcaacgaac
tcctttgagt
tatcatacca
cgcgcggcga
ttggtgctce
aggcgaatga
ggacgacatc

ggaaatgagyg

cccacctcte
gaccggtgtt
ccacccaggce
ctecgggcacg
tggaccacge
gctggggege
cggcgttegg
gctgagectga
gcgtecgecegt
ggggctcgge
gctactcact
catcctacta
gtaatagtag
tataaacaga
ctctececgage

cagcgccagt

atcttttegt
ttgctgtega
atctgaccca
cgcacacgcg
gagcctegat
agatgatctg
acattcatac
tcatcttgac
caagataggg
taaataacat
atgatgtatt

aagaagtatg

ES 2750530 T3

ccatggcecgt
ggccccaccee
acggtgggca
cacgcactct
cacgcccectg
gcacacgcgg
ccecttgegeg
ggacgtccaa
tgaattgcat
tcgttegetg
ctgtcatgac
cagcaccgga
tacatcatac
ggccacctce
tcgaccaaaa

ctgtaaccca

atcacgtcat
aatctaatge
cacggtgtag
cgcacaaaaa
cgatcggaca
ctgtacgtac
attgggttag
atgtgcatgg
aaggagctga
catgatgtat
ggaacagaaa

gatggcaatg

tteceeecgggg
caagcaccca
aaggatggga
ccecgecaget
actgacgccce
cgcccectege
cgacctgege
ccgeccagtgg
ggccaggaac
gctgctacag
tcatgactca
gagcagaatc
acacctctcce
ttegteeccte
accaccctcce

taaccataac

tgaatcaatc
cgatggcgag
atggctactg
aaaaactgca
tgaacatggt
gtcaagttat
caatctgttt
agggatttat
acatgccata
tggaatagga
cggaggtagg

ggtcaggttt

33

ggcgacgcegt
cctetggegt
caggcatggg
ttcgegetge
gccagccgat
ctgcegeggg
cagccaggceg
ctctgtctga
atagagacgg
ttgatttgag
gcactcggca
aggctactce
gagactccga
ccgeccccat
cagtacgtac

catacc

gcgegetteg
aggctggaac
actgtgtgac
gctagcacgt
catggtgttg
cgagtagatc
agcgccggcc
ctaggtaaca
tgatataatt
gcaaaggtgg
tcatatttga

tagacgggtg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2456

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gagcaaaaac
cacccacgag
gtttctacce
ataattgagt
ttcatgaatg
tttgcacata
atagaaacat
aaataaaaac
caaaaccttc
agaaggaatg
gttaattgaa
tagatcactg
taaaggaaaa
actgccatat
cagggcccct
gtctattttt
aaattgaaaa
agataatagt
gctattaacc
tttcagtcaa
gtctgtacgt
ctgcaatttt
tattttaaaa
tgttagacat
gaaaaagaat
caaactaagt
acgtacggcce
cgctgeggtg
tacaaaggct

cccatcectt

<210> 14
<211> 2472
<212> ADN

ccgeccatga
caccattcta
gataaacaat
tatatctata
attagctaag
ataaagaatg
gtactcacge
tcgtatccac
acacttaccc
gaagttatgg
ttgctaaaag
attttatctc
cataatatta
acatacaggc
aaatatttag
gtactatata
aatgttaata
tagctgttaa
tcttttagta
ttaattatta
atgcttttat
acgatgtttt
tctgtacagg
ttagacacag
aatgttgtac
tatggttcat
agtgatctcg
aggactgagg
gtegegeteg

ccctetgeta

<213> Zea mays

<400> 14

tcgcacctgt
gacccgcact
tttaaacaat
gattttttaa
ttacttattc
aactaaattt
cttcaaaact
atccacgaaa
gcacccgteg
tagagatatt
actatcgatc
ctatttcaaa
ttctatcata
ccgtgceccaga
ggcctccaaa
aaaacacaag
taatgtcgga
aattagctaa
aattaactaa
gctttaatge
tccatgacgt
gttcaccgat
gccteggatt
ccttagagac
catctagaca
cttgecgtgta
gccagcgatg
actteccccge
gcactcttge

gtctgetteg

ES 2750530 T3

gatgtctacc
caaacacgtc
aattcggcta
gccttgttac
aaaacatttt
cggatcggtg
ctgggtcaag
cttcatatta
gtgctgcaag
ctaaaaatgt
gaccctacga
gggggagage
ttttatctce
ggacgtgcgg
tgtgtaaatt
ttgttttggt
tcactttgee
agacattcaa
tggttagcta
attcaaacat
gaggaatgag
atctaacgtc
ttgtcggcac
ttaactatgt
taatgttaac
actaacttct
cttgatcgta
gcgecactge
tgtegegete

ttceteggece

taaaaaacca
ggatttcegg
taaacaatta
gttgagcagc
tctattgtat
tggatcaccce
tgcgggacac
ggtgcggggt
ttaaattgtc
ttcecttaget
gttaaaacct
tcctgaaatce
tatttcaaac
gtgcgggetg
tacagtacat
tccaccttgt
aattagtatg
acaatatagc
gctatttgtt
ctctaattct
tttagccata
ctcgactagt
ggccctgtat
tcaagaagac
aatagcaaac
gtttctacat
cggccagaat
tcecgeeecgeg

tgtgcacaga

34

cccgcaatag
tcaccagegg
agtaccggta
cacaaaacat
cttaatcatt
acgggttaaa
cgatgggtta
actcgcgatt
attcctagga
ttggtatcat
attctttata
aagatgttgce
aatattttcc
tgcaccggaa
ttatataata
cttcacatta
aatgcaatag
taatagctcg
agctagcaat
ttattaatat
acccgcatac
aaagaggtct
acataaaatc
gttgtttcat
attctcttgt
tgtagatcag
taccacacca
tecegegteta

cgaccttcett

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2500



acccattttc
accaccctta
taggactctt
ttagaaaacc
tagtcacaac
catctttaat
agaagcttat
gtttagttcce
caaagatgag
aaatgagcac
ataatcaaca
caaagtaata
tctttttttt
tgcgattaca
ttaacacaac
tcatgaagcg
acaaaacata
ggctctattt
attcattaat
ggttatatta
ccgtttgata
tctgaaaage
ggcttttaga
agagtgcaaa
ctgaagctcg
cgtctgttta
agaattaagc
acctgttaag
gtgttagacc

acgtgcctga

gactactgtg
gagtcaatct
aaattggtat
tgtggcacat
ttecctaagtt
gagaccatcg
ttataactct
aggaaggaaa
aggaggtcca
aaggatttca
gagtctttga
gtatatatac
ctttattttce
gagaccgaaa
cattacacaa
agccatgtgg
tacatatgac
aatttaatac
taaactacga
tgactgtaaa
caaaccacta
cactaaaagc
agaaaaaaat
agctaaacca
aaaggccgac
aaaacggtcc
acgtcgtget
ccecgettttt
cgttcaggga

cgggcctgge

aacctcecttge
ctcactctat
ggattatcac
aaaagagatt
gatactgtac
acaatctaac
ttatatatct
gcttccatat
tttacactgg
tacaatcgat
gcaataattc
gtactttgca
tatcagccac
ttttttcatt
tggacatttt
cctgacagcece
ctcacaactt
tcttegttet
aagatgttgc
aaaaattgtt
aaagcagtta
aggtctagag
gtttcctgga
aacacaccct
cccaagcacg
aagccgaccce
ggcccgacac
tcgtgettet
aataagcttg

ctgaactgag

ES 2750530 T3

ttcecegteat
ttcactcatt
aaaaaaatga
agcctagaca
tcaaagtttt
cttcagtgaa
cacaaaatgg
gtttcttcta
acatggtaaa
ttatgtaaag
aatcaacacg
tatatatgat
aagctaacag
ttctagaaaa
atgaaagggt
tatatacaga
atatatcaat
aaaatataat
ctataatagc
gtggggtgtyg
aaagttctte
gtgtttttag
tccagcecett
aatataagct
tttttttttg
gatacgaata
ggcctatttt
gggccggece
tgggtctacc

tcgtgtttca

ctaatcttag
tatatgatga
tctatgacta
catgtcttaa
atagctgata
tacatataag
ctatatatca
atatggaaat
ccaaaatagt
aatagatcat
cggttgttaa
tttcttctaa
cattggaaaa
acatatcgat
tagatataac
ctcaccacta
cggttgctca
ttgttttaga
tcatatataa
agttattaaa
gatatatgtt
ttttgcagtg
tggtttggtt
actatagatg
gctcggtacg
tgtatgctag
ttactgagct
gatccgttta
aaacctggcece

ccggaccagg

35

aaacatttgt
gttatacaac
tgacaaccta
caaccctect
tgcactgaaa
atcaacctta
acttatatat
ttgccacctt
taaactaaac
gacgacccat
gaatgaatag
ttgggtacac
ctcagctgca
cttaactcaa
ttggcgaaag
acagtatcta
cggcaactaa
ctaaacatat
aggtctgttt
aagataaaaa
gtcacaccca
cgagaaagtc
tttggetttt
tccaacaagt
agcacgcccc
gtccggacag
gtgctttteg
agcccgtage
cggttttcta

ccagacgcecg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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gtttgaacat
acaattatta
gtcgaactag
acagataatt
acacaaaagc
attgaggtcc
tggaggaaac
gccagtgatg
ggtctgtcta
actcggtcac
tgtgcacaga

cctcgategg

<210> 15
<211> 1554
<212> ADN

cactacaagc
gcaggttttt
taggatagtt
attgccagat
aacgagagag
caatcctaag
cacagattgt
cttgatcaga
gtcatccacc
tcctatataa
cgagagacga

cc

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 15

atgtctccgg
tttgcttcag
gcatgggcct
ctttcegtet
aaggcctctce
ccggagacgg
tcagcttacg
aggaatctga
gagggtgtta
tctgatgett
gtaatgacga
tttttggaga
cacttttggt
gtctctgaag
aataatctca

gaaaagttgt

aagcttacgt
tctcacttat
ggaccgggtce
tcteeggete
cgttgatgge
ctaaagagat
agcttttgtt
ggagaatctc
gagttggcat
gtggtgaagt
cagtgtttgg
ggctggtgag
ttcttegttg
tcaacacttt
atggagagga

ctgattctga

aactctaaaa
gttatttete
attattatct
aaccaatatc
taaagctgtc
gatcaattat
tggcaacagc
cggctagaat
gactcceege
gacgcteget

cctteecctte

tctgttettt
catagccaca
atccaagagt
caatccccac
gttctcagtt
tttgagcage
tcacecgtgee
ctccactcat
cggtatgaag
tgaagtgaaa
tgaaagctac
tgaaggctac
gtttgacttc
tgtcggegga
aaatgacttc

catgattgct

ES 2750530 T3

gatgtttgat
catatctatt
atgagtctag
tattggagat
tcttcggcaa
tgcaaattta
ggcaagcaaa
taccagatcg
ccgegecace
cgcggcacta

ccgttectet

aacagtttta
gttgctttet
cgggtttcga
cgtgttcteg
gggttttcge
tctgettttg
atgggattcg
cttttcagte
atggtcaaga
aagatcgttc
gattttgatg
gagttgcttg
caaggagtga
ataattgaga
gttgatgtct

gttctttggg

gtgtaactat
agctgcaatt
ctaacgtgtt
ccaaaccggg
cgccaacttg
actggagtca
ggcttacgge
cgectgtgeta
actgctcgge
ctgctctege

gtttttatct

acctcgtaac
tgctctcace
ttccaggacc
ccgetettge
gtttcgttat
ctgaccggcece
caccgtatgg
caagaagaat
agattaaaag
actttggttce
aagttaatgg
ggatttttaa
ggaagaggtg
aacacaagat
tgcttggett

aaatgatatt

36

tagtcagcta
atctgaccete
tggattgaag
cctaaccaac
catacaaaag
tggaatttct
cctgatcteg
ggtcgctgac
gtgtctactc
gctecgegete

ctgctccatt

cttcgaagcece
aggtgggctce
atctggttct
taaacgcttc
ctctagtgaa
ggttaaggag
tgagtattgg
cgcgagtttt
ccttgttacg
tttgaataat
aaaagggtgt
ctggagtgat
tagagctttg
gaagaagggt
gcaaaaggat

tagagggaca

1860

13920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2472

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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gatacagttg
caagataaac
gattccgaca
cacccccectg
cctaaccttg
gctaaaatct
agcatcatgg
ggtaaagcaa
gaatgggtga

atgaagaatc

<210> 16
<211> 1647
<212> ADN

cgattctagt
tctacagaga
tcccaaaact
gtccacttct
tcecectgetgg
ggaccgaccc
gctcggatct
tgggtctage
agggttcttg

cgttgaagtg

<213> Zea mays

<400> 16

atggcgatgg
ccggegetge
tttctggeca
tggacgaacg
gtgttcggca
gcccgegecg
gcggtegtgt
gaccgccctg
cccaacggcg
cgccgggteg
atcgccgecg
gctctcaaca
ggcgecgegg
gccttcaact
acccgeceggt
gagcaccggce
gtgctcctet

tgggagatgg

cctececgegge
tcggectecega
ccgtcteggt
gccgeggeeg
gcatcttege
cagggccccg
cgtcctgece
tgaagcggtc
agtactggcg
cctecgecacga
aacagtcggce
acatcatggg
aggccgagca
ggtccgacca
gcgececgeget
gccgccgeca
ccectcgaggg

tctteecgegg

ggaatgggtg
gatagcttcet
gccgtacctt
ctcttggget
aaccatagct
tgaagecgttt
tagattggct
tactgttcat
tgatgttgag

caaggctgtt

ttgctcatge
caccctgtge
ggctctgetg
ccteggegte
gctgteceege
ggccaaggag
ggccacggca
ggccegggag
ccgectecge
gccgggacgce
ctectggegece
cagcgtctte
tctcaagage
cctceecetgg
cgtgccgege
aaactccgece
tgacgagaag

tacggacacg

ES 2750530 T3

cttgcaagaa
gctacaagta
caagctattg
cgtctegceta
atggtcaaca
atgcctgaaa
ccattcggat
ctctggattg
ctcgectgagg

ccaaggaatg

acggacggca
gcccaccegg
gcgtgggeca
actcctatcg
gggctgecge
ctcatggegt
cgtgaggtgce
ctcatgttcg
cgegtegegt
caaggtgacg
gtecgeectee
ggcacgcggt
atggtgecgeg
ctcgecccacce
gtccagacct
gccctcaacg
ctcggecgacg

acggcgcette

tggttttgeca
acaatattag
tcaaagaaac
tccatgacgt
tgtggtccat
ggttcattag
ccggtegteg
gtcaactaat
ttctgaaget

ttggtttege

cgtggtgggt
ccctectgge
cgtcgecggg
tgggaccceg
accgcgcecct
tctecegtegg
tcgegeaccee
cgcgtgecat
ccacgcacct
cggaggccat
gcccgceaccet
acgacgtcac
aggggttcga
tgtacgaccce
tcgteegtgg
acaatgctga
acgacatggt

tgaccgagtg

37

tcaagacatc
atccttgtcet
cctaaggctc
ccacgtaggt
cacacacaac
tgaggatgtg
ggtttgtccc
tcagaatttt
gtctatggag

ttga

gtacgcgctc
tggcctgatce
cggtccggeg
tggtctgcece
cgccgagatg
tgacacgccce
gtcattcgcc
cgggttecgeg
attctceceeg
gctcecegetcee
ccaggccgcece
atcaggcgcce
gctectegge
aagcaacgtc
cgtcatcgac
cttcgtecgac
cgccatccte

gtgcatggecg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1554

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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gagctggtgce
ggtgccggag
gtgaaggaga
accgccgacg
aatatgtggg
gagcggttcece
ctggccceegt
gtgggcctcet
gcggeegttt

gcecgecageca

<210> 17
<211> 1458
<212> ADN

gccaccegge
gttgecececcac
cgctgegege
tgccactctg
ccataaccca
tgceccteega
tcggegeegg
gggttgcccg
gcctcgacga

tcecececegeac

<213> Zea mays

<400> 17

atggcgatgg
ccggegetge
tttctggeca
tggacgaacg
gtgttcggca
gcccgegecg
gcggtegtgt
gaccgccctg
cccaacggcg
cgcegggteg
atcgccgecg
gctctcaaca
ggcgecgegg
gccttcaact
acccgeceggt
gagcaccggce
gtgctcctet

tgggtaaagt

cctececgegge
tcggectecega
ccgtcteggt
gccgeggeeg
gcatcttege
cagggccccg
cgtcctgece
tgaagcggtc
agtactggcg
cctecgecacga
aacagtcggce
acatcatggg
aggccgagca
ggtccgacca
gcgececgeget
gccgccgeca
ccectcgaggg

tcaaatcgat

ggtgcaggcg
cgacgccgac
ccacccgect
caacggcatg
cgatgccgcece
gggcggegece
gcgtegegte
cctegtgeac
ggtcctcaag

cgcctga

ttgctcatge
caccctgtge
ggctctgetg
ccteggegte
gctgteceege
ggccaaggag
ggccacggca
ggccegggag
ccgectecge
gccgggacge
ctectggegece
cagcgtctte
tctcaagage
cctceecetgg
cgtgccgege
aaactccgece
tgacgagaag

cgctttecta

ES 2750530 T3

agggtgcgeg
gtggcgegeca
ggccecgetge
gtggtcecegg
gtgtgggeccg
gacgtggacg
tgcceeggea
gccttecagt

ctctcectgg

acggacggca
gcccaccegg
gcgtgggeca
actcctatcg
gggctgeege
ctcatggegt
cgtgaggtgce
ctcatgttcg
cgegtegegt
caaggtgacg
gtecgeectee
ggcacgeggt
atggtgcgeg
ctcgecccacce
gtccagacct
gccctcaacg
ctcggecgacg

gcttgtttaa

ccgaggtcga
tgcegtaccet
tgagctggge
ctggcaccac
acccggacgc
tcecgeggegt
agaacctggg
gggccectgee

agatgaagac

cgtggtgggt
ccctectgge
cgtcgeecggg
tgggaccceg
accgcgcecct
tctecegtegg
tcgegeaccee
cgcgtgecat
ccacgcacct
cggaggccat
gcccgceaccet
acgacgtcac
aggggttcga
tgtacgaccce
tcgteegtgg
acaatgctga
acgacatggt

ctgcgcatac

38

cgeggetgte
gcaggcggtt
tcgectegece
ggcgatggtg
gttcgegeeg
cgacctcege
cctcaccacce
tgacggcgeg

gcecgetegte

gtacgcgctc
tggcctgatce
cggtccggeg
tggtctgcece
cgccgagatg
tgacacgccce
gtcattcgcc
cgggttecgeg
attctceceeg
gctcecegetcee
ccaggccgcece
atcaggcgcce
gctectegge
aagcaacgtc
cgtcatcgac
cttcgtecgac
cgccatccte

ttctcagttce

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1647

60

120
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240

300
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1020

1080
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tcaactgege
gggaaaaaaa
cccteccgaag
ttcggegeeg
tgggttgece
tgcectegacg
atcccccgea

<210> 18
<211> 1668
<212> ADN

atacctgtcg
agaacaaagt
ggcgggegec
ggcgtcgegt
gcctegtgea
aggtcctcaa

ccgectga

<213> Oryza sativa

<400> 18

atggcaatgg
ctceceggege
gtcctectgg
gegtgggege
ccegtgtteg
atgtcgcgeg
acgccggcegyg
ttcgeegace
ttcgeceecca
tcecectegee
tccgecatgg
gccgecgege
tcecteeggeg
gagctcecteg
cccaaccacqg
ggcgtcatcee
gacttecgteg
gtcgeccgtec
tggtgcatgg
gacgcggegyg

ctgcaggcgg

ccaccgccac
tccteggege
ccttegecac
acggccgegyg
gcagcatctt
acgcggeggce
tggtgtegtc
gcccgctgaa
gcggcgagta
gcgtegeege
ccgecgagcea
tcaacaacat
ccgccgecga
gcgcegttcaa
tcgeeegeeg
gcgaccacceg
acgtcctcect
tctgggagat
cggaggtggt
tgggcggega

tggtgaagga

gttctacagt
gtgggcccaa
gacgaggacg
ctgcececegge
cgcctteccag

gctcteectg

cgcctectcee
cgacaccctce
cgececgeggtg
cegectegge
cgegetcetee
gccacgggcg
gtgcccggeg
gcgeteggeg
ctggcgecte
gcacgagccg
gtccgeccace
catgggcagce
cgaggccgag
ctggtccgac
ctgcgecgeg
cctecgecge
ctcectegag
gatatttcgt
gaggaacccg
cgggtgtccce

gacgctgagg

ES 2750530 T3

tttgtgtcgg
ccagacgcgt
tcecegeggeg
aagaacctgg
tgggcecctge

gagatgaaga

tgcgtcgacg
tgcgcececcace
ctcgectggg
gcgacgecca
cggggcectcee
agggagctca
acggcgaggg
cgggagctge
ctcecgecgea
gggcgecagg
ggcgecgteg
gtgtteggee
cagctcaaga
cacctcccat
ctegteccecee
gactcctect
gcccacgaga
gggacggaca
gcggtgcagg
agcgacggcg

gcgcacccge

gctgteggtt
tcgcaccgga
tcgacctceg
gcctcaccac
ctgacggcge

cgccgetegt

ccacgtggtg
cggcgctget
ccgegteccee
tegaggggec
cgcaccgegce
tggcgttcte
aggtgctcge
tgttcgegeg
tcgectecac
ccgacgccac
tgcteegece
ggcgctacga
gcatggtgeg
ggctegecca
gcgtecagge
ccaccgecgce
acctcgecga
cgacggcgtt
cgaggctgag
acgtggcgeg

cggggccgcet

39

gttcccggaa
gcggttectg
cctggececceg
cgtgggcctce
ggcggcegtt

cgecgeagec

ggcgtacgcece
cgccggegec
cggcgggecg
cegggggete
gctcgacgeg
cgtcggggag
gcacccgteg
cgccatecggg
ccacctcectte
ggcgatgctg
ccacctccag
cgtctectec
cgaggggttc
cctctacgac
gttcgtecege
cgacaatgcc
ggacgacatg
ggtgacggag
ggcggaggtg
gatgccgtac

gctgagetgg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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900
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1140
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gcgcggetgg
acggcgatgg
gcgttegege
ggcgacctce
ggcctcgeca
cccgacggcet

acccctceteg

<210> 19
<211> 1611
<212> ADN

ccaccgccga
tgaacatgtg
cggagcggtt
gcctggegece
ccgtcetecect
cgccgeeggt

ccgecgeege

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 19

atggagttga
ggttttggat
gtttttctet
ggccegtaace
agtcttttca
cgagccaaca
gaaccaaaca
cagtctgcta
tggcgecatgt
cacgaagctg
aacggcgctg
atgggaagtg
cttacatcaa
cttccatgge
gtccctegaa
gagaagaaaa
aaacttcaag
acaacggcgt
accaagttac
gatgctgacc

catcctcectg

tgaatttggce
cccaaaacct
ctatagtcac
ggttgggteg
ctctcageeg
ctgagattat
tagctcgtga
agagcctcat
taagaaggat
ggcgccagcet
gatcagtcgt
tttttgggag
tggttaggga
tcggttattt
ttagaaccct
gagacattgg
aagatgacat
tattaacgga
gagacgagat
tggcaaaact

gaccactgct

cgtggggctce
ggccatcacc
catcccgteg
gttcggegee
ctgggtcgcee
gtccectegac

caccccceege

ttcaaaagaa
acatgatgtt
gtgggctcte
tgtegegate
aggcttggcet
ggcttttage
gattctgatg
gttcagcecga
cgcatcgact
agactgcgcet
tttaaggaaa
aagatacgat
agggttcgag
ctacgactca
cgtcaagaaa
agattttgtt
gatcgeegtt
gtggaccatg
tttaactgcet
ccegtaccta

ttcatgggct

ES 2750530 T3

gccaacggcea
cacgacggcg
gagggcggcg
gggcgceegeg
cgectegtee
gaggtcctca

cgecgeegeg

acaagctatt
tccaccctag
gccggaggceg
cetggtecte
catcggacgt
cttggttcaa
tcgectcact
gccataggtt
cacctatttg
gaaatggtga
cacttacaac
cctetggete
cttttgggtg
attcgtttaa
atcatcgacg
gatgtcttat
ttatgggaga
gccgagctag
gtgggcgacg
aacgcagtgg

cgtctttecca

tggtggtgcec
aggtgtggge
ccgacgtcga
tctgeeceecgg
acgccttcga
agctctccect

ccgectga

ggatgattgc
gctatctatt
gtggtgtecge
gtggcatace
tagcagccat
cgceggttat
tcgecggacceg
tcgececcaaa
cteccteggeg
aagctgtgtce
tagcegectt
agaaagagga
cttttaattg
accaacgttg
aacatcgagt
tgtctttaga
tgattttteg
tactgaaccc
gcgccgacgg
tgaaggaaac

cgtcagacgt

40

ggcgggcacg
cgacccggag
cgtcecgegac
caagaacctc
ctggttecte

cgagatgaag

actgcctgcece
ccttgeegte
ttggaagaac
agtattegge
ggcttggage
cgtggcttcet
gccggttaag
cgggacttac
tatcttagca
agtggagcaa
gaacaacatc
tcttgatgag
gtctgattat
ctcagatctce
tagtaactct
cggtgatgag
agggacagat
taacgtgcaa
agacgtggca
tctaaggctg

ccagctcagce

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668

60
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aatggcatgg
gaccagactg
gacatggata
tgtccgggga
cggttcgagt
tcttgtgaga

<210> 20
<211> 1650
<212> ADN

tgattccaaa
tatggtccga
ttcgtggtag
agaacatggg

ggggtcagga

tggagcatcc

gggaactaca
cccgectaaag
ggatctaagg
gctagctact
tcagaccgag

gttacgtgee

<213> Physcomitrella patens

<400> 20

atggattcaa
aaacaaggga
tgtattgtgg
tcctegtggg
atcggttcac
acgtacaaag
agccaaccgg
aagcagtcag
tattggcgta
gctcatggga
gttgagacta
atcatgggca
gagttagggg
cacctgccag
gttcctegag
gtacgtgcta
accggggagyg
agagggactg
cctgaaattce
accgatttca
aaggaaaccc

caggatgttt

ccacgtgtga
gatcttettt
gtgtgataag
gccgcttgag
tgttggagat
ctacagcatt
ataccgcgeg
cccagcagcet
acttaagacg
agacgcgtct
caggtcacgt
gtgtgtttgg
cccttgtaaa
ttttgaagtg
tcacagcgtt
ccactggaga
agaagctgtc
atactactgce
agtgcaatgt
cgtcattgga
tccgactteca

gtatcgctgg

agtaggagga
ggaagaggct
tgcttgtgec
atgtgtgaaa
gggaggactg
gatggegttg
cgagattcta
cttgttcggg
aattgcggcet
cgatgagtta
gctcattega
gcgtaggtat
agaaggattt
tctcgacgece
tgtgaagaag
gagctatgag
cgaggaagac
cattctcacg
ccaacgcgag
aagcgagttg
ccctectggt

gcatctaatc

ES 2750530 T3

gcgatggtca
tttgacccgg
cttgcacegt
gtgactcggt
ccagttgatc

gttgtaacgg

ttgtggctgt
ttgggatgca
ctgttggtgt
accatcccag
gcccacaggce
agcttaggag
catagtacgg
cgegetattg
aatcatttgt
gccctceatge
ccgecacttge
gacttecgtct
gaactactgg
cagaatattc
atcattgatg
gaggacttcg
atgatcgcecg
gagtggatca
ctcgactctg
tccaggttge
ccgetectet

cctaaacaca

acatgtgggce
agagattcac
ttggagcegg
gggtggctga
ttggtgaggt

aaatatttta

ttgctttgee
caaacttcag
gctgggette
ggcecccgagyg
gcecttgetea
aaacgcgtgt
cattcgcaga
ggtttgctce
tcgcteccaa
tcaatgccat
agagagcctce
tgggttctga
gtgcgttcaa
tccagaggtg
aacaccggca
tggatgtcett
tgctttggga
tggcggaaat
ctttcagaaa
cctacctcca
catgggccag

ccaccgcaat

41

tataacccac
tgggaatgct
taggagagtg
gttggtacga
cttgaagctt

a

tatgctcgece
cagcattctt
gcctggegge
gtttcctgtce
acttgctgta
ggtgattgct
tcgacccectg
ttacggaggt
gcggattgca
ccagagagaa
tctcaacaat
ggaggcgaat
tttggccgat
cgeggetett
gaggagggat
gcteggtete
gatgatcttc
ggtgctgaac
gaagaatatc
ggccgtgatt
actctccacce

ggtgaacatg
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tgggcaatta
tttetteett
ccttteggeg
ctttgggtag
gacctcaccg

actcgccgece

<210> 21
<211> 1653
<212> ADN

cgcacgaccce
cacatggcgg
ctggcecgacg
cacagttatt
agattttgaa

tggtagatcc

gaagttgtgg
tcaggacgtt
cgtectgteeg
gtataacttc
gttgtcatcc

gtcaagctag

<213> Physcomitrella patens

<400> 21

atggattcag
aagcagggaa
attatgctcg
ggaggttcgt
cccatcatcg
gctgtagect
attgctagtc
ccgetgaage
gggaaatact
attgctgage
aatgaccttc
aacaatatca
gcaacccagt
gctgatcact
gatctcgttce
aataactctc
tccttgaaag
atatttagag
ctgcaccccg
atctgcaact
gtcaaagaaa

gttcaagatg

ctcccactca
gatccteget
tattgggtgt
catggggacg
gttcectgtt
acaaagctat
aacccgatac
agtccgetga
ggcgaagttt
acgaggattce
tcgtattggg
tgcgtagtgt
tgagggccat
tgccageect
ccagagtcag
gtgtgggcge
gtgatgagca
gaactgatac
aaattcagcg
gcgcatcecttt
ctctecegtet

tttgecgtage

agtcggaggg
ggaggaggcg
gataagtgct
tttgagaggt
ggatatgggt
gccgetgatg
tgccegtgag
tcagctcatg
aagacgaatt
gcegtgttget
cagcgtccag
gtttgggcgg
ggtggatgaa
gaagtttctg
aacatttgtt
tgacgagagg
gcttgecgac
caccgctatc
caaggttcaa
tgaaaatatg
gcatcctece

tggacacaca
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gctaacccga
gacgttcgtg
ggacgcgcege
aaatggaccg

gagatggtga

tggtggtggt
gcgggatata
tgtgctatat
aagagaacca
ggattggcce
gctttaagce
attttgcata
ttctcacgeg
gcagccaacc
gaatctgagt
attcgtggtce
cggtatgact
ggatttgatt
gacgcacaga
cagaaaatca
cgtgaaactg
gaggatatga
ctgaccgagt
ttcgagectgg
ctttccagat
ggtccectee

attcctgegg

acgaattcat
gaaacgacct
ttggattgge
cagttccagg

agccattgca

ttgctgtgee
caaacctcaa
tcgtttgttg
tceceegggece
acaggcgtct
taggagagac
gtgcgggttt
ccattgggtt
atttgttttce
tcatgctaca
acctgcaaag
tcgtcactgg
tgcttggtge
agatacatca
ttgatgaaca
attttgtaga
tcgetgtget
ggattatggce
actccgtttt
taccctacct
tctcatggge

gcacgacagc

42

tccagagaga
acgcctggeg
cacagtgcaa
gtgcgatgtt

atctgtcget

cttgectggece
cgggctggtg
gatttctccc
tcgagggttt
cgctcagett
ccgtgtggtg
cgccgacegg
tgcttcetecat
gcccaagagg
atctattgag
agcgtcectg
atctgaggag
tttcaattgg
aagatgcgct
ccgcaatgaa
cgtecttgete
ttgggagatg
ggaaatggtg
tcccactggt
aaaggccgtg
aaggctatca

aatggtaaac
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atgtgggcaa
agatttctgce
gctecttteg
cacctgtggg
gtggacctta

gctactagte

tcacccacga
cttctcatgg
gggctggeeg
tggcgcagcet
ccgaggtatt

gccgagtatce

tcctgaagtg
tggccaggat
tcgtgtetgt
gttgcacaac
gaagctgtcet

cacatcgggce
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tgggctaatc
gtggatgtcc
ccagggegtg
ttcgaatgga
tcagagatgg

taa

cgagtgtatt
gtggcaacga
cactcggatt
ccccggeacce

tgaacccact

43

ctctcececgag
tcttegectg
agccactgtg
agtgtgcgaa

gcagtcegtt
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de gen quimérico que comprende los elementos de ADN unidos operativamente siguientes: a) la
region promotora de un gen GA2-oxidasa vegetal que es activa en la zona de crecimiento de la hoja de una planta
monocotiledénea, b) una region de ADN que codifica una proteina CYP78A5 vegetal o un ortélogo funcional con una
identidad de aminoacidos de al menos el 55% con respecto a la proteina codificada por la SEQ ID NO: 2 y c) una
region del extremo 3' que comprende sefales de terminacién de la transcripcion y de poliadenilaciéon que opera en
células de una planta monocotileddnea.

2. Un vector recombinante que comprende el gen quimérico de la reivindicacién 1.

3. Una planta, una célula de una planta o una semilla de una planta monocotiledénea que comprende un gen
quimérico segun la reivindicacién 1 o un vector recombinante segun la reivindicacion 2.

4. Uso de un gen quimérico segin la reivindicacion 1 o un vector recombinante segun la reivindicacion 2 para
aumentar el rendimiento de plantas monocotiledéneas.

5. Uso de un gen quimérico segun la reivindicacion 1 o un vector recombinante segun la reivindicacion 2 para
aumentar el vigor de plantulas de plantas monocotiled6neas.

6. Uso de un gen quimérico segun la reivindicacién 1 o un vector recombinante segun la reivindicacion 2 para
aumentar la tolerancia a la sequia de plantas monocotiledéneas.

7. Uso segun las reivindicaciones 5 o0 6 en el que las plantas son de cultivos.

8. Uso segun la reivindicacion 7 en el que los cultivos son de cereales.

9. Uso segun la reivindicacion 7 en donde los cultivos son de pastos.

10. Un procedimiento para producir una planta monocotiledénea con un mayor rendimiento en comparacion con una
planta monocotiledénea de tipo silvestre correspondiente, comprendiendo el procedimiento transformar una planta

monocotiledénea con un gen quimérico segun la reivindicacién 1 o un vector recombinante segun la reivindicacion 2
y seleccionar una planta monocotileddénea con una expresién estable de dicho gen quimérico.
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Figura1

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCCGAGGATTGCAGCTCCTGGATCATATCAGAATGT
CTGTCGCTCGCCACCCCGGGCGCACTGCATTATATTTCTGGCAGGTGCGCAATACAATATG
GCATGGGGGGCACGTAGTACGGTACTGCCGTACAGCTGCGTCAGCAAATGCCAACTTGTG
TGGTACAGCTATAATCTATAGAAAAAAGAATATTATAGAAGTAGTAGAAGTTGGCGCGTAT
GGATTAAGGAAGGTTTGGTTTCTAGTGACTAATTTAGTCTCTCTATTTTATTCAATTTTGTTC
CTAAATTATCAAACTAAAATGAAGTTTTGTTTTTTTITATATAGGATAATTTAGAGACTAAAAT
AGAATAAAAATGAATGGATGAAAAATTAGTTCCTACCAACCAAACACCCCTTAAGAGCTAC
TTCGAGAACCTCAAATCTCCTTCGAGACTGGAGGAGATGAAGGTAAAAATAAACTAATTTT
CCCTTCAATCCTTTTAATTCACAAGGGGGTGCGGGTACGGAAATGTTTACTACTATACTGG
AAAGGTGTCTGAAACCGGGAGAAAAGCTTTGACCAGGGTGGACCTGTTTATGGGATCGAA
GCGGCCGTTGCCCCAACTGGCGACTGGCGAGCCACCATTGCGCGGACCCGAGATTAACT
ATACTACAGGAGTACTGTCGGGTTGGTACCAATACGTGGCTTGGGCAAAAAGTCTGGCAG
GCGCCGCTGCTTGTCTGCGGTTTCTATGTGCCGATGCCATCGCACCGGACCGGATCGGGA
TGGGATCAGCGGAACATGCGAGAGCGAGCCTGCACTGCACTGCATGGCCGCGACCGCGT
CGTCCATCGAGCCGCCTATCATTAGTTGGTTCCACTGTCTCGCCGCCGAAGCAAGGCAGC
ACAGCACACATCAGCATTGCTTCCCAGTTCCCAATGCCCCGTCGTCCTAGCCGAGGCGGG
CTCAGTACCAACCCAGCTGAAACTACGAGAGATGCGCTGTGGGCAGGACAGTGGTCGAG
CGAGGAGTGTACCTGTAGTTAACGAGGATTTTATTTTACTAGTGCGTACGTACGTACTGTA
CGTACTATGATCTCTCACGTGCTCTGGTCTTATCACTCGCTTGATTATACTATGATCTTTTITT
TCCCTCCACCTGCTCTGGTCTTATCGCTGGCACGTGCTTTTACACGGCCACTTAGGACTAC
TCACCTCGTCTCGTCATGCTTATCTACTTCAGAGCGTCACGGACACAGCAAGGAGGAGTAC
GCACACGCAGCATGGACTGCCTGGAGCGGGGTGTGGTGCACTAACGCCCGCCTAATTCCC
GGAGCTGCCTGTGCCTTGGACGCCCATCTCTGGTTTCGCGGGGAGAATAATAATAATTTAG
GCGAAACACGGGAACGGGTCGTGAGGAAAAGCCTGACATGCTGCATTACGGCCGGTGCC
GTTCGGACCCCAGTTATTGATGAGCCGAGTCACCGACCTGCCAAGAAAAGGATGCCGGAT
CAAGGGCAGGTTCACCTCATCTTAGCGCATGCAAGCGTCGTCCCTAACCAAAACATCATCT
TCATGTCTGGCCGCCCGCGCAGCGGTCCCAGTGCCGGCGTGGTTAACGGGAGGGACTGG
GACTGGCAGGGCCGGCTAATGGCCGACGTGCAGTCGCCTCGTATGCGTTTCCCGTTGAGC
CATGCATGCAGCAGAGCAGCGCGGGCGGCCGGTCCTGCCACCGGTGGATCGCGGCCGG
GCACGTCACGGCCCGGTCCCCGACTGCTCTGGCTCCATCGCCGCCACCATGCACCCAAAG
CGATCCACCCCCGATGCATCCCTTTTICTCTCCCTGTCAGCTGGGCCCATCTCGCGTCACCG
TAGCCAGGTGCCGCCCCGTCGCCCCGCCCCCCGATCTATATATGCTGCCCACGGGCTCTC
CCACTTCTCCCCCACATGCACTTGCTGCAGCAGCCGTAGGACACACGCACACCGCCTCGA
CCTCGAGTCCACCACTGACTCCACCACCTCCCCCTGTTTTTTTTCGACCTCGCTCTGCTCAT
CCGCACGGCCAGACAGCCGCAAGTTTGTACAAAAAAGCAGTCCCC

45



ES 2750530 T3

Figura 2

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCGATGGCCTCCGCGGCTTGCTCATG
CACGGACGGCACGTGGTGGGTGTACGCGCTCCCGGCGCTGCTCGGCTCCGACACCCTGT
GCGCCCACCCGGCCCTCCTGGCTGGCCTGATCTTTCTGGCCACCGTCTCGGTGGCTCTGC
TGGCGTGGGCCACGTCGCCGGGCGGTCCGGCGTGGACGAACGGCCGCGGCCGCCTCGG
CGTCACTCCTATCGTGGGACCCCGTGGTCTGCCCGTGTTCGGCAGCATCTTCGCGCTGTCC
CGCGGGCTGCCGCACCGCGCCCTCGCCCGAGATGGCCCGCGCCCCAGGGLCCCCGGGCCCA
AGGAGCTCATGGCGTTCTCCGTCGGTGACACGCCCGCGGTCGTGTCGTCCTGCCCGGCCA
CGGCACGTGAGGTGCTCGCGCACCCGTCATTCGCCGACCGCCCTGTGAAGCGGTCGGCC
CGGGAGCTCATGTTCGCGCGTGCCATCGGGTTCGCGCCCAACGGCGAGTACTGGCGCCG
CCTCCGCCGCGTCGCGTCCACGCACCTATTCTCCCCGCGCCGGGTCGCCTCGCACGAGCC
GGGACGCCAAGGTGACGCGGAGGCCATGCTCCGCTCCATCGCCGCCGAACAGTCGGCCT
CTGGCGCCGTCGCCCTCCGCCCGCACCTCCAGGCCGCCGCTCTCAACAACATCATGGGCA
GCGTCTTCGGCACGCGGTACGACGTCACATCAGGCGCCGGCGCCGCGGAGGCCGAGCAT
CTCAAGAGCATGGTGCGCGAGGGGTTCGAGCTCCTCGGCGCCTTCAACTGGTCCGACCAC
CTCCCCTGGCTCGCCCACCTGTACGACCCAAGCAACGTCACCCGCCGGTGCGCCGLCGLTC
GTGCCGCGCGTCCAGACCTTCGTCCGTGGCGTCATCGACGAGCACCGGCGCCGCCGCCA
AAACTCCGCCGCCCTCAACGACAATGCTGACTTCGTCGACGTGCTCCTCTCCCTCGAGGG
TGACGAGAAGCTCGGCGACGACGACATGGTCGCCATCCTCTGGGTAAAGTTCAAATCGAT
CGCTTTCCTAGCTTGTTTAACTGCGCATACTTCTCAGTTCTCAACTGCGCATACCTGTCGGT
TCTACAGTTTTGTGTCGGGCTGTCGGTTGTTCCCGGAAGGGAAAAAAAAGAACAAAGCTCT
GTCGCTGAAAAAAACATACTGTACATGCATATAATTTGTTTTTGCAGGAGATGGTCTTICCGC
GGTACGGACACGACGGCGCTTCTGACCGAGTGGTGCATGGCGGAGCTGGTGCGCCACCC
GGCGGTGCAGGCGAGGGTGCGCGCCGAGGTCGACGCGGCTGTCGGTGCCGGAGGTTGC
CCCACCGACGCCGACGTGGCGCGCATGCCGTACCTGCAGGCGGTTGTGAAGGAGACGCT
GCGCGCCCACCCGCCTGGCCCGCTGCTGAGCTGGGCTCGCCTCGCCACCGCCGACGTGC
CACTCTGCAACGGCATGGTGGTCCCGGCTGGCACCACGGCGATGGTGAATATGTGGGCCA
TAACCCACGATGCCGCCGTGTGGGCCGACCCGGACGCGTTCGCGCCGGAGCGGTTCCTG
CCCTCCGAGGGCGGCGCCGACGTGGACGTCCGCGGCGTCGACCTCCGCCTGGCCCCGTT
CGGCGCCGGGCGTCGCGTCTGCCCCGGCAAGAACCTGGGCCTCACCACCGTGGGCCTCT
GGGTTGCCCGCCTCGTGCACGCCTTCCAGTGGGCCCTGCCTGACGGCGCGGCGGCCGTTT
GCCTCGACGAGGTCCTCAAGCTCTCCCTGGAGATGAAGACGCCGCTCGTCGCCGCAGCCA
TCCCCCGCACCGCCTGAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

caactttgtatagaaaagttgccgaggattgcagctcctggatcatatcagaatgtctgtcgetcgecaccecgggegceactgcattatatit
ctggcaggtgcgcaatacaatatggcatggggggcacgtagtacggtactgccgtacagcetgegtcagcaaatgcecaacttgtgtgota
cagctataatctatagaaaaaagaatattatagaagtagtagaagttggcgegtatggattaaggaaggtttggtttctagtgactaatttag
tctetctattttattcaattitgttcctaaattatcaaactaaaatgaagttttgttttttitatataggataatttagagactaaaatagaataaaaat
gaatggatgaaaaattagttcctaccaaccaaacaccccttaagagctacticgagaacctcaaatctcctticgagactggaggagatg
aaggtaaaaataaactaattttcccticaatccttttaattcacaagggggtgcgggtacggaaatgtttactactatactggaaaggtgtct
gaaaccgggagaaaagctttgaccagggtggacctgtttatgggatcgaageggecgttgoccccaactggegactggegagecacca
ttgcgcggacccgagattaactatactacaggagtactgtcgggttggtaccaatacgtggcttgggcaaaaagtctggcaggegecge
tgcttgtctgeggtttctatgtgeccgatgecatcgecaccggaccggatcgggatgggatcageggaacatgegagagegagectgeact
gcactgcatggccgcgaccgcegtegtccatcgagecgectatcattagttggttccactgtctcgecgecgaagcaaggcagceacagcea
cacatcagcattgcticccagttcccaatgeccegtegtectagecgaggegggcetcagtaccaacccagetgaaactacgagagatge
gctgtgggcaggacagtggtcgagecgaggagtgtacctgtagttaacgaggattttattttactagtgegtacgtacgtactgtacgtactat
gatctctcacgtgcetcetggtcettatcactecgcttgattatactatgatcttittttceccteccacctgetetggtettatcgetggeacgtgcttttacac
ggccacttaggactactcacctegtctegtcatgcttatctacttcagagcgtcacggacacagcaaggaggagtacgcacacgcagcea
tggactgcctggagceggggtgtggtgcactaacgcecgcectaattcccggagcetgectgtgecttggacgeccatetetggtttcgegggg
agaataataataatttaggcgaaacacgggaacgggtcgtgaggaaaagectgacatgctgceattacggcecggtgecgticggacce
cagttattgatgagccgagtcaccgacctgccaagaaaaggatgeccggatcaagggcaggticacctcatcttagecgcatgcaagegt
cgtccctaaccaaaacatcatcttcatgtctggecgeccgegecageggteccagtgeecggegtggttaacgggagggactgggactgg
cagggccggctaatggecgacgtgcagtcgectegtatgegtttccegttgagecatgcatgcagcagagcagegegggeggecggte
ctgccaccggtggatcgeggecgggeacgtcacggeccggtececgactgetetggetccatcgecgecaccatgcacccaaagega
tccacceccgatgceateccttttcteteectgtcagetgggeccatetegegtcacegtagecaggtgecgeccegtecgececegecececeg
atctatatatgctgcccacgggctctcecacttictceccccacatgeacttgetgcagcagecgtaggacacacgcacaccgectcgacct
cgagtccaccactgactccaccacctcececcetgttttitttcgacctegcetcetgetcatccgecacggccagacageegeaagtttgtacaaa
aaagcaggctccatggegatggectcegeggcottgetcatgecacggacggcacgtggtgggtgtacgegeteceggegetgetegget
ccgacacccetgtgcgeccacccggeccteotggetggectgatcttictggcecaccgtctecggtggcetetgotggegtgggecacgtecgee
gggcggtcecggegtggacgaacggecgeggccgectcggegtcactectatcgtgggaccecgtgatetgeccgtgticggeagceatct
tcgeqactgtccegegagcetgecgeaccgegecctecgececgagatggececgegecgcagggccecgggccaaggagctecatggeqttct
ccgtecggtgacacgcccgeggtegtgtegtectgececggecacggeacgtgaggtgetecgegeaccegtcaticgeccgaccgecctgtg
aagcggtcggeccgggagctcatgttcgegegtgecatecgggttcgegeccaacggegagtactggegecgectcegecgegtegegt
ccacgcacctattctcccegegecgggtegectcgecacgagecgggacgcecaaggtgacgeggaggcecatgeteegetecategeeg
ccgaacagtcggccetctggegecgtegeccteecgecegcacctcecaggecgcecgetctcaacaacatcatgggecagegtceticggeac
gcggtacgacgtcacatcaggcgecggegecgeggaggecgageatctcaagageatggtgecgegaggggattcgagcetecteggeg
ccttcaactggtecgaccaccteccctggetcgeccacctgtacgacccaagecaacgtcaccegecggtgegecgegctcgtgeegeg
cgtccagaccttegtcegtggegtcatcgacgageaccggegecgecgecaaaactcegecgeocctcaacgacaatgctgacttegte
gacgtgctectetecctcgagggtgacgagaagcetcggegacgacgacatggtecgecatectetgggtaaagttcaaatcgategcettte
ctagcttgtttaactgcgeatactictcagttctcaactgecgeatacctgteggttctacagttttgtgtcgggetgteggttgttcccggaagag

aaaaaaaagaacaaagcictgtcgctgaaaaaaacatactgtacatgcatataatttgtttttgcaggagatggtctticcgeggtacgga

49



ES 2750530 T3

cacgacggcgcttctgaccgagtggtgcatggeggagcetggtgcgecaccecggeggtgcaggcegagggtgegegecgaggtecgac
gcggctgtcggtgecggaggttgecccaccgacgecgacgtggegegceatgecgtacctgcaggeggttgtgaaggagacgetgege
gcccacccgcectggeccgctgetgagetgggetegectecgecaccgccgacgtgecactctgcaacggeatggtggtcceggetggea
ccacggcgatggtgaatatgtgggccataacccacgatgccgecgtgtgggecgaccecggacgcegttcgecgecggageggtteetge
cctccgagggceggegecgacgtggacgteccgeggegtecgacctecgectggeccegttcggegecgggcegtegegtetgecceggea
agaacctgggcctcaccaccgtgggcectctgggttgeeccgectegtgcacgcecttccagtgggecctgectgacggegeggeggecgtt

tgcctcgacgaggtcctcaagcetcteecctggagatgaagacgecgctegtcgecgecagcecatccececcgcaccge

Figura 6
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Figura 7
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Figura 9

Niveles de expresion (con respecto al control)
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Figura 10
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Figura 11
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