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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de plantas que presentan una resistencia incrementada a un estrés hidrico.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la obtencidon de plantas que presentan una resistencia
incrementada a un estrés hidrico.

En las regiones templadas, los periodos de baja pluviometria, de intensidades variables e imprevisibles, son la
causa de una baja productividad apreciable en el cultivo de plantas. El déficit hidrico puede afectar severamente el
crecimiento y la reproduccién de las plantas. Distintas estrategias que recurren a mecanismos fisioldgicos (reduccién
del crecimiento de las partes aéreas, cerramiento de las estomas) y/o celulares (ajuste osmdtico) pueden permitir que
escapen a este estrés hidrico, o por lo menos tolerarlo. Estos mecanismos, controlados al menos en parte por al ABA
(4cido abscisico), fitohormona cuya concentracién aumenta en las plantas sometidas a un estrés hidrico (Zeevaart y
Creelman, 1988), implican a numerosas proteinas con funciones putativas diferentes: proteinas de tipo canales mem-
branarios, 0 que se expresan en respuesta a dafios causados a la célula (proteasas, inhibidor de proteasas) o también
proteinas cuyas funciones no estin directamente relacionadas con el estrés pero que se expresan a niveles mas eleva-
dos en condiciones de estrés hidrico o salino (enzimas de la glicdlisis, de la sintesis de la metionina). La respuesta del
vegetal depende, por otra parte, de pardmetros medioambientales (tipo de obligacidn, intensidad, duracién) y genéticas
(especie y genotipo), haciendo dificil la determinacién del papel de estas proteinas en los mecanismos de tolerancia a
la sequia.

Por lo tanto, existe una real necesidad de demostrar la funcién de genes candidatos en los mecanismos de tolerancia
al estrés hidrico para el uso en transgenes que tiene como objetivo la obtencién de plantas que presenten una mejor
tolerancia al estrés hidrico. Esto es particularmente importante para las especies de grandes cultivos, tal como, por
ejemplo, el maiz, que llega a un nivel de sensibilidad méxima a la sequia 15 dfas antes y 15 dias después de la floracién
de la planta (en Europa julio-agosto), periodo durante el cual la planta absorbe el 45% del total de sus necesidades.

Un primer estudio realizado por Riccardi et al. (1998), en una linea de maiz llamada Io (Iodent), detecté una
veintena de proteinas cuya expresion estaba significativamente aumentada como respuesta a un estrés hidrico, y para
las cuales se propusieron funciones putativas.

Una de estas proteinas, detectada en la linea Io usada por Riccardi et al., (1998) pero no en la linea F2, presenta
homologias con una proteina ASR1 de tomate (“ABA-water stress-ripening-induced protein”), la cual estd inducida
por el ABA, el estrés hidrico y la maduracion del fruto, pero cuya funcién sigue siendo desconocida (Lusem et al.,
1993). Se han identificado otros genes que muestran homologias con el ASR de tomate, especialmente en la patata
(Silhavy et al., 1995), el limén (Canel et al., 1995), el arroz (Thomas et al., 1999), pero ninguna funcién se ha de-
mostrado claramente para las proteinas codificadas por estos genes. Un estudio QTL (“locus de rasgos cuantitativos”)
ha permitido cartografiar el gen Asrl en una regién que contiene al mismo tiempo el locus que controla la calidad de
Asrl y los QTL de senescencia foliar y protandria (De Vienne et al., 1999).

Ahora, en la presente invencion se demuestra el papel de una proteina de ASR recombinante en la respuesta
directa de una planta a un estrés hidrico para el uso en la transgénesis. Efectivamente, se consigue desarrollar un
procedimiento de obtencién de una planta que presenta una cantidad modificada de proteina ASR, proporcionidndole
una mejor resistencia al estrés hidrico con relacién a una planta no transformada.

Por lo tanto, la invencién tiene por objeto un procedimiento para la obtencién de una planta que contiene una
cantidad modificada de proteina ASR, proporciondndole una mejor resistencia al estrés hidrico con relacién a una
planta no transformada, que comprende las etapas que consisten en:

- transformar al menos una célula de planta mediante un vector que contiene un casete de expresion que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica para una proteina ASR;

- cultivar la célula asi transformada de manera que genere una planta que contenga en su genoma dicho
casete de expresion.

Mediante la expresion “proteina ASR” se entiende una proteina expresada naturalmente por una planta en respuesta
a un estrés hidrico, que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica u homéloga a la secuencia SEC ID n° 2 de maiz.

Mediante la expresion “secuencia homdloga” se entiende, preferentemente, una secuencia que presenta al menos
50%, preferentemente 70% de similitud con la secuencia SEC ID n° 2.

Estan comprendidas en la definicién de “proteina ASR”, en el sentido de la invencion, todas las proteinas ASR de
diversos vegetales, como, por ejemplo, la del arroz, asi como las proteinas modificadas, por ejemplo mediante adicion,
supresion, sustitucion, (preferentemente conservativa), de un nimero reducido de aminodcidos.

Estan igualmente comprendidos en la definicién de “proteina ASR” los polipéptidos codificados por todo o parte
de la secuencia SEC ID n° 1,n° 3, n°4 o n° 5, o de cualquier secuencia homologa, entendiéndose que estos polipéptidos
conservan la propiedad de resistencia a un estrés hidrico.
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La secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina ASR puede ser, mds particularmente, una secuencia
de cereal, en particular, una secuencia de maiz.

Dicha secuencia puede ser, de manera ventajosa, una secuencia de ADNc especifica del estado de estrés hidrico,
aislada a partir de una linea de maiz mediante hibridacién diferencial. Tal secuencia se presenta en el listado de
secuencia anexo, y se designa SEC ID n° 1. También se puede usar una secuencia de ADN gendmico que codifica para
una proteina ASR de maiz, tal como se define mediante una de las secuencias SEC ID n° 3, SEC ID n° 4 y SEC ID n°
5, o una secuencia homéloga a éstas, a pesar de que esté expresada en cantidad modificada con relacién a la cantidad
habitual producida por una planta no transformada.

En el listado de secuencias anexo,

SEC IN n° 3 es una secuencia de ADN gendmico aislado a partir de una linea de maiz que expresa altamente la
proteina ASR,

SEC ID n° 4 es una secuencia de ADN genémico aislado a partir de una linea A188 de maiz de control, y
SEC ID n° 5 es una secuencia de ADN genémico aislado a partir de una linea F, de maiz.

Dicha secuencia puede codificar, en particular, para la secuencia de aminodcidos SEC ID n° 2 de la proteina ASR
de maiz, o una variante de ésta, por ejemplo una variante que tiene la secuencia SEC ID n° 2 con una insercién de un
residuo de lisina entre los aminodcidos 55 y 56 de SEC ID n° 2.

Se pueden igualmente usar secuencias nucleotidicas que codifican para ASR de otros vegetales, como por ejemplo
las citadas anteriormente.

El 4cido nucleico que codifica para una proteina ASR se inserta en una construccién de dcido nucleico, denomi-
nado casete de expresion, y estd unido de manera eficaz a elementos que permiten su expresiéon y eventualmente su
regulacion.

Entre estos elementos, se pueden citar los promotores, los activadores y los terminadores de transcripcion.

Se puede usar, preferentemente, un promotor constitutivo tal como el promotor actina de arroz seguido del in-
trén actina de arroz (PAR-IAR) contenido en el pldsmido pActl-F4 (Mc Elroy et al., 1991) o el promotor 35S (Kay
et al., 1987), o un promotor tisular especifico. A titulo de ejemplo, se puede citar el promotor HMGW de trigo
o también el promotor PCRU del gen de la cruciferina de rdbano, permitiendo ambos una expresién de la protei-
na de interés en las semillas (Anderson O.D. et al., 1989; Depigny-This et al., 1992). Ventajosamente, se pueden
usar secuencias promotoras que inducen la expresion en condiciones de estrés hidrico (Kasuga et al., 1999). En-
tre los terminadores usables en las construcciones de la invencién, se puede citar, especialmente, el extremo 3’
del gen de la nopalina sintetasa de Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al., 1982). Se puede citar, igualmen-
te, el terminador polyA 35S del virus de la mosaica de la coliflor (CaMV), descrito en el articulo de Franck et al.
(1980).

La expresion de la proteina ASR puede también regularse mediante el uso de secuencias de tipo sefiales de di-
reccionamiento peptidico (cloropléstica, vacuolar, de retencién endopldsmica, etc), o de tipo secuencias de intrones,
secuencias intensificadoras, secuencias lideres.

En la presente invencidn, la secuencia de interés puede ser una secuencia nucleotidica que codifica para una pro-
tefna ASR, siendo dicha secuencia dispuesta en sentido. Cuando la secuencia que codifica para una proteina ASR esta
dispuesta en sentido, se obtiene una planta transformada que presenta un aumento de la proteina ASR con relacion a
una planta no transformada. Esta planta tiene la ventaja de resistir a un estrés hidrico de manera mas eficaz que una
planta no transformada.

El casete de expresion se inserta en un vector nucleotidico, tal como un pldsmido, que puede, ademds, comprender
un gen marcador, por ejemplo, un gen que permite seleccionar una planta transformada de una planta que no contiene
ADN extrafio transfectado. Como gen marcador, se puede citar un gen que confiere una resistencia a un antibiotico, por
ejemplo, a la higromicina (Herrera-Estrella et al., 1983) o una resistencia a un herbicida como sulfonamida Asulam
(documento WO 98/49316).

Este vector o cualquier secuencia que codifica para una proteina ASR, tales como las secuencias SEC ID n° 1,
SECID n° 3, SEC ID n° 4 y SEC ID n° 5 o secuencias homologas a éstas, se pueden utilizar para la transformacién
de las células vegetales segtin las técnicas conocidas por el experto en la materia, para la obtencién de las plantas que
presentan una resistencia incrementada a un estrés hidrico.

Segin un modo de realizacién del procedimiento de la invencidn, las células vegetales se transforman median-
te un vector tal como se define anteriormente, se transfiere en un hospedante celular susceptible de infectar dichas
células vegetales permitiendo la integracion en el genoma de éstas, de las secuencias nucleotidicas de interés ini-
cialmente contenidas en el genoma de dicho vector. Ventajosamente, el hospedante celular usado es una cepa bac-
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teriana, tal como Agrobacterium tumefaciens, especialmente segin el método descrito en el articulo de An et al.,
(1986), o también Agrobacterium rhizogenes, especialmente segin el método descrito en el articulo de Guerche et al.,
(1987).

Por ejemplo, la transformacién de las células vegetales se puede realizar mediante la transferencia de la regiéon T
del pldsmido circular extra cromosémico, indicador de tumores Ti de Agrobacterium tumefaciens, usando un sistema
binario (Watson et al., 1994). Para ello, se construyen dos vectores. En uno de estos vectores, la regién T ha sido
eliminada por supresién, con la excepcién de los bordes izquierdo y derecho, insertindose un gen entre ellos para
permitir la seleccion en las células de plantas. La otra pareja del sistema binario es un pldsmido Ti auxiliar, pldsmido
modificado que ya no tiene region T pero que sigue conteniendo todavia los genes de virulencia vir, necesarios para la
transformacion de la célula vegetal.

Segin un modo preferido, también se puede usar el método descrito por Ishida et al. (1996), para la transformacién
de los monocotiledones.

También se pueden citar otros modos de realizacién del procedimiento de la invencidn, especialmente los métodos
de transferencia directa de genes a las células vegetales, tales como la microinyeccidn directa en embrioides de planta
(Neuhaus et al., 1987), la infiltracién al vacio (Bechtold ez al. 1993) o la electroporacién (Chupeau et al., 1989) o
también la precipitacion directa mediante PEG (Schocher et al., 1986) o el bombardeo mediante cafién de particulas
recubiertas del ADN plasmidico de interés (Fromm M. et al., 1990).

Segtn otro protocolo, la transformacioén se realiza segiin el método descrito por Finer et al. (1992), usando el cafién
de particulas de tungsteno o de oro.

La invencidn tiene igualmente por objeto una célula hospedante transformada mediante las secuencias nucleicas
descritas aqui arriba, asi como una planta o parte de planta, especialmente el fruto, semilla, grano, polen, hoja o
tubérculo, susceptibles de ser obtenidos mediante uno de los procedimientos expuestos anteriormente.

Puede tratarse, por ejemplo, de plantas de grandes cultivos (trigo, colza, girasol, guisante, soja, cebada, en particular
el maiz, etc.) o de plantas hortelanas y flores.

Las plantas transgénicas hibridas, obtenidas mediante hibridacién de al menos una planta segtin la invencién con
otra planta, también forman parte de la invencion.

La invencion se refiere especialmente a una planta que presenta un incremento de la expresion de la proteina ASR
con relacién a una planta no transformada, por ejemplo, de un factor 2 a 3. Este incremento de la expresion de la
proteina ASR confiere a las plantas transformadas una resistencia incrementada a un estrés hidrico.

La resistencia al estrés hidrico de las plantas transformadas segtin la invencidn, frente a las plantas de control, se
puede apreciar a partir de diversos métodos de medicién morfoldgica, fisiolégica y/o bioquimica, para condiciones de
irrigacion particulares. A titulo de ejemplo, la medicién de la tolerancia al estrés se puede realizar mediante observa-
cion fenotipica, (i) de la senescencia foliar, mediante mediciones morfolégicas y mediante evaluacién de la clorofila
de los discos foliares, (ii) de la protandria o fecha de floracion de las plantas machos y hembras, (iii) del crecimiento
de la planta mediante la medicién de la longitud y anchura finales de las hojas, asi como de la altura final de la planta,
y mediante el estudio del enroscamiento de las hojas, o también (iv) del rendimiento en grano, del peso de mil granos,
del ndmero de espigas por planta.

El estrés sufrido por las plantas también se puede evaluar midiendo el contenido en ABA (método de Quarrie et
al., 1998), o midiendo el potencial hidrico, o también, cuando sea apropiado, siguiendo la expresion de la proteina
mediante electroforesis bidimensional a partir de una muestra de hoja.

Las plantas obtenidas segin la invencidn también se pueden usar en experimentos de complementacion de alelos,
para validar la funcién del gen insertado. El uso de los transformantes en experimentos de retrohibridacién permite
aportar Unicamente el gen insertado en el origen genético parental, sin mds secuencias que podrian influir sobre el
fenotipo del recombinante en cuanto a la tolerancia a la sequia.

Preferentemente, se une el gen insertado con un gen marcador de seleccion, que facilita la monitorizacién de los
retrocrecimientos y, por consiguiente, la monitorizacion de la insercién del gen de interés en la linea en la que se desea
validar el efecto.

El principio consiste en cruzar el transformante con la linea parental que no posee el alelo favorable del gen de
interés, y comparar los fenotipos de la linea recombinante con las lineas parentales. En estos experimentos complemen-
tarios, también se pueden usar transformantes que contienen las secuencias genémicas. Este ensayo complementario
permite verificar especialmente que la sobreexpresion del ADNc sentido complementa el efecto del alelo débil (o nu-
lo). Asi, por ejemplo, se puede validar que el gen ASRI1 es el gen responsable del QTL y del PQL (“Loci de Proteina
Cuantitativo”), encontrado en esta posicion genética sobre el cromosoma 10 en el maiz. Variando la cantidad de esta
proteina entre diferentes lineas, se pueden detectar y explotar para la mejora de las plantas expresiones mas fuertes,
incluso alelos mds favorables. La deteccién de plantas que presentan alelos favorables se puede realizar mediante de-
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terminaciones inmunolégicas con anticuerpos especificos de la proteina ASR1 (ensayo ELISA, transferencia Western,
etc.).

Se integra igualmente en el &mbito de la invencién el uso de un dcido nucleico que codifica para una ASR o un frag-
mento de éste, como sonda o cebador para una amplificacién de tipo PCR, para la seleccion de plantas transformadas,
que presentan una mejor resistencia al estrés hidrico.

Las secuencias de dcidos nucleicos que codifican para una ASR, tales como las denominadas SEC ID n° 1, SEC
ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, asi como cualquier oligonucleétido obtenido a partir de una de estas secuen-
cias, se pueden usar como sondas en programas de seleccion asistida mediante marcador, por ejemplo, para seguir la
introgresion del gen que codifica para la proteina ASR de maiz en una planta. Para ello, se marca al menos una de
estas sondas, por ejemplo mediante un isétopo radioactivo, y después se pone en contacto con el ADN genémico de la
planta, previamente digerido mediante enzimas de restriccion, en condiciones que permiten la hidratacién especifica
de la sonda marcada con el ADN en cuestién. También se pueden usar otras técnicas que usan por ejemplo la PCR
para realizar un genotipado.

Las figuras y los ejemplos siguientes ilustran la invencién sin limitarla.

Leyenda de las figuras

La figura 1 representa un mapa de restriccion del plasmido pWP 280 que contiene el promotor pActina intrén~bar-
nasa~Nos PolyA.

La figura 2 representa un mapa de restriccién del vector intermedio pBIOS 308 que contiene el ADNc de ZmASRI1
sentido.

La figura 3 representa un mapa de restriccion del vector intermedio pBIOS 309 que contiene el ADNc de ZmASRI1
antisentido.

La figura 4 representa el efecto de cada acontecimiento de transformacion “antisentido” o “sentido” con relacién
a su testigo (sensible al glufosinato de amonio), sobre la senescencia foliar, efecto medido el primer dia de anotacién
después de la floracion.

La figura 5 representa una cinética del efecto, para el conjunto de los acontecimientos “sentido”, “no transforma-
dos” y “antisentidos”, dispuestos o no en condiciones de estrés hidrico, sobre la senescencia foliar.

Ejemplos

Ejemplo 1

Obtencion y clonacion del ADNc de ZmAsrl de una linea de maiz que expresa altamente la proteina ASR
a) Condiciones de cultivo y extracciones para las plantas que sirvieron para aislar el ADNc

Se clon6 el ADNc de ZmAsrl1 a partir de lineas de maiz Io (Riccardi et al., 1998) o a partir de lineas de maiz
seleccionadas segin los mismos criterios que lo.

Las plantas de maiz se cultivan en perlita en condiciones controladas en una camara de cultivo (luz: 450 mmoles
m™2 s7!, fotoperiodo: 16 h, temperatura dia/noche: 25°C/20°C, humedad relativa del 60%), regadas con una disolucién
nutritiva. Cuando las plantas llegan a la etapa de “5 hojas” (5* hoja emergente), o se para el riego de las plantas
en condiciones de estrés hidrico, o bien, se siguen regando las plantas de control. Diez dias mas tarde, se realizan
extracciones en la parte envainada del limbo de la 7* hoja.

b) Aislamiento de los ADNc especificos del estado de estrés hidrico mediante hibridacion diferencial

Se prepara un banco de ADNc a partir de ARNm de hojas de plantas estresadas y del kit de clonacién Lambda
CAPII cDNA sintesis/Gigapack GoldI (Stratagene, La Jolla, USA), segtin las indicaciones del fabricante.

Los ARNm preparados a partir de las hojas de plantas estresadas y de las plantas de control se transcriben en
ADNC radiomarcado usando 100 uCi de **P-dATP y hexanucleétidos que sirven de cebadores aleatorios (Sambrook
et al., 1989). Los ADNc monocatenarios, que proceden de una planta estresada o bien de la planta de control, se
hibridan en una misma proporcién sobre los clones de ADNc del banco. La temperatura de hibridacién en el sistema
tampon fosfato/SDS/EDTA (Church y Gilbert, 1984) es de 68°C, y los lavados finales se realizan con disoluciones que
contienen 0,1xSSC 0,05% (peso/volumen) SDS.
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Los clones marcados se recuperan mediante escision in vivo del fagémido segtin el protocolo de Stratagene usando
E. coli SOLR, y el fago auxiliar “Exassist”. El ADN de estos clones se secuencia y se compara con bancos de secuen-
cias de dcidos nucleicos (BLAST) segun el método descrito en Altschul et al. (1990). Uno de estos clones presenta
una alta homologia con Asrl de tomate, y se denomina ZmAsr1 para Zea maiza Asrl.

Ejemplo 2
Secuencias genomicas de ZmASRI

Los cebadores cASRI1-1F (5’-TGTCGATCCAATTGTCACTT-3’)= SEC ID n° 6, y cASR1-740R (5’-TGGA
GAAACGTAAACAACTA-3’)= SEC ID n° 7, definidos en los dos extremos de la secuencia de ADNc de la pro-
tefna ASRI1, se usan en amplificaciéon de PCR sobre el ADN total de la linea de maiz. Las reacciones de PCR se
realizan segun las técnicas convencionales.

Los productos de PCR se analizan en electroforesis: se recupera una banda de 900 pb para extraerle el ADN y
clonarlo segtin las técnicas convencionales. Después de verificar su tamaiio, los injertos se extraen y se secuencian.

Ejemplo 3

Construccion de genes quiméricos que permiten la expresion constitutiva de la proteina ASRI o de un antisentido que
lleva a su inhibicion

En un primer lugar, se realiza la construccién de 2 vectores plasmidicos de base pBIOS 306 y pBIOS 307 que
contienen el promotor actina-intrén actina (pAct), el ADNc del gen Asrl, sentido y antisentido respectivamente, y el
terminador de la nopalina sintasa (terNos) que introduce una sefial de poliadenilacién funcional en numerosas especies
vegetales.

Después, se realizan vectores intermedios para la recombinacién homéloga con el vector pSB1 de Japan Tobacco
(documento EP 672.752) en Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA 4404 (Hoekema et al., 1993).

La transferencia seguida de la expresion de los genes (gen de seleccién y gen de interés) en el maiz se basa en
las propiedades naturales de Agrobacterium tumefaciens (Zambrisky et al., 1989) y en la estrategia del pldsmido
superbinario (Hiei et al.; 1994 y Ishida et al.; 1996).

Las enzimas de restriccion usadas para las clonaciones se suministran por New England Biolabs (New England
Biolabs, UK). Las reacciones enzimadticas se realizan siguiendo los protocolos descritos por Sambrook et al., en el

manual Molecular cloning (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, Nueva York).

a) Construccion de los vectores plasmidicos de base para la expresion constitutiva del gen Asrl y de su antisentido

Se realizaron las construcciones moleculares que permiten la expresién del gen Asrl sentido y antisentido de
manera constitutiva tal como se describe a continuacion:

- clonacién del fragmento I/Xhol de 795 pb (ADNc Asrl = SEC ID n° 1) en el vector pBIOS 298 restringido
a EcoRV.

El vector pBIOS 298 contiene el promotor actina-intrén actina (pAct) (Mc Elroy et al. 1991) y el terminador Nos.
Este vector se generd mediante supresion del fragmento Pstl de 366 pb (gen Barstar) del vector pWP 280, que contiene
el casete pActin-intron~Barstar~Nos polyA (Figura 1).

Esta clonacion no orientada permite obtener 2 nuevos vectores:

- el vector pBIOS 306 portador del gen pAct-ZmAsr1 sentido-terNos
- el vector pBIOS 307 portador del gen pAct-ZmAsr1 antisentido-terNos

La orientaciéon del ADNc con relacién al promotor de actina se determiné mediante restriccidén enzimadtica sencilla
con Eagl y doble restriccién enzimatica HindIII-EcoRV.

b) Construccion de los vectores intermedios para la recombinacion homdloga con pSBI (obtencion de pldsmidos
superbinarios)

Los vectores que sirven para la recombinacién homéloga en Agrobacterium tumefaciens derivan del vector pBIOS
273.
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* Construccion del plasmido pBIOS 273
El vector de base para la recombinacién homéloga es el vector pBIOS 273. Este vector se gener6 en 2 etapas:

- clonacién del fragmento BspDI/Xhol (pAct-Bar-terNos) del vector pDM 302 (Cao et al. 1992) en los sitios
Smal y BdspDI del vector pSB12 (Japan Tobacco). El vector que resulta de esta clonacién se denomina
pBIOS 272.

- Supresién del sitio Xhol en la posicién 3363 del vector pBIOS 272 mediante digestién parcial con Xhol,
y accion del ADN polimerasa I, fragmento grande (Klenow). El vector obtenido, que posee un dnico sitio
Xhol, se denomina pBIOS 273.

* Generacion de los vectores intermedios de recombinacion que contienen el ADNc Asrl sentido o antisentido

Estas construcciones se generaron a partir del vector pBIOS 274, que deriva del vector pBIOS 273 mediante
clonacién del fragmento (ProA9-Barnase-terCaMV) Xhol del vector pWP 128 (Paul et al., 1992) en el vector pBIOS
273 restringido a Xhol.

Los vectores intermedios pBIOS308 y pBIOS309 se obtuvieron mediante clonacién de los fragmentos Sall/Xhol
de 2970 pb de los vectores pBIOS 306 y pBIOS 307 en los sitios BspDI/Xhol del vector pBIOS 274.

Asi, estas clonaciones permiten sustituir el gen pA9-Barnasa-terCaMV del vector pBIOS 274 por el gen pAct-
ZmAsr1 sentido-terNos, denomindndose el vector resultante pBIOS 308 (Figura 2), o por el gen pAct-ZmAsr1 anti-
sentido-terNos, denominandose el vector resultante pBIOS 309 (Figura 3).

¢) Construccion de los vectores superbinarios de transformacion para la expresion del gen Asrl y de su antisentido
en Agrobacterium tumefaciens y en las plantas de maiz

* Construccion de los vectores superbinarios

Los vectores usados para la transformacién del maiz resultan de la recombinacién homdéloga de los plasmidos
pBIOS 308 y pBIOS 309 con el vector pSB1 (documento EP 672.752). El vector pSB1 contiene los genes virB y virG
del plasmido Ti pTiBo542 presente en la cepa de Agrobacterium tumefaciens A281 (ATCC 37349), el gen de resisten-
cia a la tetraciclina, un origen de replicacién funcional en E. coli y Agrobacterium, y una regién homdéloga encontrada
en los vectores intermedios pBIOS 308 y pBIOS 309. La presencia de esta region homdloga en el plasmido recep-
tor (pSB1) y los plasmidos intermedios (pBIOS 308 y pBIOS 309) es responsable del fenémeno de recombinacién
homologa.

Los vectores intermedios pBIOS 308 y pBIOS 309 se introducen en las células de Agrobacterium tumefaciens que
contienen el vector pSB1 mediante electroporacién, usando el aparato GIBCO BRL CELL PORATOR Voltaje Booster
seglin el método descrito por Mattanovitch et al. (1989) y el protocolo dado por el proveedor (Life Technologies,
USA).

Las agrobacterias que contienen los vectores superbinarios se seleccionan en un medio YT CaCl, en presencia de
rifampicina y espectinomicina con una concentracién de 50 mg/l. El gen de resistencia a la rifampicina estd portado
por el cromosoma bacteriano. La resistencia a la espectinomicina, portada por los plasmidos pBIOS 308 y pBIOS 309
(origen de replicacion en E. coli), se podréd expresar solamente después de la recombinacién homéloga con el vector
pSB1 (origen de replicacién funcional en Agrobacterium y E. coli).

Los pldsmidos superbinarios, obtenidos después de la recombinacién, se denominan pRec 308 (pBIOS 308 x
pSB1) y pRec 309 (pBIOS 309 x pSB1). Estos poseen origenes de replicacion funcionales al mismo tiempo en E. coli
y Agrobacterium tumefaciens, los genes de resistencia a la tetraciclina y a la espectinomicina, el ADN-T en el que se
encuentran los casetes de expresion de los genes Bar y Asrl (ADNc sentido o antisentido), y los genes de virulencia
virB y virG del plasmido pTiBo542.

e Caracterizacion de los vectores superbinarios pRec 308 y pRec 309

Estos plasmidos superbinarios pRec 308 (gen Asrl sentido) y pRec 309 (gen Asrl antisentido) se caracterizan
mediante la restriccion enzimdtica con Sall. Después, se realiza un andlisis de Southern de los fragmentos de restriccién
Sall. con la sonda Bar y la sonda del gen Asrl (correspondiendo esta sonda al fragmento EcoRI/Xhol de 795 pb del
vector pHHUS516, por lo tanto, al ADNc completo). Los perfiles obtenidos son los esperados.
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Ejemplo 4
Transformacion de las plantas de maiz
La transformacién de las plantas de maiz se realiza segun el protocolo de Ishida et al. (1996).

La transformacion empieza con un co-cultivo en el que los embriones inmaduros de las plantas de maiz (tamafio
que oscila de 1 a 1,2 mm) se ponen en contacto durante 5 minutos con Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 que
contiene los vectores superbinarios pRec 308 o pRec 309. Después, los embriones se colocan en un medio de LSAs
durante 3 dfas en la oscuridad y a 25°C.

La siguiente etapa consiste en la primera selecciéon de los callos transformados: los “callos de embriones™ se
transfieren en un medio de LSD 5 que contiene 5 mg/l de fosfinotricina y 250 mg/l de cefotaxima (eliminacién de
Agrobacterium tumefaciens). Esta etapa se lleva a cabo durante 2 semanas en la oscuridad y a 25°C.

La segunda etapa de seleccidn se realiza transfiriendo los embriones que se han desarrollado en el medio de LSD
5 en un medio de LSD 10 (10 mg/1 de fosfinotricina) en presencia de cefotaxima, durante 3 semanas, en las mismas
condiciones que en la primera seleccién (25°C, oscuridad).

La tercera etapa de seleccion consiste en cortar los callos de tipo I (fragmentos de 1 a 2 mm) y ponerlos durante 3
semanas en la oscuridad y a 25°C en un medio de LSD 10 en presencia de cefotaxima.

Después, se realiza la regeneracion de las plantulas cortando los callos de tipo I que han proliferado y colocdndolos
en un medio de LSZ en presencia de 5 mg/l de fosfinotricina y cefotaxima durante dos semanas a 22°C y con luz
continda. Las plantulas regeneradas se colocan en un medio de enraizamiento (Ishida et al., 1996) durante dos semanas
a 22°C con una iluminacién continda para la etapa de desarrollo.

Entonces, las plantas obtenidas se transfieren al fitotrén para su aclimatacion.

Ejemplo 5
Demostracion de la expresion de la proteina ZmASRI en las plantas transformadas

Las proteinas de las muestras de hojas que proceden de las plantas transformadas se extrajeron segtin el método de
Damerval et al. (1986), y después se analizaron mediante electroforesis bidimensional (EBD) siguiendo el protocolo
de Riccardi et al. (1998).

La electroforesis bidimensional consiste en separar los polipéptidos en funcién de su punto isoeléctrico y en fun-
cién de su peso molecular (electroforesis en presencia de SDS). Antes de la electroforesis, las proteinas se extraen
y se mantienen en condiciones desnaturalizadas: se elimina la estructura cuaternaria. Los distintos polipéptidos que
constituyen las proteinas oligoméricas migran independientemente durante las dos electroforesis. Después, los geles
se colorean con nitrato de plata.

El gel bidimensional asi obtenido se compara con aquel realizado a partir de proteinas de hojas de plantas A188
no transformadas.

Los resultados obtenidos de las plantas transformadas con la secuencia codificante “sentido” muestran, mediante
simple examen visual de estos dos geles, una expresién mds intensa de la proteina ASR1 en las plantas transformadas
con relacién a las plantas de control A188.

Parece todavia detectable el punto de ASR observado en las plantas transformadas con la construccion antisentido,
pero con una intensidad mas débil, lo que demuestra que los transformantes “antisentidos” expresan menos la proteina
que las plantas de control.

Este andlisis proteico demuestra, por lo tanto, una expresion de la proteina de ASR1 en las plantas transformadas,
en cantidad modificada con relacién a las plantas no transformadas.

Ejemplo 6
Medida de la tolerancia al estrés hidrico de las plantas transgénicas obtenidas segiin la invencion

La resistencia al estrés hidrico de las plantas transformadas segtin la invencion, con relacién a las plantas de control,
se puede apreciar a partir de diversos métodos de andlisis fenotipicos, fisioldgicos y/o bioquimicos, para condiciones
de irrigacidn particulares, en condiciones normales (cultivo tradicional con riego), y en condiciones de estrés hidrico.

A titulo de ejemplo, las condiciones hidricas en el campo pueden ser las siguientes:
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- una irrigacién normal en la parte irrigada, basada en 5 mm por dia monitorizado mediante tensiémetros
dispuestos a 30, 50, 70 cm de profundidad.

- una irrigacién restrictiva, sin aportacién de agua, si fuera posible hasta 10 dias después de la floracién.
Aproximadamente en esta fecha, se aportard agua cuando el estrés se juzgue demasiado intenso, el ritmo
de aportacion no deberd exceder 3 mm por dia.

Los datos de meteorologia y las condiciones de irrigacién se monitorizan.
Las anotaciones realizadas en los distintos periodos de floracién y de recolecta consisten en medir:
a) Medida de la tolerancia al estrés mediante observacion fenotipica

Los andlisis genéticos realizados anteriormente han sugerido un papel potencial de ASR1 en la senescencia fo-
liar y la protandria (desfase entre la floracién macho y hembra) en condiciones de sequia. Por lo tanto, se estudian
preferiblemente estas caracteristicas.

La senescencia foliar se puede estudiar mediante mediciones morfoldgicas que consisten en contar el nimero de
hojas desecadas y verdes en 4 fechas espaciadas en 15 dias, a partir de la fecha de floracién o en las distintas etapas de
desarrollo. Cuando se observan comportamientos muy diferentes en cuanto al enrollamiento y el color de las hojas, se
realiza una medicién seglin una escala de 0 a 5 (desde la mds tolerante hasta la menos tolerante al estrés).

También se puede medir la senescencia mediante evaluacion de la clorofila sobre extracciones de discos foliares
en la hoja de la espiga hasta la floracion.

La protandria o desfase entre las fechas de floracion de las plantas machos (presencia de polen) y hembras (salida
de los filamentos) se mide asi: las fechas de aparicién de los filamentos y del polen se anotan individualmente para
cada planta, y la dindmica se representa mediante la curva del porcentaje de plantas que hayan florecido en funcién
del tiempo.

Por otra parte, se realizan diferentes mediciones de la recolecta para evaluar el efecto de tolerancia al estrés sobre la
produccién de granos, especialmente: el porcentaje de fecundacién (relacién del nimero de granos por espiga/niimero
de 6vulos fecundables), el nimero de filas por espiga, el nimero de granos por fila, la humedad de los granos, el peso
de 1000 granos, el nimero de plantas infectadas por Fusarium.

El uso de un ensayo de identificacién no destructivo que usa el glufosinato de amonio permite distinguir facilmente
en cada descendencia transgénica las plantas resistentes al glufosinato de amonio de las plantas sensibles, conteniendo
las plantas resistentes el gen Asr unido genéticamente al gen marcador de seleccidn, salvo evento de recombinacion.
Este ensayo consiste en aplicar en el extremo de una hoja una disolucién de glufosinato de amonio y observar el
fenotipo resultante, sin perjudicar al resto de la planta: causa una necrosis en el extremo de la hoja y se deseca cuando
la planta es sensible, o sigue siendo verde si la planta es resistente. Esto permite observar en las mediciones de
tolerancia al estrés si el transgen de ASR influye positivamente en la respuesta al estrés en funcién de la expresion del
gen sentido o antisentido.

b) Evaluacion del estrés sufrido por las plantas

Se realizan extracciones sobre las hojas, con el fin de medir el contenido en ABA (método de Quarrie et al., 1988),
y, cuando sea apropiado, la expresion de la proteina mediante electroforesis bidimensional.

El estrés sufrido por las plantas se puede evaluar midiendo el potencial hidrico de base con la ayuda de una cdmara
a presion portatil sobre plantas no transformadas, en condiciones de control y en condiciones de estrés hidrico. Se
pueden igualmente realizar mediciones del contenido relativo de agua de las hojas.

Se midi6 la senescencia foliar, que permite una reduccién de la superficie de evaporacién y una nueva movilizacién
de los metabolitos hacia el resto de la planta tal como se describe aqui arriba, sobre plantas adultas, después de la
floracién, mediante el recuento del nimero de hojas en las que al menos 50% de la superficie esta seca.

Se observa un efecto significativo de la expresion de la proteina ASR en la proporcién de hojas secas. Efectiva-

mente, cuando se relacionan con sus controles propios, los acontecimientos “sentido” presentan, en un tiempo dado,
una proporcion de hojas secas mds grande que acontecimientos “antisentido” (Figura 4). Ademads, en condiciones de
estrés hidrico, las medidas de cinética de senescencia foliar muestran que los acontecimientos “sentido” envejecen
mads rdpidamente que los “no transformados”, y que los acontecimientos “antisentido” envejecen mas lentamente que
los “no transformados” (Figura 5).
Mediante la expresion “acontecimiento “sentido’” se entiende un acontecimiento que procede de una etapa inicial
de transformacién con un casete de expresion que contiene la secuencia ASR dispuesta en sentido. Mediante la expre-
sién “acontecimiento “antisentido”” se entiende un acontecimiento que procede de una etapa inicial de transformacién
con un casete que contiene la secuencia ASR dispuesta en antisentido.

9
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Los acontecimientos “sentido” que envejecen mds rapidamente que los “no transformados” en condiciones de
estrés hidrico, presentan, por lo tanto, una ventaja selectiva de tolerancia al estrés hidrico, especialmente para el caso
de un estrés de larga duracién (reduccién de la superficie de evaporacién y nueva movilizacién de los metabolitos
hacia el resto de la planta).

Los acontecimientos “antisentido” que envejecen mas lentamente que los “no transformados” en condiciones de
estrés hidrico, presentan igualmente un interés, en particular en el caso de un déficit hidrico de corta duracion. Efec-
tivamente, estas plantas habran conservado una superficie més grande de evaporacién y, por lo tanto, se beneficiardn
mds de una aportacion de agua (lluvias o irrigacién) posterior.

Por otra parte, las mediciones del estrés sufrido por las plantas (contenido de las hojas en ABA) revelaron un
ligero estrés pero altamente significativo: respectivamente 616 y 512 ng de ABA/g de materia seca en las plantas
estresadas y de control, o sea un aumento de aproximadamente 100 ng de ABA por gramo de materia seca en las
plantas estresadas. Esta respuesta es la misma para los acontecimientos “sentido” y “antisentido”, asi como para las
plantas no transformadas. Por lo tanto, la transformacién no parece tener efecto sobre la acumulacién del ABA en las
hojas.

Por lo tanto, estos resultados confirman que en presencia de un estrés hidrico ligero y de una expresién de ASR
débil en las plantas transformadas, se observan diferencias significativas.

Por otra parte, se midi6 el efecto de la tolerancia al estrés hidrico sobre la produccién de granos en relacién con el
rendimiento del grano, del peso de mil granos y del nimero de espigas por planta. Los resultados obtenidos, con un
estrés hidrico bajo, muestran medidas de rendimiento del grano comparables entre plantas transformadas (“sentido” y
“antisentido”) y plantas no transformadas, tomadas en condiciones de estrés o en condiciones normales.

Por lo tanto, la transformacién por un lado, y la tolerancia al estrés hidrico por otro, no parece afectar el rendimiento
del grano de las plantas.

Se efectuaron igualmente mediciones del crecimiento de las plantas. Se midieron las longitudes de 3 hojas por
debajo y por encima de la espiga en plantas “sentido” y “antisentido” después de la floracién, en ausencia de estrés
hidrico. Se observé una diferencia altamente significativa para las 3 hojas:

para las hojas FO, antisentido = 78,41 cm (p<0,01)
sentido = 76,11 cm

F1, antisentido = 77,96 cm (p<0,01)
sentido = 75,76 cm

F2, antisentido = 75,04 cm (p<0,01)

sentido = 72,94 cm

Globalmente, se observa por lo tanto una diferencia significativa de 2 cm de longitud para estas 3 hojas, siendo
las hojas de las plantas “sentido” mds pequefias que las de “antisentido”. Esta disminucién del crecimiento de la hoja
observada en los acontecimientos “sentido” se correlaciona, por lo tanto, con un mayor envejecimiento, conllevando
los dos fendmenos una superficie de evaporacion reducida, que permite a la planta tolerar mejor el estrés hidrico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencioén de una planta que presenta una cantidad modificada de proteina ASR, que le
confiere una mejor resistencia al estrés hidrico con respecto a una planta no transformada, que comprende las etapas
que consisten en:

- transformar al menos una célula de una planta con un vector que contiene un casete de expresion que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica para una proteina ASR que se expresa naturalmente
por una planta como respuesta a un estrés hidrico y cuya secuencia de aminodcidos presenta al menos 50%
de similitud con SEC ID n° 2, estando dicha secuencia nucleotidica insertada en sentido;

- cultivar la célula asi transformada a fin de generar una planta que contiene en su genoma dicho casete de
expresion.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que dicha proteina ASR procede de un cereal, tal como el maiz.
3. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, en el que dicha proteina ASR comprende la secuencia SEC ID n° 2.

4. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el casete de expresiéon comprende un promotor
que permite la expresion constitutiva de la secuencia que codifica para el ASR, por ejemplo, el promotor actina-intrén.

5. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el casete de expresién comprende un promotor
que induce la expresion en condiciones de estrés hidrico.

6. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el casete de expresion contiene una secuencia
seleccionada de entre la SECID n° 1, n° 3, n°4 o n° 5.

7. Planta o parte de planta, susceptible de ser obtenida mediante el procedimiento segun cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6.

8. Planta o parte de planta segtin la reivindicacioén 7, que presenta un aumento de la expresion de la proteina ASR
frente a una planta no transformada.

9. Planta o parte de planta segtn la reivindicacién 7 u 8, caracterizada porque se trata de una planta de grandes
cultivos seleccionada de entre el maiz, el trigo, la colza, el girasol y el guisante, en particular el maiz.

10. Planta transgénica hibrida susceptible de ser obtenida mediante un procedimiento que comprende:

a) obtener dos plantas transgénicas segtin el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y
b) hacer crecer estas plantas.

11. Uso de un 4cido nucleico que codifica para una proteina ASR que se expresa naturalmente por una planta como
respuesta a un estrés hidrico y cuya secuencia de aminodcidos presenta al menos 50% de similitud con la SEC ID
n° 2, para obtener una planta transgénica que presenta una cantidad modificada de proteina ASR, que le confiere una
resistencia incrementada al estrés hidrico con respecto a una planta no transformada.

12. Uso de un 4cido nucleico que codifica para una proteina ASR que se expresa naturalmente por una planta como
respuesta a un estrés hidrico y cuya secuencia de aminoacidos presenta al menos 50% de similitud con la SEC ID n°

2, o un fragmento de ésta, como sonda o cebador para la amplificacién, para la seleccion de plantas transformadas,
segun una de las reivindicaciones 7 a 10, que presentan una mejor resistencia al estrés hidrico.
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<130> BFF 00/0279
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<140>
<141>

<160> 7

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
211> 777
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> CDS

<222> (85)..(504)

<400> 1

tgtcgatcca attgtcacuit go

tctceotc caacaagcta attaaggccg gtegtcatecs

ctcttctage tegttttatt atce atg ocg gag gag aag cac cac cas cac
Met Ala CGlu Glu Lys His His His His

cac
His

1¢
ge<

Gly

gag
Glu

aag
Lys

gec
Ala

gag
Glu
S0

gec
Ala

aag

cty
Leu

ggc
Gly

gtg ¢

val

cag
Gin

cat
His
60

gce
Ala

cac

cat
His

c ege

Cly
30

cc acg

aac

Thr

aag
Lvs
15

gag
Glu

ggc
Glv

c aag

Lys

cte
Leu

cac
His
S5

agc
Gl

aag
Lvs

tes g

Ser

gag
Glu

roc

Phe

sag

1

gac
Asp

P

Ala

aac
Asn

cac
His
€5

gag
Glu

g atc

ile

gce
hla

gag
Glu

gag
Glu

g oo
WG W
n o 0O

cac
His
118

e

¢ gag

CGlu
100

g&g
Clu

ggc

-

=

gag
Glu

aag
Glu

gag
CGlu

gcc
Rla

gca
Ala
85

gtc
val

cac

Eis E

[{#]
o
13}

gag
Clu

cag
Gln

acg
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lyvs

g gcg

hla

cte
Leu

gty
val

=1

gce
Ala
23

acg

Tnr

gag
Glu

60
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Lvs Asp His Lys Asp Ala Glu Glu Ala Gly Gly Glu Lys Lys His Kis
125 130 i35
fTC too g5t tgatigatcce ctcoocgtatc gtogicocic coegogtgot 544
Phe Phe Gly
1490
acgcgrgegt grgtgagagt gatatcgage geocogecgts Tttgrgogeat gtacgratgt 604
atgcgotegl gtgatgcacg a&taagogrg gotacgtaat cratcogratg tatacgtgoyg 664
tgtatgcatg tgerigtgoa tgatcgtggt acgaggaccg aaaasatgta tgeaactetg 724
atttagitac atgtitagtli gttiacgiti Cctccaaaasa aaasaaadaa aaa 777
<210>2
<211> 140
<212> PRT
<213> Zea mays
<400> 2
Met Ala Glu Glu Lys His Z:is His His Eis Leu Phe Zis Kis Lvs Lys
1 5 10 15
Asp Glu Glu Gin Glu Glu Gln Leu Ala Giy Gly Gilv Tvr Giy Glu Ser
20 25 30
Ala Glu Tyr Thr Glu Ala Tnr Val Thr Glu Val val Ser Thr Gly Glu
35 40 45
Asn Glu Tyr Asp Glu Tyr Lvs Glu Glu Lys Gln His Lys His Lys Gln
50 55 60
His Leu Glv €lu Ala Gly rla Ile Ala Ala Gly Ala Phe Zla Leu Tyr
€5 70 75 80
Glu Lvs His CGlu Ala Lvs Lvs Asp Pro Glu His 2la =His Arg His Lys
85 20 95
Ile Glu Glu Glu val 2Ala zia Rla Ala Ala val Gly Ser Gly Glvw Phe
100 103 110
Ala Pne His Glu Eis His Glu Lvs Lys Lys Asp His Lvs Asp Ala Glu
113 120 128
Glu Ale Gly Glv GQlu Lys Lvs His His Phe pPhe Gly
130 135 1320
<210>3
<211> 592
<212> AND

<213> Zea mays



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 3

gagracaacg
gccgecggee
tatatcacata
cacaggatcac
cccagagceac
ctcecggegge
ggaggccggc
gtccctecec
tgcgegegta
tcgtacgtat
aaatgtatgc

<210>4

<211> 890
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 4

tgtcgatcca
trctagercg
cacaagaagg
gagTacacgg
tacaagaagg
gccgeeggeg
tatatacata
cacggatcacg
ceceggageac
ctcecggegge
ggaggeeggce
grcectecec
tgcgecgcegta
tcgtatgtat
aaatgtacgc

<210>5

<211> 814
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 5

gctaattaag
aagcaccacc
gecggeggcs
tccacgggcg
cagcacctcg
cecgatcegatc
tattaaccga
qtacgagaag
ggaggtcgeg
gaagaagaac
cggctgattg
actgatatcg
acgaataagc
gtatgatcgt

aggagaagca
cecttecgcact
catgaacgeg
ctcgTgtgac
gcgcaccgec
tctegecttee
ggcgagaaga
gtgtgctacg
cgtatgtatg
acgtgtgtgr
aactcrgatt

tca
a'.,
acgaggagca
ageccacggt
aggagaagca
ccrregeacet
catgaacgcyg
ctcgrgtgac
gcgeaccgec

Togeottee
ggcgagaaga
gtgtactacg
cgtatgtatg
acgtgrargt
aactcrgate

a
T

oot

o ot

g
c

w0

)Hrt
(s 2]

T

gcecggtegec
accaccaccrt
ggracggcga
agaacgagta
gcgaggcegg
cgatcctoct
acgaactgaa
cacgaggcaa
gcggegsegy
gaccacaagg
atccrecegt
agcgeecgec
gtggecracgt
ggnacgagga
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ataacgaa—a
gtggacatge
acaagatcga
acgagcacca
agcaccactt
cgrgcgtgtg
cgeregtgtg
atgcatgtgce
tacttacatg

gcetetecee
catggcggag
ggaggagcag
gacggaggtg
gcacaagcac
cgracatagt
ataacgaata
grggacatgce
acaagatcga
acgagcacca
agcaccactt
cgtgegrgtg
cgctcgtgtyg
atgcatgtac
tacttacatg

atcecectte
gttccaccat
gtecegecgag
cgacgagtac
cgccatcgces
tgagtagtat
tgatgatcac
agaaggacce
ccgreggete
acgecgagga
atcgrcgtec
gtgrtgtgcg
aatrctatcg:
ccgaaaaaat

caacaagcta
gaggagaadac
cagctcgcce
gtagigtcce
aagcagcacc
ccrtececgatcg
atatacttaaz
acagrtacagag
ggaggaggtc
cgagaagaag
ctrcggctga
tgagagrgat
atgcacgaat
grgtgtatga
tttagtogte

caacaagcta
gagaagcacc
ctegeegygceg
gigtecacsag
aagcagcacc
cctecgaceg
atatattaat
acagtacgag
ggaggaggtc
cgagaagaag
cttcggctga
tgagagtgat
atgcacgaat

tgtgtatga
tttagttgre

tagctcgree
aagaaggacg
tacacggagg
aagaagcagg
gececggegece
atacatacat
ggatcacctc
ggagcacgcg
cggeggetece
ggcecggeage
ctecceegtar
cgegtacgza
atgtatacgs:
gtat

attaaaggcco
accaccacca

aagcacgagg
gcggcggeag
aaggaccaca
ttgatcccec
atcgagecgces
aagcgtgget
tcgtggtace
tacgtteec

attaacgeeg
accaccacca
gcgggtacgs
gcgagaacga
tcggcgacac
atccgatcce
cgaacgaact
aagcacgagg
gcggeagegg
aaggaccaca
ttgatcccee
atcgagegces
aagcgtggcet
tcgrggtacg
tacgtttcrce

tatctatccat
aggagcagga
ccacgatgac
agaagcagca
tcgecactegt
gaacgcgata
gtgtgacgta
caccgccaca
gcctteeacy
gagaagaagc
gctacgcgeg
tgtatgege:
grgtgtatgce

gcrcgtcatcc
ccaccrgtrc
cggcgagtce
czagtacgac
cggcgcecatc
ccrtgagrag
gaatgatgat
caaagaagga
cggccgrcga
aggacgccga
ccgtatcgee
cgcecgtgteg
acgctaactcta
acgaccgaaa
ca

gicaicecenc
cstgTiccac
cgagtccgre
gTacgacgag
cggcgccatc
ccitgagLag
gaatgatgat
caaagaagga
cgacegTegg
aggacgccga
ccgtaccge
cgcegrgor

acgtaactcra
aggaccgaaa

ggcggaggag
ggagcagcic
ggaggtagtg
caagcacaag
acgtagtce:
acgaatcaata
gacatgcaca
agatcgagga
agcaccacga
accactect:
cgtgrgtgag
cgtgtgatgc
acgrgeootgt
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€00
660
720
780
840
862

&0
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180
iC
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360
420
1890
540
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720
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<210> 6

<211> 20
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 6
tgtcgatcca attgtcactt

<210>7
<211>20
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 7

tggagaaacg taaacaacta
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