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DESCRIPCION
Plantas con digestibilidad mejorada y haplotipos marcadores
Campo de la invencion

La invencion se refiere a loci de rasgos cuantitativos (QTL) y marcadores asociados implicados y/o asociados con una
digestibilidad mejorada de plantas y partes de plantas, como el maiz. La invencion se refiere ademas a los usos de
tales QTL o marcadores para propésitos de identificacion y/o selecciéon, asi como plantas transgénicas o no
transgénicas.

Antecedentes de la invencion

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo forrajero anual mas importante del mundo. Cada afio se ensilan mas de 3 millones
de hectareas de maiz, principalmente en el norte de Europa. Debido al alto contenido energético y a la eficiencia de
conversion alimenticia, el maiz forrajero es un cultivo alimenticio importante para el ganado lechero y de carne, y esta
afectando significativamente la produccién de leche y carne. Existe una amplia variacion genética en las caracteristicas
del forraje tanto para la planta entera de maiz como para el rastrojo (Geiger et al., 1992; Barriére et al., 2003).

Por lo tanto, mejorar la digestibilidad es un objetivo importante para los programas de mejoramiento de maiz forrajero.
La energia suministrada por el forraje a la dieta de un animal rumiante o herbivoro esta relacionada con la ingestibilidad
y digestibilidad del forraje. La digestibilidad de cualquier componente del forraje (materia seca, materia organica o
pared celular) se mide como porcentaje de ensilaje absorbido en el tracto digestivo del animal (Barriere et al., 2003).
La digestibilidad general del maiz forrajero se ve afectada por la fraccion altamente digestible del grano y el rastrojo.
La composicion y la digestibilidad del rastrojo limitan la calidad del maiz forrajero. Las principales fracciones de
rastrojos son las hemicelulosas, la celulosa y las ligninas. Los cultivares modernos de maiz forrajero combinan un alto
rendimiento de materia seca con una alta digestibilidad del rastrojo.

Es demasiado costoso realizar mediciones de digestibilidad con animales, especialmente cuando se realiza una
evaluacioén a gran escala de germoplasma en programas de fitomejoramiento. Se han desarrollado métodos biolégicos
y quimicos para evaluar la digestibilidad del maiz y otros cultivos forrajeros (Van Soest et al., 1963). La fibra detergente
neutra (NDF), el residuo después de eliminar el contenido soluble de las células, es un indicador importante de la
pared celular y la celulosa de las plantas. La digestibilidad in vitro de la NDF (IVNDFD) de los forrajes es una estimacion
de la digestibilidad de la pared celular asumiendo que la parte del material vegetal que no es de NDF es completamente
digerible (Méchin et al. 2000). Ademas, se ha informado que el uso de NIRS mide con precision las caracteristicas de
digestibilidad en muchos cultivos forrajeros, incluido el maiz (Libberstedt et al., 1997a, b; Zimmer et al., 1990).

Libberstedt et al. (1997a, b) publicaron por primera vez QTL relacionados con las caracteristicas agronémicas y de
calidad del maiz forrajero, y QTL para la digestibilidad de toda la planta. La explotacion de la variacion genética
disponible para la digestibilidad del rastrojo mediante la seleccion asistida por marcadores (MAS) parece ser una forma
prometedora de mejorar la digestibilidad del forraje. Ademas de la variacién genética, la variacion ambiental podria
ser larazén de esos rasgos inconsistentes. Los analisis de QTL de las caracteristicas del forraje en cuatro poblaciones
de maiz diferentes revelaron solo unos pocos QTL que mostraban interacciones epistaticas o interacciones con el
medio ambiente (Libberstedt et al., 1998). Se detectaron siete QTL para DNDF mediante el uso de 242 RIL derivados
del cruce F838 x F286 que se evaluaron en experimentos de valor propio de por si valiosos en seis entornos, y se
encontraron dos QTL principales (Barriére et al., 2010). Se realizaron analisis de QTL adicionales mediante el uso de
progenie RIL derivada de un cruce entre una linea antigua dentada y una linea dentada moderna, y se informaron por
primera vez nuevos QTL en los contenedores 2.06 y 5.04 para ADL/NDF y DNDF (Barriére et al. 2012).

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion abordar una o mas de las deficiencias de la técnica anterior. Existe
una necesidad persistente de mejorar la digestibilidad de los cultivos forrajeros, asi como la identificacion de plantas,
incluidas partes o derivados de plantas particulares que tengan una mayor digestibilidad. En particular, es un objetivo
de la presente invencién proporcionar nuevos QTL principales para la digestibilidad y el gen o genes causantes y la
provisién de marcadores que permitan el uso econémico de estos QTL en el desarrollo y mejoramiento del maiz.

Sumario de la invencién

La presente invencién se basa en la identificacion de un QTL principal para la digestibilidad de las plantas, asi como
en la identificacion de un gen F35H enlazado y responsable del QTL para la digestibilidad de las plantas y la
descripcion de un haplotipo marcador Unico para mejorar la digestibilidad.

Se han identificado marcadores moleculares que estan asociados con la digestibilidad de las plantas y se describen
alelos marcadores asociados con una digestibilidad mejorada. Uno de los alelos marcadores descritos es un gen F35H
mutado.

La invencion en particular se refiere a métodos para detectar el alelo de QTL identificado asociado con una
digestibilidad mejorada, asi como a la deteccién de cualquiera de los alelos marcadores descritos. La invencion se
refiere ademas a los alelos marcadores y acidos polinucleicos descritos Utiles para la deteccion de los alelos
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marcadores, tales como cebadores y sondas, y kits que los comprenden. La invencion se refiere ademas a métodos
para mejorar la digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de maiz, en particular mediante la introduccién
artificial en las plantas y/o la seleccion de plantas que comprenden los alelos marcadores descritos en el presente
documento, como en particular la induccién de mutaciones de F35H, preferiblemente mutaciones que alteran
expresion de F35H o la actividad enzimatica de F35H, por ejemplo, reducir o eliminar la expresion de F35H o la
actividad de F35H o bien reducir la expresion de F35H o la actividad de F35H, o aumentar la actividad de F35H. La
invencion se refiere ademas a plantas de maiz con digestibilidad mejorada, asi como partes de plantas, en particular
rastrojo, con digestibilidad mejorada, en la que la planta de maiz o parte de una planta de maiz no se obtiene
exclusivamente mediante un proceso esencialmente bioldgico.

La presente invencion esta capturada en particular por una cualquiera o cualquier combinacion de uno o mas de los
siguientes elementos numerados [01] a [25], con cualquier otro elemento y/o realizaciones.

Un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada o
para seleccionar una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada que comprende

(i) opcionalmente, aislar material genético, preferiblemente material genético, de al menos una célula de la planta o
parte de la planta;

(ii) @) detecciodn de la presencia de un alelo de QTL, tal como un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada,
comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450, que tiene una mutaciéon que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del
gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o una mutacion que conduce a una
proteina F35H no funcional (p. proteina F35H) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la
traduccién, o

(i) b) deteccion de la expresion reducida o ausente del ARNm de un gen que codifica una flavonoide 3',5"-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H o una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H
truncada) o una proteina F35H con actividad enzimatica reducida, o

(i) c) deteccidn de la presencia de una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm de un
gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H (como una mutacion
por inactivacion o eliminacién), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina
F35H truncada) o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion;

(iii) opcionalmente, seleccionar la planta o parte de la planta en la que esta presente el QTL o la mutacion o en la que
se reduce o elimina la expresion del ARNm y/o la proteina F35H o se reduce la actividad enzimatica de F35H;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o ¢) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

El método de acuerdo con el punto [01], en el que el método comprende la deteccion de la presencia del alelo marcador
molecular ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el
cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos
marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y
ma61125s01, preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido
polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacién
como cebador directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega conjuntamente con
la digestibilidad mejorada.

Una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada que comprende un alelo de
QTL asociado con una digestibilidad mejorada, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleétidos de
un gen que codifica un flavonoide 3',5"-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacion que conduce a
la expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutaciéon que conduce a una proteina
F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida
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tras la traduccion; o una planta de maiz o parte de una planta de maiz que comprende una secuencia de nucleétidos
de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacion que conduce
a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutacién que conduce a una
proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica
reducida tras la traduccién; o una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que comprende una secuencia
de nucledtidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene expresion
reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H o que tiene actividad enzimatica reducida; o una planta de
maiz o parte de una planta de maiz que comprende una molécula de ARNi, tal como ARNbc, ARNpi, ARNph o miARN,
dirigida contra, que se dirige o que hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F35H, o que
comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica (y expresa o es capaz de expresar) una molécula de ARNi
dirigida contra, que se dirige a o que se hibrida con una secuencia de nucledétidos que codifica una proteina F35H; o
una planta de maiz o parte de una planta de maiz que comprende un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, tal
como un sistema CRISPR/Cas13a, dirigido contra o que se dirige a una secuencia de nucleétidos que codifica un
flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 o una o mas secuencias de polinucledtidos que codifican (y
expresan o son capaces de expresar) dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
dela SEQID NO: 3;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas;

en el que la planta de maiz o parte de la planta de maiz no se obtiene exclusivamente mediante un proceso
esencialmente bioldgico.

La planta de maiz o parte de una planta de maiz de acuerdo con el punto [03] que comprende el alelo marcador de
ma61134xxx.

La planta de maiz o parte de una planta de maiz de acuerdo con el punto [03] o [04], en la que dicha planta comprende
dicho alelo de QTL, dicho alelo marcador, dicha secuencia de nucledtidos del gen que codifica el flavonoide 3',5'-
hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene la mutacién, codificando dicha molécula de ARNi o dicha secuencia
de polinucledtidos (y expresando o siendo capaz de expresar) la molécula de ARNi, dicho sistema CRISPR/Cas
especifico de ARN y/o dichas una o mas secuencias de polinucleétidos que codifican (y que expresan o son capaces
de expresar) el sistema CRISPR/Cas especifico de ARN como transgén o como (gen) enddégeno editado.

Un método para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, que comprende la
introduccion a través de una integracion estable o transitoria por medio de transformacion, insercion usando tecnologia
de edicion de genes o modificacién usando mutagénesis aleatoria o dirigida en el genoma de la planta o parte de la
planta

(a) una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450,
que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal
como una mutacion por inactivacién o eliminacion), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional
(por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la
traduccion.

Un método para mejorar la digestibilidad de una planta o parte de una planta, que comprende reducir la expresion del
ARNm de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H,
reduciendo la actividad enzimatica de un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a) o b) en comparacién con una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2922902 T3

(iv) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

El método de acuerdo con el punto [07], que comprende

(a) introducir en una secuencia de nucleétidos de un gen enddégeno que codifica el flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H)
del citocromo P450 (en el genoma de la planta o de la parte de la planta) una mutacién que conduce a una expresion
reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o
una mutacion que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina
F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion, o

(b) introducir en la planta o en la parte de la planta una molécula de ARNi, tal como ARNbc, ARNpi, ARNph o miARN,
dirigida contra, que se dirige a, o que se hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F35H, o
una secuencia de polinucledtidos que codifica (y expresa o es capaz de expresar) una molécula de ARNi dirigida
contra, que se dirige a, o que se hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F35H, o

(c) introducir en la planta o la parte de la planta un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, tal como un sistema
CRISPR/Cas13a, dirigido contra o que se dirige a una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina F35H, o una
0 mas secuencias de polinucledtidos que codifican (y expresan o son capaces de expresar) dicho sistema
CRISPR/Cas especifico de ARN, o

(d) introducir en la planta o parte de la planta un compuesto quimico o un anticuerpo que reduzca (o sea capaz de
reducir) la actividad enzimatica de la proteina F35H o inhiba (0 sea capaz de inhibir) la actividad enzimatica de la
proteina F35H tras la interaccion con dicho F35H.

Un método para producir una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, que
comprende

(a) introducir mediante integracion estable o transitoria mediante transformacion, insercion usando tecnologia de
edicion de genes o modificaciéon mediante mutagénesis aleatoria o dirigida en el genoma de una planta o parte de una
planta una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450,
que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal
como una mutacion por inactivacién o eliminacion), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional
(por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion,
o]

(b) introducir mediante modificacion utilizando mutagénesis aleatoria o dirigida en una secuencia de nucleétidos de un
gen enddgeno que codifica el flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 (en el genoma de la planta o una
parte de la planta) una mutaciéon que conduce a la expresién reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina
F35H (tal como una mutacion por inactivaciéon o eliminacion), o una mutacion que conduce a una proteina F35H no
funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion, o

(c) introducir a través de integracion estable o transitoria por medio de transformacion o insercion utilizando tecnologia
de edicién de genes en la planta o la parte de la planta una molécula de ARNi, tal como ARNbc, ARNpi, ARNph o
miARN, dirigida contra, que se dirige a, o que se hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
F35H, o una secuencia de polinucleétidos que codifica (y que expresa o es capaz de expresar) una molécula de ARNi
dirigida contra, que se dirige a, o que se hibrida con una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina F35H, o

(d) introducir mediante integracion estable o transitoria por medio de transformacion o insercién utilizando tecnologia
de edicidon de genes en la planta o la parte de la planta un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, tal como un
sistema CRISPR/Cas13a, dirigido contra, o que se dirige a, una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
F35H, o una o mas secuencias de polinucledtidos que codifican (y expresan o son capaces de expresar) dicho sistema
CRISPR/Cas especifico de ARN, o

(e) introducir en la planta o parte de la planta un compuesto quimico o un anticuerpo que reduzca (o sea capaz de
reducir) la actividad enzimatica de la proteina F35H tras la interaccién con dicha F35H; y

(f) opcionalmente, regenerar una planta a partir de la parte de la planta de cualquiera de (a) a (e);

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:
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(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleoétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

Una planta o parte de una planta producida por el método de acuerdo con el punto [9].
Una progenie de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos [03] a [05] o [10].

El método, planta o parte de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha planta es
una planta de maiz, el QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende y/o esta flanqueado por los alelos
marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

El método, la planta o la parte de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que ma61134xxx
es una insercidon de uno o mas nucledtidos entre las posiciones 134254381 y 134254382 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, preferiblemente una insercion como se establece en la SEQ ID NO: 12; y/o ma61070s01
es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 121588825 del cromosoma 9 con referencia a la linea
PH207, en la que dicho nucledtido es A o T, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) como se
establece en la SEQ ID NO: 13; y/o ma30168s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicidon
139452428 del cromosoma 9 con referencia a la linea PH207, en la que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente
un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 14; y/o ma50827s01 es un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 127454426 del cromosoma 9 con referencia a la linea PH207,
en la que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) como se establece
en la SEQ ID NO: 15; y/o ma16983s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posiciéon 137363784 del
cromosoma 9 con referencia a la linea PH207, en la que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo
de un solo nucleétido (SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 16; y/o ma17117s01 es un polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) en la posicion 132038900 del cromosoma 9 con referencia a la linea PH207, en la que dicho
nucleotido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) como se establece en la SEQ ID
NO: 17; y/lo ma61125s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 135947973 del cromosoma 9
con referencia a la linea PH207, en la que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 18

El método, la planta o la parte de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que la mutacion
es una mutacion de marco de lectura o una mutacién no sentido, da como resultado una expresion alterada de la
secuencia de nucledtidos o una actividad enzimatica alterada de la proteina codificada, preferiblemente en una
expresion reducida o ausente de la secuencia de nucledtidos o una actividad enzimatica reducida de la proteina
codificada o una actividad enzimatica aumentada de la proteina codificada, da como resultado una secuencia de
proteina alterada codificada por la secuencia de nucledétidos, o es una insercion, eliminacién o sustitucion de al menos
un nucledtido en una regién codificante, en una sefal de empalme o en un elemento regulador de dicha secuencia de
nucledtidos.

El método, planta o parte de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que la mutacién es
una insercion, preferiblemente en un exon, preferiblemente una insercion en el primer exon, de uno o mas nucleétidos,
preferiblemente una insercién de cambio de marco, mas preferiblemente la insercion es de 187 nucledtidos o
aproximadamente 187 nucledtidos y/o la insercion esta entre la posicion 97 y 98 del gen F35H representado por la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1. En una realizacion preferida particular, el F35H mutado comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 11

El método, planta o parte de planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha parte de planta
no es material de propagacion.

El método, planta o parte de planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha parte de la
planta es rastrojo.

El método, la planta o la parte de la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en el que la planta es
o la parte de la planta es de maiz.

Un &acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), que se hibrida
especificamente con cualquiera de las secuencias de la SEQ ID NO: 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18, o el complemento
0 el complemento inverso de las mismas.
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Uso del acido polinucleico de acuerdo con el punto [19] o acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico
del alelo (marcador molecular), para la identificacion de una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad
mejorada o para la seleccion de una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada de acuerdo
con uno cualquiera de los puntos [03] a [05], preferiblemente en el método de acuerdo con el punto [01] o [02], en el
que preferiblemente el acido polinucleico es adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador inverso
para un locus en un intervalo cromosomico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada, en el que el
intervalo cromosémico esta en el cromosoma 9 y flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 vy
ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los
alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

Un método para producir un material vegetal ensilado o alimento para animales que tiene una digestibilidad mejorada,
que comprende

(a) cultivar la planta de acuerdo con cualquiera de los puntos [03] a [05] u [11] 0 una planta identificada o identificable
por el método de las reivindicaciones 1 0 2,

(b) cosechar la planta o una parte de ella,
(c) opcionalmente, trocear y/o triturar la planta o una parte de ella, y

(d) ensilar la planta o una parte de la misma de (b) o (c), opcionalmente afadiendo un estimulante como un inoculante
bacteriano, un azucar y una enzima.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Efectos de la DNDF (fibra detergente neutra digestible) de QTL en el cromosoma 9 del maiz (Zea mays).
Identificacion de un QTL fuerte para la digestibilidad en el cromosoma 9. Se indica el porcentaje de DNDF del rastrojo
de maiz.

Figura 2: Posiciones de loci marcadores para QTL de ensilaje. SeqCapture ha encontrado marcadores con base en
AGPv02 y WGS (secuenciacion del genoma completo) de la linea de QTL y la comparacioén con la referencia PH207.
Figura 3: Region genética finamente mapeada de QTL de ensilaje por marcadores moleculares en diferentes genotipos
recombinantes.

Figura 4: Alineacioén de la secuencia de nucleétidos de un gen de referencia F35H y un gen F35H mutado de acuerdo
con una realizacion de la invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Antes de describir el presente sistema y método de la invencién, debe entenderse que esta invenciéon no se limita a
sistemas y métodos o combinaciones particulares descritos, ya que tales sistemas, métodos y combinaciones pueden,
por supuesto, variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en este documento no pretende ser
limitativa, ya que el alcance de la presente invencién estara limitado unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

Como se usa en este documento, las formas singulares "un", "uno, una" y "el, l1a" incluyen tanto los referentes en
singular como en plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Los términos "que comprende”, "comprende" y "comprendido por" tal como se utilizan en este documento son
sindnimos de "que incluye", "incluye" o "que contiene", "contiene" y son inclusivos o abiertos y no excluyen miembros,
elementos o etapas del método adicionales no mencionados. Se apreciara que los términos "que comprende”,
"comprende" y "comprendido por" tal como se utilizan en el presente documento comprenden los términos "que
consiste en", "consiste" y "consiste en", asi como los términos "que consiste esencialmente en", "consiste

esencialmente" y "consiste esencialmente en".

La mencioén de intervalos numéricos por puntos finales incluye todos los niumeros y fracciones incluidos dentro de los
respectivos intervalos, asi como los puntos finales mencionados.

El término "aproximado" o "aproximadamente", como se usa en este documento cuando se refiere a un valor medible
tal como un parametro, una cantidad, una duracion temporal y similares, pretende abarcar variaciones de +/- 20 % o
menos, preferiblemente +/- 10 % o menos, mas preferiblemente +/- 5 % o menos, y aun mas preferiblemente +/- 1 %
o menos y del valor especificado, en la medida en que tales variaciones sean apropiadas para realizar en la invencion
divulgada. Debe entenderse que el valor al que se refiere el modificador "aproximada" o "aproximadamente" también
se describe de forma especifica y preferiblemente.

Mientras que los términos "uno o mas" o "al menos uno", tal como uno 0 mas o al menos uno o unos miembros de un
grupo de miembros, es claro en si mismo, por medio de una mayor ejemplificacion, el término abarca, entre otras
cosas una referencia a cualquiera de dichos miembros, o a dos 0 mas de dichos miembros, tales como, por ejemplo,
cualquiera 23, 24, =5, 26 0 27, etc. de dichos miembros, y hasta todos de dichos miembros.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos utilizados en la divulgacién de la invencion, incluidos los
términos técnicos y cientificos, tienen el significado que comunmente entienden los expertos en la técnica a la que
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pertenece esta invencion. A modo de orientacion adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor
las ensefianzas de la presente invencion. Trabajos de referencia estandar que establecen los principios generales de
tecnologia de ADN recombinante incluyen Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et
al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Current Protocols in Molecular Biology, ed.
Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1992 (con actualizaciones periédicas) ("Ausubel
et al. 1992"); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications, Academic Press: San Diego, 1990; PCR 2: A Practical Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames
and G.R. Taylor eds. (1995); Harlow and Lane, eds. (1988) Antibodies, A Laboratory Manual; y Animal Cell Culture
(R.I. Freshney, ed. (1987). Los principios generales de la microbiologia se exponen, por ejemplo, en Davis, B. D. et
al., Microbiology, 3a ed., Harper & Row publishers, Filadelfia, Pensilvania (1980).

En los siguientes pasajes, se definen con mas detalle diferentes aspectos de la invencién. Cada aspecto asi definido
puede combinarse con cualquier otro aspecto o aspectos a menos que se indique claramente lo contrario. En particular,
cualquier caracteristica indicada como preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otra caracteristica o
caracteristicas indicadas como preferidas o ventajosas.

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a "una realizacion" significa que un rasgo, estructura o
caracteristica particular descrita en relacion con la realizacién esta incluida en al menos una realizacion de la presente
invencion. Por lo tanto, la aparicion de la frase "en una realizacidon" en varios lugares a lo largo de esta memoria
descriptiva no se refiere necesariamente a la misma realizacion, pero puede. Ademas, los rasgos, estructuras o
caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada, como sera evidente para un experto
en la materia a partir de esta divulgacion, en una o mas realizaciones. Ademas, aunque algunas realizaciones descritas
en el presente documento incluyen algunas pero no otras caracteristicas incluidas en otras realizaciones, las
combinaciones de caracteristicas de diferentes realizaciones estan destinadas a estar dentro del alcance de la
invencion y forman diferentes realizaciones, como entenderan los expertos en la técnica. Por ejemplo, en las
reivindicaciones adjuntas, cualquiera de las realizaciones reivindicadas puede usarse en cualquier combinacion.

En la siguiente descripcion detallada de la invencion, se hace referencia a los dibujos adjuntos que forman parte de la
misma, y en los que se muestran a modo de ilustracién Unicamente realizaciones especificas en las que se puede
poner en practica la invencion. Debe entenderse que pueden utilizarse otras realizaciones y pueden realizarse cambios
estructurales o légicos sin apartarse del alcance de la presente invencion. La siguiente descripcion detallada, por lo
tanto, no debe tomarse en un sentido limitativo, y el alcance de la presente invencidon esta definido por las
reivindicaciones adjuntas.

Los elementos (caracteristicas) y realizaciones preferidas de esta invencién se establecen a continuacién. Cada uno
de los elementos y realizaciones de la invencién asi definidos puede combinarse con cualquier otro elemento y/o
realizaciones a menos que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier caracteristica indicada como
preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otro rasgo o caracteristica o elemento indicados como
preferidos o ventajosos.

Como se usa en este documento, "maiz" se refiere a una planta de la especie Zea mays, preferiblemente Zea mays
SSp mays.

Como se usa en este documento, "sorghum" se refiere a una planta del género Sorghum, e incluye, sin limitaciéon
Sorghum bicolor, Sorghum sudanense, Sorghum bicolor x Sorghum sudanense, Sorghum x almum (Sorghum bicolor
x Sorghum halepense), Sorghum bicolor x Sorghum halepense, Sorghum x drummondii, Sorghum halepense y/o
Sorghum propinquum.

Como se usa en este documento, "cafia de azucar" se refiere a una planta de la especie Saccharum officinarum.

El término "planta" incluye plantas enteras, incluidos los descendientes o descendientes de las mismas. El término
"parte de la planta" incluye cualquier parte o derivado de la planta, incluidos tejidos o estructuras vegetales particulares,
células vegetales, protoplastos vegetales, cultivos de células o tejidos vegetales a partir de los cuales se pueden
regenerar plantas, callos de plantas, grupos de plantas y células vegetales que estan intactos en plantas o partes de
plantas, tales como semillas, granos, mazorcas, flores, cotiledones, hojas, tallos, yemas, raices, puntas de raices,
rastrojos y similares. Las partes de plantas pueden incluir partes o derivados de plantas procesadas, que incluyen
flores, aceites, extractos, etc. En ciertas realizaciones la parte o derivado de planta como se menciona en el presente
documento es rastrojo.

Rastrojo, como se usa en este documento, tiene su significado habitual conocido en la técnica. A modo de orientacion
adicional, y sin limitacion, el rastrojo puede comprender, consistir en o consistir esencialmente en hojas y tallos de
cultivos de campo, tales como el maiz o el sorgo, que comunmente se dejan en un campo después de cosechar el
grano, o como cafa de azucar. El rastrojo también puede incluir mazorcas (por ejemplo, el nucleo central de una
mazorca de maiz, sin los granos). El rastrojo también puede excluir las mazorcas. El rastrojo también puede incluir
vainas o cascarillas (por ejemplo, la cubierta exterior frondosa de una mazorca de maiz). El rastrojo también puede
excluir vainas o cascarillas. El rastrojo es similar a la paja, el residuo que queda después de que cualquier grano de
cereal o pasto haya sido cosechado en la madurez para su semilla. Puede ser pastoreado directamente por el ganado
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0 secado para su uso como forraje. El rastrojo (de maiz) se puede usar como alimento, ya sea pastoreado como
forraje, picado como ensilaje para usarlo mas tarde como forraje, o recolectado para uso forrajero directo (no ensilado).
El forraje de maiz generalmente se ensila en regiones mas frias, pero se puede cosechar durante todo el afio en los
tropicos y alimentar a los animales como forraje verde. En el caso de uso de ensilaje, es habitual que toda la planta
(grano y rastrojo juntos) se corte en pedazos que luego se trituran entre rodillos durante la cosecha. Ademas de los
tallos, hojas, cascaras y mazorcas que quedan en el campo, también pueden quedar nucleos de grano de la cosecha.
Estos granos sobrantes, junto con el rastrojo de maiz, sirven como fuente adicional de alimento para el ganado en
pastoreo.

En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta comprende, consiste en, o consiste esencialmente en uno o
mas, preferiblemente todos entre, tallos, hojas y mazorcas. En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta
son hojas. En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta son tallos. En ciertas realizaciones, la parte o
derivado de la planta son mazorcas. En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta comprende, consiste en,
0 consiste esencialmente en uno o mas, preferiblemente todos entre, tallos y hojas. En ciertas realizaciones, la parte
o derivado de la planta comprende, consiste en, o consiste esencialmente en uno o mas, preferiblemente todos, entre
tallos y mazorcas. En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta comprende, consiste en, o consiste
esencialmente en una o mas, preferiblemente todos, entre hojas y mazorcas. En ciertas realizaciones, la parte o
derivado de la planta no es material de propagacion (funcional), tal como germoplasma, semilla o embrién de planta u
otro material a partir del cual se puede regenerar una planta. En ciertas realizaciones, la parte o derivado de la planta
no comprende drganos reproductores masculinos y femeninos (funcionales). En determinadas realizaciones, la parte
o el derivado de la planta es 0 comprende material de propagacion, pero material de propagacion que no se usa o no
se puede usar (mas) para producir o0 generar nuevas plantas, tal como material de propagacion que se ha convertido
quimica, mecanicamente o de otro modo en no funcionales, por ejemplo mediante tratamiento térmico, tratamiento
con acido, compactacion, trituracion, troceado, ensilaje, etc.

Como se usa en el presente documento, "digestibilidad" se refiere y se mide como porcentaje de producto (tal como
una planta de maiz, sorgo o cafia de azucar o parte o derivado de una planta, incluidos, por ejemplo, materia seca,
materia organica o pared celular del producto) absorbido en el tracto digestivo animal (Barriére et al. 2003). Se han
desarrollado métodos bioldgicos y quimicos para evaluar la digestibilidad del maiz y otros cultivos forrajeros (Van
Soest et al., 1963). La fibra detergente neutra (NDF), el residuo después de eliminar el contenido soluble de las células,
es un indicador importante de la pared celular y la celulosa de las plantas. La digestibilidad in vitro de la NDF (IVNDFD)
de los forrajes es una estimacion de la digestibilidad de la pared celular asumiendo que la parte del material vegetal
que no es NDF es completamente digerible (Méchin et al., 2000). Ademas, se ha informado que el uso de NIRS mide
con precision las caracteristicas de digestibilidad en muchos cultivos forrajeros, incluido el maiz (Lubberstedt et al.,
19973, b; Zimmer et al., 1990). En ciertas realizaciones, el animal es un mamifero. En ciertas realizaciones, el animal
es un rumiante. En ciertas realizaciones, el animal es un herbivoro. En ciertas realizaciones, el animal es un mamifero
herbivoro.

La digestibilidad mejorada a la que se hace referencia en el presente documento se refiere al aumento de la
digestibilidad de una planta o parte de una planta o derivado que tiene una caracteristica de acuerdo con la invencion,
tal como una mutacion, marcador, SNP o QTL, como se describe en este documento en otro lugar, en comparacion
con una planta o parte de una planta o derivado que no tenga tal caracteristica. En determinadas realizaciones, una
digestibilidad mejorada o aumentada se refiere a un aumento en el DNDF medio en al menos un 1 %, tal como al
menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 6 %, al menos el 7 %, al menos el
8 %, al menos el 9 % o al menos el 10 %, preferiblemente al menos el 2 %, mas preferiblemente al menos el 3 %, tal
como al menos el 4 %.

El término "locus" (plural loci) significa un lugar o lugares especificos o un sitio en un cromosoma en el que, por
ejemplo, se encuentra un QTL, un gen o un marcador genético. Como se usa en el presente documento, el término
"locus de rasgos cuantitativos" o "QTL" tiene su significado habitual conocido en la técnica. Por medio de orientacion
adicional, y sin limitacién, un QTL puede referirse a una regién de ADN que esta asociada con la expresion diferencial
de un rasgo fenotipico cuantitativo en al menos un trasfondo genético, por ejemplo, en al menos una poblacion
reproductora. La region del QTL engloba o esta intimamente ligada al gen o genes que afectan al rasgo en cuestion.
Un "alelo de un QTL" puede comprender multiples genes u otros factores genéticos dentro de una regiéon gendémica
contigua o grupo de enlace, tal como un haplotipo. Un alelo de un QTL puede indicar un haplotipo dentro de una
ventana especifica en la que dicha ventana es una region gendémica contigua que puede definirse y rastrearse con un
conjunto de uno 0 mas marcadores monomaorficos y/o polimorficos. Un haplotipo se puede definir por la huella digital
Unica de los alelos en cada marcador dentro de la ventana especificada. Un QTL puede codificar para uno o mas
alelos que afectan la expresividad de un fenotipo distribuido continuamente (cuantitativo). En ciertas realizaciones, el
QTL como se describe en el presente documento puede ser homocigoto. En ciertas realizaciones, el QTL como se
describe en el presente documento puede ser heterocigoto.

Como se usa en el presente documento, el término "alelo" o "alelos" se refiere a una o mas formas alternativas, es
decir, diferentes secuencias de nucledétidos, de un locus.

Como se usa en el presente documento, el término "alelos mutantes" o "mutacion” de alelos incluye alelos que tienen
una o mas mutaciones, tales como inserciones, eliminaciones, codones de parada, cambios de base (por ejemplo,
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transiciones o transversiones) o alteraciones en uniones de empalme/sitios de sefial de empalme, que pueden o no
dar lugar a productos genéticos alterados. Las modificaciones en los alelos pueden surgir en regiones codificantes o
no codificantes (por ejemplo, regiones promotoras, exones, intrones o uniones de empalme).

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "introgresion", "introgresado” e "que introgresa" se refieren
tanto a un proceso natural como artificial mediante el cual fragmentos cromosémicos o genes de una especie, variedad
o variedad de cultivo se trasladan al genoma de otra especie, variedad o variedad de cultivo mediante cruzamiento de
esas especies. El proceso puede completarse opcionalmente mediante retrocruzamiento con el padre recurrente. Por
ejemplo, la introgresion de un alelo deseado en un locus especifico puede transmitirse al menos a una progenie a
través de un cruce sexual entre dos padres de la misma especie, en la que al menos uno de los padres tiene el alelo
deseado en su genoma. Alternativamente, por ejemplo, la transmisién de un alelo puede ocurrir por recombinacion
entre dos genomas donantes, por ejemplo, en un protoplasto fusionado, en el que al menos uno de los protoplastos
donantes tiene el alelo deseado en su genoma. El alelo deseado puede detectarse, por ejemplo, mediante un marcador
que esta asociado con un fenotipo, en un QTL, un transgén o similar. En cualquier caso, la descendencia que
comprende el alelo deseado puede retrocruzarse repetidamente con una linea que tenga un ambiente genético
deseado y seleccionarse para el alelo deseado, para dar como resultado que el alelo se fije en un ambiente genético
seleccionado. "Fragmento de introgresion" o "segmento de introgresion" o "regidon de introgresion" se refiere a un
fragmento cromosomico (o parte o region cromosémica) que se ha introducido en otra planta de la misma especie o
de especies relacionadas, ya sea de forma artificial o natural, tal como por técnicas de cruzamiento o reproduccion
tradicional, tal como retrocruzamiento, es decir, el fragmento introgresado es el resultado de métodos de reproduccion
a los que se refiere el verbo "introgresar" (tal como retrocruzamiento). Se entiende que el término "fragmento de
introgresion" nunca incluye un cromosoma completo, sino solo una parte de un cromosoma. El fragmento de
introgresion puede ser grande, por €j., incluso tres cuartos o la mitad de un cromosoma, pero es preferiblemente mas
pequefio, tal como aproximadamente 50 Mb o menos, tal como aproximadamente 30 Mb o menos, aproximadamente
20 Mb o menos, aproximadamente 25 Mb o menos, aproximadamente 10 Mb o menos, aproximadamente 9 Mb o
menos, aproximadamente 8 Mb o menos, aproximadamente 7 Mb o menos, aproximadamente 6 Mb o menos,
aproximadamente 5 Mb o menos, aproximadamente 4 Mb o menos, aproximadamente 3 Mb 0 menos,
aproximadamente 2.5 Mb o 2 Mb o menos, aproximadamente 1 Mb (igual a 1,000,000 de pares de bases) o menos, o
aproximadamente 0.5 Mb (igual a 500,000 pares de bases) o menos, tal como aproximadamente 200,000 pb (igual a
200 kilopares de bases) o menos, aproximadamente 100,000 pb (100 kb) o menos, aproximadamente 50,000 pb (50
kb) o menos, aproximadamente 25,000 pb (25 kb) o menos.

Se dice que un elemento genético, un locus, un fragmento de introgresiéon, un QTL o un gen o alelo que confiere un
rasgo (tal como digestibilidad mejorada) es "obtenible de" o puede "obtenerse de" o "derivable de" o puede "derivarse
de" o "tal como esta presente en" 0 "como se encuentra en" una planta o parte de una planta como se describe en
este documento en otra parte si puede transferirse de la planta en la que esta presente a otra planta en la que no esta
presente (tal como como una linea o variedad) utilizando técnicas tradicionales de reproduccién sin que resulte en un
cambio fenotipico de la planta receptora aparte de la adicion del rasgo conferido por el elemento genético, locus,
fragmento de introgresion, QTL, gen o alelo. Los términos se usan indistintamente y el elemento genético, el locus, el
fragmento de introgresion, el QTL, el gen o el alelo pueden transferirse a cualquier otro ambiente genético que carezca
del rasgo. No solo se pueden usar los componentes que comprenden el elemento genético, el locus, el fragmento de
introgresion, el QTL, el gen o el alelo, sino también la progenie/descendientes de dichas plantas que han sido
seleccionadas para retener el elemento genético, el locus, el fragmento de introgresion, el QTL, el gen o el alelo, se
pueden usar y estan incluidos en este documento. El experto en la materia puede determinar si una planta (o0 ADN
genomico, célula o tejido de una planta) comprende el mismo elemento genético, locus, fragmento de introgresion,
QTL, gen o alelo que puede obtenerse de dicha planta utilizando una o mas técnicas conocidas en el arte, tales como
ensayos fenotipicos, secuenciacion del genoma completo, analisis de marcadores moleculares, mapeo de rasgos,
descripcion cromosémica, pruebas de alelismo y similares, 0 combinaciones de técnicas. Se entendera que también
pueden incluirse plantas transgénicas o modificadas genéticamente.

Tal como se usan en este documento, los términos "transformacion" y "modificacion transgénica" se usan todos en
este documento como sindnimos de la transferencia de moléculas de &cido nucleico aisladas y clonadas al ADN,
generalmente el ADN cromosomico o el genoma, de otro organismo/especie o del mismo organismo/especie pero en
un lugar que difiere del lugar en el que la molécula de acido nucleico se encuentra naturalmente en el ADN
cromosomico 0 genoma.

"Introducciéon” en el sentido de la presente invencion incluye integracion estable o transitoria por medio de
transformacion que incluye transformacion mediada por Agrobacterium, transfeccion, microinyeccion, bombardeo
biolistico, insercion utilizando tecnologia de edicion de genes tal como sistemas CRISPR (por ejemplo, CRISPR/Cas,
en particular CRISPR/ Cas9 o CRISPR/Cpf1), CRISPR/CasX o CRISPR/CasY), TALEN, nucleasas 0 meganucleasas
de dedos de zinc, recombinacion homdloga opcionalmente mediante una de las tecnologias de edicion de genes
mencionadas a continuacion, incluida preferiblemente una plantilla de reparacion, modificacion de genes endégenos
utilizando mutagénesis aleatoria o dirigida tal como TILLING o la tecnologia de edicion de genes mencionada
anteriormente, etc.

Los "organismos transgénicos" u "modificados genéticamente" (GMO) como se usan en este documento son
organismos cuyo material genético ha sido alterado usando técnicas generalmente conocidas como "tecnologia de
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ADN recombinante". La tecnologia de ADN recombinante abarca la capacidad de combinar moléculas de ADN de
diferentes fuentes en una sola molécula ex vivo (por ejemplo, en un tubo de ensayo). Esta terminologia generalmente
no cubre los organismos cuya composicién genética ha sido alterada por cruzamiento convencional o por
"mutagénesis”, ya que estos métodos son anteriores al descubrimiento de las técnicas de ADN recombinante. "No
transgénico", tal como se usa en este documento, se refiere a plantas y productos alimenticios derivados de plantas
que no son "transgénicos" u "organismos modificados genéticamente" como se definidé anteriormente.

"Transgén" o "exogeno" se refiere a una molécula de acido nucleico o un locus genético que comprende una secuencia
de ADN, tal como un gen recombinante, que se ha introducido en el genoma de una planta mediante transformacion,
tal como la transformacién mediada por Agrobacterium. Una planta que comprende un transgén integrado de forma
estable en su genoma se denomina "planta transgénica". "Endégeno" se refiere a una molécula de acido nucleico o
un locus genético que ocurre naturalmente en el genoma de una planta. "Edicién de genes" o "edicion del genoma" se
refiere a modificacion genética en la que se inserta, elimina, modifica o reemplaza ADN o ARN en el genoma de un
organismo. La edicion de genes puede comprender mutagénesis dirigida o no dirigida (aleatoria). La mutagénesis
dirigida se puede lograr, por ejemplo, con nucleasas de disefio, tal como por ejemplo con meganucleasas, nucleasas
de dedos de zinc (ZFN), nucleasas basadas en efectores similares a activadores de transcripcion (TALEN) y el sistema
de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas (CRISPR/Cas). Estas nucleasas crean
roturas de doble cadena especificas del sitio (DSB) en las ubicaciones deseadas del genoma. Las roturas de doble
cadena inducidas se reparan mediante la unién de extremos no homologos (NHEJ) o la recombinacién homdloga (HR)
o la reparacion dirigida por homologia (HDR), lo que da como resultado mutaciones dirigidas o modificaciones del
acido nucleico. El uso de nucleasas de disefio, opcionalmente junto con una plantilla de reparacion/plantilla de
recombinacion, es particularmente adecuado para generar eliminaciones o inactivaciones de genes. En ciertas
realizaciones, se desarrollan nucleasas de disefio que inducen especificamente una mutacion en el gen F35H, como
se describe en este documento en otra parte, para generar un F35H mutado o una eliminacion del gen F35H. En
determinadas realizaciones, se desarrollan nucleasas de disefio, en particular sistemas CRISPR/Cas especificos de
ARN que se dirigen especificamente al ARNm de F35H, tal como para escindir el ARNm de F35H y generar una
desactivacion del gen/ARNm/proteina de F35H. Los sistemas de administracion y expresion de los sistemas de
nucleasas de disefio son bien conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, la nucleasa o la nucleasa dirigida/especifica del sitio/buscadora de blancos es, comprende,
consiste esencialmente o consiste en un sistema o complejo CRISPR/Cas (modificado), una proteina Cas
(modificada), un dedo de zinc (modificado), una nucleasa con dedos de zinc (modificada) (ZFN), un efector similar al
factor de transcripcion (TALE) (modificado), una nucleasa efectora similar al factor de transcripcién (modificada)
(TALEN), o una meganucleasa (modificada). En determinadas realizaciones, dicha nucleasa (modificada) o nucleasa
dirigida/especifica del sitio/buscadora de blancos es, comprende, consiste esencialmente en o consiste en una
nucleasa guiada por ARN (modificada). Se entendera que en ciertas realizaciones, las nucleasas pueden tener
codones optimizados para la expresion en plantas. Como se usa en el presente documento, el término
"direccionamiento" de una secuencia de acido nucleico seleccionada significa que una nucleasa o complejo de
nucleasa actia de una manera especifica de la secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, en el contexto del sistema
CRISPR/Cas, el ARN guia es capaz de hibridarse con una secuencia de acido nucleico seleccionada. Como se usa
en el presente documento, "hibridacion" o "que hibrida" se refiere a una reaccion en la que uno o mas polinucleétidos
reaccionan para formar un complejo que se estabiliza mediante enlaces de hidrogeno entre las bases de los residuos
de nucledtidos. El enlace de hidrogeno puede ocurrir por apareamiento de bases de Watson Crick, enlaces de
Hoogstein o de cualquier otra manera especifica de la secuencia. El complejo puede comprender dos cadenas que
forman una estructura duplex, tres 0 mas cadenas que forman un complejo de multiples cadenas, una Unica cadena
que se hibrida consigo misma o cualquier combinacién de éstas. Una reaccion de hibridacion puede constituir una
etapa en un proceso mas extenso, tal como el inicio de PGR o la escision de un polinucleétido por una enzima. Una
secuencia capaz de hibridarse con una secuencia dada se denomina "complemento" de la secuencia dada.

La edicion de genes puede implicar la expresion transitoria, inducible o constitutiva de los componentes o sistemas de
edicion de genes. La edicion de genes puede implicar la integracion gendémica o la presencia episomal de los
componentes o sistemas de edicion de genes. Los componentes o sistemas de edicion de genes pueden
proporcionarse en vectores, tales como plasmidos, que pueden administrarse mediante vehiculos de administracion
apropiados, como se conoce en la técnica. Los vectores preferidos son los vectores de expresion.

La edicién de genes puede comprender la provisién de plantillas de recombinacion, para efectuar la reparacion dirigida
por homologia (HDR). Por ejemplo, un elemento genético puede reemplazarse mediante la edicion de genes en la que
se proporciona una plantilla de recombinacion. El ADN puede cortarse secuencia arriba y/o secuencia abajo de una
secuencia que necesita ser reemplazada. Como tal, la secuencia a reemplazar se corta del ADN. A través de HDR, la
secuencia extirpada se reemplaza luego por la plantilla. En ciertas realizaciones, el alelo de QTL de la invencién como
se describe en el presente documento puede proporcionarse en/como una plantilla. Al disefiar el sistema de manera
que se introduzcan roturas de doble cadena secuencia arriba y/o secuencia abajo de la regiéon correspondiente en el
genoma de una planta que no comprende el alelo de QTL, esta region se corta y puede reemplazarse con la plantilla
que comprende el alelo de QTL de la invencion. De esta forma, la introduccion del alelo de QTL de la invencién en
una planta no necesita implicar multiples retrocruzamientos, en particular en una planta de antecedentes genéticos
especificos. De manera similar, el F35H mutado de la invencion se puede proporcionar en/como una plantilla. Sin
embargo, mas ventajosamente, el F35H mutado de la invencion puede generarse sin el uso de una plantilla de
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recombinacion, sino unicamente a través de la accion de la endonucleasa que conduce a una rotura de ADN
bicatenario que es reparada por NHEJ, lo que da como resultado la generacién de inserciones/eliminaciones.

En determinadas realizaciones, la modificacion o mutacién del acido nucleico se efectia mediante un sistema de
nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcién (modificado) (TALEN). Los efectores similares a activadores de
transcripcion (TALE) se pueden disefar para unir practicamente cualquier secuencia de ADN deseada. Ejemplos de
métodos de edicion del genoma utilizando el sistema TALEN se pueden encontrar, por ejemplo, en Cermak T. Doyle
EL. Christian M. Wang L. Zhang Y. Schmidt C, et al., Efficient design and assembly of custom TALEN and other TAL
effector-based constructs for DNA targeting. Nucleic Acids Res. 2011; 39: e82; Zhang F. Cong L. Lodato S. Kosuri S.
Church GM. Arlotta P Efficient construction of sequence-specific TAL effectors for modulating mammalian transcription.
Nat Biotechnol. 2011; 29: 149-153 y las patentes de los Estados Unidos n.° 8,450,471, 8,440,431 y 8,440,432. Por
medio de orientacién adicional, y sin limitacion, los TALE de origen natural o "TALE de tipo silvestre" son proteinas de
unioén a acido nucleico secretadas por numerosas especies de proteobacterias. Los polipéptidos TALE contienen un
dominio de unién a acido nucleico compuesto por repeticiones en tandem de polipéptidos monoméricos altamente
conservados que tienen predominantemente 33, 34 o 35 aminoacidos de longitud y que difieren entre si principalmente
en las posiciones de los aminoacidos 12 y 13. En realizaciones ventajosas, el acido nucleico es ADN. Tal como se usa
en el presente documento, el término "mondmeros polipeptidicos" o "mondmeros TALE" se utilizara para referirse a
las secuencias polipeptidicas repetitivas altamente conservadas dentro del dominio de unién al acido nucleico TALE
y el término "residuos dobles variables repetidos" o "RVD" se utilizara para referirse a los aminoacidos altamente
variables en las posiciones 12 y 13 de los mondmeros polipeptidicos. Tal como se proporciona a lo largo de la
divulgacién, los residuos de aminoacidos de los RVD se representan usando el cédigo IUPAC de una sola letra para
aminoacidos. Una representacion general de un mondmero TALE que esta comprendido dentro del dominio de union
al ADN es X1-11-(X12X13)-X14-33 o0 34 o 35, en el que el subindice indica la posicién del aminoacido y X representa
cualquier aminoacido. X12X13 indican los RVD. En algunos mondmeros polipeptidicos, el aminoacido variable en la
posicion 13 falta o esta ausente y en dichos mondémeros polipeptidicos, los RVD constan de un unico aminoacido. En
tales casos, los RVD pueden representarse alternativamente como X*, en el que X representa X12 y (*) indica que
X13 esta ausente. El dominio de unién al ADN comprende varias repeticiones de monémeros TALE y esto se puede
representar como (X1-11-(X12X13)-X14-33 o0 34 o 35)z, donde en una realizacion ventajosa, z es al menos 5 a 40. En
otra realizacion ventajosa, z es al menos 10 a 26. Los mondmeros TALE tienen una afinidad de unién a nucleétidos
que esta determinada por la identidad de los aminoacidos en sus RVD. Por ejemplo, los monémeros polipeptidicos
con una RVD de NI se unen preferiblemente a la adenina (A), los mondmeros polipeptidicos con una RVD de NG se
unen preferiblemente a la timina (T), los monémeros polipeptidicos con una RVD de HD se unen preferiblemente a la
citosina (C) y los mondémeros polipeptidicos con un RVD de NN se unen preferiblemente tanto a la adenina (A) como
a la guanina (G). En ofra realizacién mas de la invencién, los mondmeros polipeptidicos con un RVD de IG se unen
preferiblemente a T. Por lo tanto, el numero y el orden de las repeticiones del mondmero polipeptidico en el dominio
de unién del acido nucleico de un TALE determina su especificidad objetivo de acido nucleico. En aun otras
realizaciones de la invencion, los mondmeros polipeptidicos con un RVD de NS reconocen los cuatro pares de bases
y pueden unirse a A, T, G o C. La estructura y funcién de los TALE se describen adicionalmente, por ejemplo, en
Moscou et al., Science 326:1501 (2009); Boch et al., Science 326: 1509-1512 (2009); y Zhang et al., Nature
Biotechnology 29:149-153 (2011).

En determinadas realizaciones, la modificacion o mutacién del acido nucleico se efectia mediante un sistema de
nucleasa con dedos de zinc (ZFN) (modificado). El sistema de ZFN utiliza enzimas de restriccion artificiales generadas
mediante la fusién de un dominio de union al ADN con dedos de zinc con un dominio de escision de ADN que se
puede disefiar para apuntar a las secuencias de ADN deseadas. Los ejemplos de métodos de edicion del genoma
utilizando ZFN se pueden encontrar, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos n.° 6,534,261, 6,607,882,
6,746,838, 6,794,136, 6,824,978, 6,866,997, 6,933,113, 6,979,539, 7,013,219, 7,030,215, 7,220,719, 7,241,573,
7,241,574, 7.585.849, 7.595.376, 6,903,185, y 6.479.626. Por medio de orientacion adicional, y sin limitacion, la
tecnologia de dedo de zinc (ZF) artificial involucra matrices de modulos de ZF para apuntar a nuevos sitios de unién
al ADN en el genoma. Cada médulo de dedo en una matriz de ZF que se dirige a tres bases de ADN. Una matriz
personalizada de dominios de dedos de zinc individuales se ensambla en una proteina de ZF (ZFP). Las ZFP pueden
comprender un dominio funcional. Las primeras nucleasas con dedos de zinc (ZFN) sintéticas se desarrollaron
fusionando una proteina de ZF con el dominio catalitico de la enzima de restriccion de tipo 11S Fokl (Kim, Y. G. et al.,
1994, Chimeric restriction endonuclease, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 883-887; Kim, Y. G. et al., 1996, Hybrid
restriction enzymes: zinc finger fusions to Fok | cleavage domain. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 1156-1160). Se
puede lograr una mayor especificidad de escisidon con una menor actividad fuera del objetivo mediante el uso de
heterodimeros de ZFN emparejados, cada uno de los cuales se dirige a diferentes secuencias de nucleétidos
separadas por un espaciador corto (Doyon, Y. et al., 2011, Enhancing zinc-finger-nuclease activity with improved
obligate heterodimeric architectures. Nat. Methods 8, 74-79). Las ZFP también se pueden disefiar como activadores y
represores de la transcripcion y se han utilizado para dirigirse a muchos genes en una amplia variedad de organismos.

En determinadas realizaciones, la modificacién del acido nucleico se efectia mediante una meganucleasa
(modificada), que son endodesoxirribonucleasas caracterizadas por un gran sitio de reconocimiento (secuencias de
ADN bicatenario de 12 a 40 pares de bases). Se puede encontrar un ejemplo de método para usar meganucleasas en
las patentes de los Estados Unidos n.°: 8,163,514; 8,133,697; 8,021,867; 8,119,361; 8,119,381; 8,124,369; y
8,129,134.
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En determinadas realizaciones, la modificacién del acido nucleico se efectia mediante un sistema o complejo
CRISPR/Cas (modificado). Con respecto a la informacion general sobre los sistemas CRISPR/Cas, sus componentes
y el suministro de dichos componentes, incluidos métodos, materiales, vehiculos de suministro, vectores, particulas y
su fabricacion y uso, incluidas las cantidades y formulaciones, asi como las células eucariotas que expresan
Cas9CRISPR/Cas9, eucariotas que expresan Cas-9 CRISPR/Cas, tales como un ratén, se hace referencia a: las
patentes de los Estados Unidos n.° 8,999,641, 8,993,233, 8,697,359, 8,771,945, 8,795,965, 8,865,406, 8,871,445,
8,889,356, 8,889,418, 8,895,308, 8,906,616, 8,932,814, 8,945,839, 8,993,233 and 8,999,641; las publicaciones de
patente de los Estados Unidos US 2014-0310830 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.°
14/105,031), US 2014-0287938 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/213,991), US 2014-
0273234 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/293,674), US2014-0273232 A1 (solicitud de
patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/290,575), US 2014-0273231 (solicitud de patente de los Estados
Unidos con serial n.° 14/259,420), US 2014-0256046 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.°
14/226,274), US 2014-0248702 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/258,458), US 2014-
0242700 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/222,930), US 2014-0242699 A1 (solicitud de
patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/183,512), US 2014-0242664 A1 (solicitud de patente de los Estados
Unidos con serial n.° 14/104,990), US 2014-0234972 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.°
14/183,471), US 2014-0227787 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/256,912), US 2014-
0189896 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/105,035), US 2014-0186958 (solicitud de
patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/105,017), US2014-0186919 A1 (solicitud de patente de los Estados
Unidos con serial n.° 14/104,977), US 2014-0186843 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.°
14/104,900), US 2014-0179770 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/104,837) y US 2014-
0179006 A1 (solicitud de patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/183,486), US 2014-0170753 (solicitud de
patente de los Estados Unidos con serial n.° 14/183,429); US 2015-0184139 (solicitud de patente de los Estados
Unidos con serial n.° 14/324,960); 14/054,414 solicitudes de patente europea EP 2 771 468 (EP13818570.7), EP 2
764 103 (EP13824232.6), y EP 2 784 162 (EP14170383.5); y publicaciones de patente PCT WO 2014/093661
(PCT/US2013/074743), WO 2014/093694 (PCT/US2013/074790), WO 2014/093595 (PCT/US2013/074611), WO
2014/093718  (PCT/US2013/074825), WO  2014/093709 (PCT/US2013/074812), WO  2014/093622
(PCT/US2013/074667), WO 2014/093635 (PCT/US2013/074691), WO 2014/093655 (PCT/US2013/074736), WO
2014/093712  (PCT/US2013/074819), WO  2014/093701  (PCT/US2013/074800), WO  2014/018423
(PCT/US2013/051418), WO 2014/204723 (PCT/US2014/041790), WO 2014/204724 (PCT/US2014/041800), WO
2014/204725  (PCT/US2014/041803), WO  2014/204726 (PCT/US2014/041804), WO  2014/204727
(PCT/US2014/041806), WO 2014/204728 (PCT/US2014/041808), WO 2014/204729 (PCT/US2014/041809), WO
2015/089351  (PCT/US2014/069897), WO  2015/089354 (PCT/US2014/069902), WO  2015/089364
(PCT/US2014/069925), WO 2015/089427 (PCT/US2014/070068), WO 2015/089462 (PCT/US2014/070127), WO
2015/089419  (PCT/US2014/070057), WO  2015/089465 (PCT/US2014/070135), WO  2015/089486
(PCT/US2014/070175), PCT/US2015/051691, PCT/US2015/051830. También se hace referencia a las solicitudes
provisionales de patente de los Estados Unidos 61/758,468; 61/802,174; 61/806,375; 61/814,263; 61/819,803 y
61/828.130, presentadas el 30 de enero de 2013; 15 de marzo de 2013; 28 de marzo de 2013; 20 de abril de 2013; 6
de mayo de 2013 y 28 de mayo de 2013 respectivamente. También se hace referencia a la solicitud de patente
provisional de los Estados Unidos 61/836,123, presentada el 17 de junio de 2013. Se hace referencia adicionalmente
a las solicitudes de patentes provisionales de los Estados Unidos 61/835,931, 61/835,936, 61/835,973, 61/836,080,
61/836,101, y 61/836,127, cada uno presentado el 17 de junio de 2013. Se hace referencia adicional a las solicitudes
de patente provisionales de los Estados Unidos 61/862,468 y 61/862,355 presentadas el 5 de agosto de 2013;
61/871,301 presentada el 28 de agosto de 2013; 61/960,777 presentada el 25 de septiembre de 2013 y 61/961,980
presentada el 28 de octubre de 2013. Se hace referencia aun mas a: PCT/US2014/62558 presentado el 28 de octubre
de 2014, y las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos con seriales n.°: 61/915,148, 61/915,150,
61/915,153, 61/915,203, 61/915,251, 61/915,301, 61/915,267, 61/915,260, y 61/915,397, cada una presentada el 12
de diciembre de 2013; 61/757,972 y 61/768,959, presentada el 29 de enero de 2013 y 25 de febrero de 2013;
62/010,888 y 62/010,879, ambas presentadas el 11 de junio de 2014; 62/010,329, 62/010,439 y 62/010,441, cada una
presentada el 10 de junio de 2014; 61/939,228 y 61/939,242, cada una presentado el 12 de febrero de 2014;
61/980,012, presentada el 15 de abril de 2014; 62/038,358, presentada el 17 de agosto de 2014; 62/055,484,
62/055,460 y 62/055,487, cada uno presentada el 25 de septiembre de 2014; y 62/069,243, presentada el 27 de
octubre de 2014. Se hace referencia a la solicitud PCT que designa, entre otros, a la solicitud de los Estados Unidos,
No. PCT/US14/41806, presentada el 10 de junio de 2014. Se hace referencia a la solicitud de patente provisional de
los Estados Unidos 61/930,214 presentada el 22 de enero de 2014. Se hace referencia a la solicitud PCT que designa,
entre otros, a la solicitud de los Estados Unidos, n.° PCT/US14/41806, presentado el 10 de junio de 2014. También se
hace mencion a la solicitud de los Estados Unidos 62/180,709, 17-Jun-15, PROTECTED GUIDE RNAS (PGRNAS);
solicitud de los Estados Unidos 62/091,455, presentada el 12-Dic-14, PROTECTED GUIDE RNAS (PGRNAS);
solicitud de los Estados Unidos 62/096,708, 24-Dic-14, PROTECTED GUIDE RNAS (PGRNAS); solicitudes de los
Estados Unidos 62/091,462, 12-Dic-14, 62/096,324, 23-Dic-14, 62/180,681, 17-Jun-2015, y 62/237,496, 5-Oct- 2015,
DEAD GUIDES FOR CRISPR TRANSCRIPTION FACTORS; solicitud de los Estados Unidos 62/091,456, 12-Dic-14 y
62/180,692, 17-Jun-2015, ESCORTED AND FUNCTIONALIZED GUIDES FOR CRISPR-CAS SYSTEMS; solicitud de
los Estados Unidos 62/091,461, 12-Dic-14, DELIVERY, USE AND THERAPEUTIC APPLICATIONS OF THE CRISPR-
CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS FOR GENOME EDITING AS TO HEMATOPOETIC STEM CELLS (HSCs);
solicitud de los Estados Unidos 62/094,903, 19-Dic-14, UNBIASED IDENTIFICATION OF DOUBLE-STRAND
BREAKS AND GENOMIC REARRANGEMENT BY GENOME-WISE INSERT CAPTURE SEQUENCING,; solicitud de
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los Estados Unidos 62/096,761, 24-Dic-14, ENGINEERING OF SYSTEMS, METHODS AND OPTIMIZED ENZYME
AND GUIDE SCAFFOLDS FOR SEQUENCE MANIPULATION; solicitud de los Estados Unidos 62/098,059, 30-Dic-
14, 62/181,641, 18-Jun-2015, y 62/181,667, 18-Jun-2015, RNATARGETING SYSTEM,; solicitud de los Estados Unidos
62/096,656, 24-Dic-14 y 62/181,151, 17-Jun-2015, CRISPR HAVING OR ASSOCIATED WITH DESTABILIZATION
DOMAINS; solicitud de los Estados Unidos 62/096,697, 24-Dic-14, CRISPR HAVING OR ASSOCIATED WITH AAV;
solicitud de los Estados Unidos 62/098,158, 30-Dic-14, ENGINEERED CRISPR COMPLEX INSERTIONAL
TARGETING SYSTEMS; solicitud de los Estados Unidos 62/151,052, 22-Abr-15, CELLULAR TARGETING FOR
EXTRACELLULAR EXOSOMAL REPORTING; solicitud de los Estados Unidos 62/054,490, 24-Sep-14, DELIVERY,
USE AND THERAPEUTIC APPLICATIONS OF THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS FOR
TARGETING DISORDERS AND DISEASES USING PARTICLE DELIVERY COMPONENTS; solicitud de los Estados
Unidos 61/939,154, 12-FEB-14, SYSTEMS, METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION
WITH OPTIMIZED FUNCTIONAL CRISPR-CAS SYSTEMS; solicitud de los Estados Unidos 62/055,484, 25-Sep-14,
SYSTEMS, METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION WITH OPTIMIZED FUNCTIONAL
CRISPR-CAS SYSTEMS; solicitud de los Estados Unidos 62/087,537, 4-Dic-14, SYSTEMS, METHODS AND
COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION WITH OPTIMIZED FUNCTIONAL CRISPR-CAS SYSTEMS;
solicitud de los Estados Unidos 62/054,651, 24-Sep-14, DELIVERY, USE AND THERAPEUTIC APPLICATIONS OF
THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS FOR MODELING COMPETITION OF MULTIPLE CANCER
MUTATIONS IN VIVO; solicitud de los Estados Unidos 62/067,886, 23-Oct-14, DELIVERY, USE AND THERAPEUTIC
APPLICATIONS OF THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS FOR MODELING COMPETITION OF
MULTIPLE CANCER MUTATIONS IN VIVO; solicitudes de los Estados Unidos 62/054,675, 24-Sep-14 y 62/181,002,
17-Jun-2015, DELIVERY, USE AND THERAPEUTIC APPLICATIONS OF THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND
COMPOSITIONS IN NEURONAL CELLS/TISSUES; solicitud de los Estados Unidos 62/054,528, 24-Sep-14,
DELIVERY, USE AND THERAPEUTIC APPLICATIONS OF THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS IN
IMMUNE DISEASES OR DISORDERS; solicitud de los Estados Unidos 62/055,454, 25-Sep-14, DELIVERY, USE AND
THERAPEUTIC APPLICATIONS OF THE CRISPR-CAS SYSTEMS AND COMPOSITIONS FOR TARGETING
DISORDERS AND DISEASES USING CELL PENETRATION PEPTIDES (CPP); solicitud de los Estados Unidos
62/055,460, 25-Sep-14, MULTIFUNCTIONAL-CRISPR COMPLEXES AND/OR OPTIMIZED ENZYME LINKED
FUNCTIONAL-CRISPR COMPLEXES; solicitud de los Estados Unidos 62/087,475, 4-Dic-14 and 62/181,690, 18-Jun-
2015, FUNCTIONAL SCREENING WITH OPTIMIZED FUNCTIONAL CRISPR-CAS SYSTEMS; solicitud de los
Estados Unidos 62/055,487, 25-Sep-14, FUNCTIONAL SCREENING WITH OPTIMIZED FUNCTIONAL CRISPR-CAS
SYSTEMS; solicitud de los Estados Unidos 62/087,546, 4-Dic-14 y 62/181,687, 18-Jun-2015, MULTIFUNCTIONAL
CRISPR COMPLEXES AND/OR OPTIMIZED ENZYME LINKED FUNCTIONAL-CRISPR COMPLEXES; y solicitud de
los Estados Unidos 62/098,285, 30-Dic-14, CRISPR MEDIATED IN VIVO MODELING AND GENETIC SCREENING
OF TUMOR GROWTH AND METASTASIS. Se hace mencion a las solicitudes de los Estados Unidos 62/181,659, 18-
Jun-2015y 62/207,318, 19-Agosto-2015, ENGINEERING AND OPTIMIZATION OF SYSTEMS, METHODS, ENZYME
AND GUIDE SCAFFOLDS OF CAS9 ORTHOLOGS AND VARIANTS FOR SEQUENCE MANIPULATION. Se hace
mencion a las solicitudes de los Estados Unidos 62/181,663, 18-Jun-2015 y 62/245,264, 22-Oct-2015, NOVEL
CRISPR ENZYMES AND SYSTEMS, solicitudes de los Estados Unidos 62/181,675, 18-Jun-2015, y documento de
abogado n.° 46783.01.2128, presentado el 22-Oct-2015, NOVEL CRISPR ENZYMES AND SYSTEMS, solicitud de los
Estados Unidos 62/232,067, 24-Sep- 2015, solicitud de los Estados Unidos 62/205,733, 16-Agosto-2015, solicitud de
los Estados Unidos 62/201,542, 5-Agosto-2015, solicitud de los Estados Unidos 62/193,507, 16-Jul-2015, y solicitud
de los Estados Unidos 62/181,739, 18-Jun-2015, cada una titulada NOVEL CRISPR ENZYMES AND SYSTEMS y de
la solicitud de los Estados Unidos 62/245,270, 22-Oct-2015, NOVEL CRISPR ENZYMES AND SYSTEMS. También
se hace mencion a la solicitud de los Estados Unidos 61/939,256, 12-Feb-2014, y el documento WO 2015/089473
(PCT/US2014/070152), 12-Dic-2014, cada uno titulado ENGINEERING OF SYSTEMS, METHODS AND OPTIMIZED
GUIDE COMPOSITIONS WITH NEW ARCHITECTURES FOR SEQUENCE MANIPULATION. También se hace
mencion a la PCT/US2015/045504, 15-Agosto-2015, solicitud de los Estados Unidos 62/180,699, 17-Jun-2015, y a la
solicitud de los Estados Unidos 62/038,358, 17-Agosto-2014, cada una titulada GENOME EDITING USING CAS9
NICKASES. Solicitud de patente europea EP3009511. Se hace referencia ademas a Multiplex genome engineering
using CRISPR/Cas systems. Cong, L., Ran, F.A., Cox, D., Lin, S., Barretto, R., Habib, N., Hsu, P.D., Wu, X., Jiang,
W., Marraffini, L.A., & Zhang, F. Science Feb 15; 339(6121): 819-23 (2013); RNA-guided editing of bacterial genomes
using CRISPR-Cas systems. Jiang W., Bikard D., Cox D., Zhang F, Marraffini LA. Nat Biotechnol Mar; 31(3): 233-9
(2013); One-Step Generation of Mice Carrying Mutations in Multiple Genes by CRISPR/Cas-Mediated Genome
Engineering. Wang H., Yang H., Shivalila CS., Dawlaty MM., Cheng AW., Zhang F., Jaenisch R. Cell, Mayo 9; 153(4):
910-8 (2013); Optical control of mammalian endogenous transcription and epigenetic states. Konermann S, Brigham
MD, Trevino AE, Hsu PD, Heidenreich M, Cong L, Platt RJ, Scott DA, Church GM, Zhang F. Nature. 2013 Agosto 22;
500(7463): 472-6. doi: 10.1038/Nature12466. Epub 2013 Agosto 23; Double Nicking by RNA-Guided CRISPR Cas9
for Enhanced Genome Editing Specificity. Ran, FA., Hsu, PD., Lin, CY., Gootenberg, JS., Konermann, S., Trevino,
AE., Scott, DA,, Inoue, A., Matoba, S., Zhang, Y., & Zhang, F. Cell Agosto 28. pii: S0092-8674(13)01015-5. (2013);
DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases. Hsu, P., Scott, D., Weinstein, J., Ran, FA., Konermann, S.,
Agarwala, V., Li, Y., Fine, E., Wu, X., Shalem, O., Cradick, TJ., Marraffini, LA., Bao, G., & Zhang, F. Nat Biotechnol
doi: 10.1038/nbt.2647 (2013); Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Ran, FA., Hsu, PD., Wright, J.,
Agarwala, V., Scott, DA., Zhang, F. Nature Protocols Nov; 8(11): 2281-308. (2013); Genome-Scale CRISPR-Cas9
Knockout Screening in Human Cells. Shalem, O., Sanjana, NE., Hartenian, E., Shi, X., Scott, DA., Mikkelson, T., Heckl,
D., Ebert, BL., Root, DE., Doench, JG., Zhang, F. Science Dic 12. (2013). [Epub ya disponible]; Crystal structure of
cas9 in complex with guide RNA and target DNA. Nishimasu, H., Ran, FA., Hsu, PD., Konermann, S., Shehata, SI.,
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Dohmae, N., Ishitani, R., Zhang, F., Nureki, O. Cell Feb 27. (2014). 156(5): 935-49; Genome-wide binding of the
CRISPR endonuclease Cas9 in mammalian cells. Wu X., Scott DA., Kriz AJ., Chiu AC., Hsu PD., Dadon DB., Cheng
AW., Trevino AE., Konermann S., Chen S., Jaenisch R., Zhang F., Sharp PA. Nat Biotechnol. (2014) Abr 20. doi:
10.1038/nbt.2889; CRISPR-Cas9 Knockin Mice for Genome Editing and Cancer Modeling, Platt et al., Cell 159(2): 440-
455 (2014) DOI: 10.1016/j.cell.2014.09.014; Development and Applications of CRISPR-Cas9 for Genome Engineering,
Hsu et al, Cell 157, 1262-1278 (Junio 5, 2014) (Hsu 2014); Genetic screens in human cells using the CRISPR/Cas9
system, Wang et al., Science. 2014 Enero 3; 343(6166): 80-84. doi:10.1126/science.1246981; Rational design of highly
active sgRNAs for CRISPR-Cas9-mediated gene inactivation, Doench et al., Nature Biotechnology 32(12): 1262-7
(2014) publicado en linea el 3 de Septiembre de 2014; doi: 10.1038/nbt.3026, e In vivo interrogation of gene function
in the mammalian brain using CRISPR-Cas9, Swiech et al, Nature Biotechnology 33, 102-106 (2015) publicado en
linea el 19 de Octubre de 2014; doi: 10.1038/nbt.3055, Cpf1 Is a Single RNA-Guided Endonuclease of a Class 2
CRISPR-Cas System, Zetsche et al., Cell 163, 1-13 (2015); Discovery and Functional Characterization of Diverse Class
2 CRISPR-Cas Systems, Shmakov et al., Mol Cell 60(3): 385-397 (2015); C2c2 is a single-component programmable
RNA-guided RNA-targeting CRISPR effector, Abudayyeh et al, Science (2016) publicado en linea en Junio 2 de 2016
doi: 10.1126/science.aaf5573.

En ciertas realizaciones, el sistema o complejo CRISPR/Cas es un sistema CRISPR/Cas de clase 2. En ciertas
realizaciones, dicho sistema o complejo CRISPR/Cas es un sistema o complejo CRISPR/Cas de tipo Il, tipo V o tipo
VI. El sistema CRISPR/Cas no requiere la generacion de proteinas personalizadas para secuencias especificas,
objetivo sino que una sola proteina Cas puede ser programada por una guia de ARN (ARNg) para reconocer un
objetivo de acido nucleico especifico, en otras palabras, la proteina enzimatica Cas puede ser reclutada para un locus
objetivo de acido nucleico especifico (que puede comprender o consistir en ARN y/o ADN) de interés usando dicha
guia corta de ARN.

En general, el sistema CRISPR/Cas o CRISPR es tal como se usa en este documento en los documentos anteriores
se refiere colectivamente a las transcripciones y otros elementos involucrados en la expresion de o el direccionamiento
de la actividad de los genes asociados a CRISPR ("Cas"), incluidas las secuencias que codifican un gen Cas y uno o
mas de, una secuencia tracr (CRISPR de activacion trans) (por ejemplo, ARNtracr o un ARNtracr parcialmente activo),
una secuencia companiera tracr (Que abarca una "repeticion directa" y una repeticion directa parcial procesada por
ARNtracr en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), una secuencia guia (también conocida como
"espaciadora" en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), o "ARN(s)" como se usa ese término en este
documento (por ejemplo, ARN(s) para guiar a Cas, tal como Cas9, por ejemplo, ARN CRISPR y, cuando corresponda,
ARN transactivador (tracr) o un ARN guia unico (ARNgu) (ARN quimérico)) u otras secuencias y transcripciones de
un locus de CRISPR. En general, un sistema CRISPR se caracteriza por elementos que promueven la formacion de
un complejo CRISPR en el sitio de una secuencia objetivo (también denominado protoespaciador en el contexto de
un sistema CRISPR enddgeno). En el contexto de la formacion de un complejo CRISPR, "secuencia objetivo" se refiere
a una secuencia para la cual se disefia una secuencia guia para que tenga complementariedad, donde la hibridacion
entre una secuencia objetivo y una secuencia guia promueve la formaciéon de un complejo CRISPR. Una secuencia
objetivo puede comprender cualquier polinucleétido, tal como polinucleétidos de ADN o ARN.

En ciertas realizaciones, el ARNg es un ARN guia quimérico o un ARN guia unico (ARNgu). En ciertas realizaciones,
el ARNg comprende una secuencia guia y una secuencia compafera tracr (o repeticion directa). En ciertas
realizaciones, el ARNg comprende una secuencia guia, una secuencia compafiera tracr (o repeticion directa) y una
secuencia tracr. En ciertas realizaciones, el sistema o complejo CRISPR/Cas como se describe en el presente
documento no comprende y/o no depende de la presencia de una secuencia tracr (por ejemplo, si la proteina Cas es
Cpf1).

Como se usa en el presente documento, el término "ARNcr" o "ARN guia" o "ARN guia unico" o "ARNgu" o "uno o
mas componentes de acido nucleico" de una proteina efectora del locus de CRISPR/Cas, segun corresponda,
comprende cualquier secuencia polinucleotidica que tenga complementariedad suficiente con una secuencia de acido
nucleico objetivo para hibridar con la secuencia de acido nucleico objetivo y dirigir la unién especifica de la secuencia
de un complejo de direccionamiento de acido nucleico a la secuencia de acido nucleico objetivo. En algunas
realizaciones, el grado de complementariedad, cuando se alinea de forma 6ptima utilizando un algoritmo de alineacién
adecuado, es aproximadamente o superior al 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97,5 %, 99 %, o mas. El
alineamiento 6ptimo se puede determinar con el uso de cualquier algoritmo adecuado para alinear secuencias, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen el algoritmo de Smith-Waterman, el algoritmo de Needleman-Wunsch, algoritmos
basados en la transformada de Burrows-Wheeler (por ejemplo, el alineador de Burrows Wheeler), ClustalW, Clustal
X, BLAT, Novoalign (Novocraft Technologies; disponible en www.novocraft.com), ELAND (lllumina, San Diego, CA),
SOAP (disponible en soap.genomics.org.cn) y Maq (disponible en maq.sourceforge.net). La capacidad de una
secuencia guia (dentro de un ARN guia dirigido a acido nucleico) para dirigir la unién especifica de secuencia de un
complejo dirigido a acido nucleico a una secuencia de acido nucleico objetivo puede evaluarse mediante cualquier
ensayo adecuado.

Se puede seleccionar una secuencia guia y, por lo tanto, un ARN guia dirigido a acidos nucleicos para dirigirse a
cualquier secuencia de acido nucleico objetivo. La secuencia objetivo puede ser ADN. La secuencia objetivo puede
ser ADN gendmico. La secuencia objetivo puede ser ADN mitocondrial. La secuencia objetivo puede ser cualquier
secuencia de ARN. En algunas realizaciones, la secuencia objetivo puede ser una secuencia dentro de una molécula

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2922902 T3

de ARN seleccionada del grupo que consiste en ARN mensajero (ARNm), pre-ARNm, ARN ribosomal (ARNr), ARN
de transferencia (ARNt), micro-ARN (miARN), ARN pequefio de interferencia (ARNpi), ARN nuclear pequefio (ARNnp),
ARN nucleolar pequefio (ARNnop), ARN bicatenario (ARNbc), ARN no codificante (ARNnc), ARN largo no codificante
(ARNInc) y ARN citoplasmatico pequefio (ARNcp). En algunas realizaciones preferidas, la secuencia objetivo puede
ser una secuencia dentro de una molécula de ARN seleccionada del grupo que consiste en ARNm, pre-ARNm y ARNr.
En algunas realizaciones preferidas, la secuencia objetivo puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARN
seleccionada del grupo que consiste en ARNnc y ARNInc. En algunas realizaciones mas preferidas, la secuencia
objetivo puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARNm o una molécula de pre-ARNm.

En ciertas realizaciones, el ARNg comprende un bucle de tallo, preferiblemente un bucle de tallo unico. En ciertas
realizaciones, la secuencia de repeticion directa forma un bucle de tallo, preferiblemente un bucle de tallo unico. En
ciertas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de 15 a 35 nt. En ciertas realizaciones, la longitud del
espaciador del ARN guia es de al menos 15 nucleotidos. En ciertas realizaciones, la longitud del espaciador es de 15
a 17 nt, por ejemplo, 15, 16 0 17 nt, de 17 a 20 nt, por ejemplo, 17, 18, 19 0 20 nt, de 20 a 24 nt, por ejemplo, 20, 21,
22,23 0 24 nt, de 23 a 25 nt, por ejemplo, 23, 24 0 25 nt, de 24 a 27 nt, por ejemplo, 24, 25, 26 0 27 nt, de 27 a 30 nt,
por ejemplo, 27, 28, 29 o 30 nt, de 30 a 35 nt, por ejemplo, 30, 31, 32, 33, 34 0 35 nt, 0 35 nt 0 mas. En realizaciones
particulares, el sistema CRISPR/Cas requiere un ARNtracr. La secuencia de "ARNtracr" o términos analogos incluye
cualquier secuencia de polinucleétidos que tenga suficiente complementariedad con una secuencia de ARNcr para
hibridar. En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre la secuencia de ARNtracr y la secuencia de
ARNCcr a lo largo de la mas corta de las dos cuando se alinea de manera éptima es aproximadamente o mas de
aproximadamente 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97.5 %, 99 % o superior. En algunas
realizaciones, la secuencia tracr es aproximadamente o mas de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40 , 50 o mas nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia tracr y la
secuencia de ARNg estan contenidas en un solo transcrito, de modo que la hibridacién entre los dos produce un
transcrito que tiene una estructura secundaria, tal como una horquilla. En una realizacion de la invencion, el transcrito
o la secuencia polinucleotidica transcrita tiene al menos dos o mas horquillas. En realizaciones preferidas, la
transcripcion tiene dos, tres, cuatro o cinco horquillas. En otra realizacién de la invencion, el transcrito tiene como
maximo cinco horquillas. En una estructura de horquilla, la parte de la secuencia 5' de la "N" final y secuencia arriba
del bucle puede corresponder a la secuencia compafiera tracr, y la parte de la secuencia 3' del bucle corresponde
entonces a la secuencia tracr. En una estructura de horquilla, la parte de la secuencia 5' de la "N" final y secuencia
arriba del bucle puede corresponder alternativamente a la secuencia tracr, y la parte de la secuencia 3' del bucle
corresponde a la secuencia companiera tracr. En realizaciones alternativas, el sistema CRISPR/Cas no requiere un
ARNtracr, como saben los expertos en la materia.

En ciertas realizaciones, el ARN guia (capaz de guiar a Cas a un locus objetivo) puede comprender (1) una secuencia
guia capaz de hibridar con un locus objetivo y (2) una secuencia de repeticion directa o compariera tracr (en orientacion
5'a 3', o alternativamente en orientacion 3' a 5', dependiendo del tipo de proteina Cas, como es conocido por el experto
en la materia). En realizaciones particulares, la proteina CRISPR/Cas se caracteriza porque hace uso de un ARN guia
que comprende una secuencia guia capaz de hibridar con un locus objetivo y una secuencia de repeticion directa, y
no requiere un ARNtracr. En realizaciones particulares, donde la proteina CRISPR/Cas se caracteriza porque hace
uso de un ARNtracr, la secuencia guia, la compafiera tracr y la secuencia tracr pueden residir en un solo ARN, es
decir, un ARNgu (dispuesto en una orientacion de 5' a 3' o alternativamente dispuesto en una orientacion de 3' a 5'),
o el ARN tracr puede ser un ARN diferente al ARN que contiene la guia y la secuencia compariera tracr. En estas
realizaciones, la tracr se hibrida con la secuencia compariera tracr y dirige el complejo CRISPR/Cas a la secuencia
objetivo.

Por lo general, en el contexto de un sistema enddgeno dirigido a acidos nucleicos, la formaciéon de un complejo dirigido
a acidos nucleicos (que comprende un ARN guia hibridado con una secuencia objetivo y complejado con una o mas
proteinas efectoras dirigidas a acidos nucleicos) da como resultado una modificaciéon (tal como escisiéon) de una o
ambas cadenas de ADN o ARN en o cerca (por ejemplo, dentrode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 50 0 mas pares de
bases) de la secuencia objetivo. Como se usa en el presente documento, el término "secuencia o secuencias
asociadas con un locus de interés objetivo" se refiere a secuencias cercanas a la secuencia objetivo (por ejemplo,
dentrode 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 20, 50 o mas pares de bases de la secuencia objetivo, en el que la secuencia
objetivo esta comprendida dentro de un locus de interés objetivo). El experto conocera los sitios de corte especificos
para sistemas CRISPR/Cas seleccionados, en relacion con la secuencia objetivo, que como se sabe en la técnica
puede estar dentro de la secuencia objetivo o, alternativamente, 3' 0 5' de la secuencia objetivo.

En algunas realizaciones, la proteina efectora dirigida a acidos nucleicos no modificada puede tener actividad de
escision de acidos nucleicos. En algunas realizaciones, la nucleasa, tal como se describe en el presente documento,
puede dirigir la escisién de una o ambas cadenas de acido nucleico (ADN, ARN o hibridos, que pueden ser de una o
dos cadenas) en la ubicacion de o cerca de una secuencia objetivo, tal como dentro de la secuencia objetivo y/o dentro
del complemento de la secuencia objetivo o en secuencias asociadas con la secuencia objetivo. En algunas
realizaciones, la proteina efectora dirigida a acidos nucleicos puede dirigir la escisién de una o ambas cadenas de
ADN o ARN dentro de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500 o mas pares de
bases del primer o ultimo nucledtido de una secuencia objetivo. En algunas realizaciones, la escision puede ser roma
(por ejemplo, para Cas9, tal como SaCas9 o SpCas9). En algunas realizaciones, la escisién se puede escalonar (por
ejemplo, para Cpf1), es decir, generar extremos cohesivos. En algunas realizaciones, la escision es un corte
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escalonado con una saliente 5'. En algunas realizaciones, la escision es un corte escalonado con una saliente 5' de 1
a 5 nucledtidos, preferiblemente de 4 o 5 nucledtidos. En algunas realizaciones, el sitio de escision esta secuencia
arriba del PAM. En algunas realizaciones, el sitio de escision esta secuencia abajo del PAM. En algunas realizaciones,
la proteina efectora dirigida a acidos nucleicos que puede estar mutada con respecto a una enzima correspondiente
de tipo silvestre, de modo que la proteina efectora mutada dirigida a acidos nucleicos carece de la capacidad de
escindir una o ambas cadenas de ADN o ARN de un polinucleétido objetivo que contiene una secuencia objetivo.
Como ejemplo adicional, se pueden mutar dos o mas dominios cataliticos de una proteina Cas (por ejemplo, RuvC |,
RuvC Il y RuvC Ill o el dominio HNH de una proteina Cas9) para producir una proteina Cas mutada que carece
sustancialmente de toda actividad de escision de ADN. En algunas realizaciones, se puede considerar que una
proteina efectora dirigida a acidos nucleicos carece sustancialmente de toda actividad de escision de ADN y/o ARN
cuando la actividad de escision de la enzima mutada es de no mas del 25 %, 10 %, 5 %, 1 %, 0.1 %, 0.01 % o menos
de la actividad de escisiéon del acido nucleico de la forma no mutada de la enzima; un ejemplo puede ser cuando la
actividad de escisién del &cido nucleico de la forma mutada es nula o insignificante en comparacion con la forma no
mutada. Como se usa en este documento, el término Cas "modificada" generalmente se refiere a una proteina Cas
que tiene una o mas modificaciones o mutaciones (incluyendo mutaciones puntuales, truncamientos, inserciones,
eliminaciones, quimeras, proteinas de fusion, etc.) en comparacién con la proteina Cas de tipo silvestre de la que se
deriva. Por derivada se entiende que la enzima derivada se basa en gran medida, en el sentido de que tiene un alto
grado de homologia de secuencia con una enzima de tipo silvestre, pero que ha sido mutada (modificada) de alguna
manera como se conoce en la técnica o como se describe en el presente documento.

En una realizacion particular, una proteina efectora mutada de direccionamiento de acido nucleico basada en el
sistema CRISPR como se describié anteriormente que carece de la capacidad de escindir una o ambas cadenas de
ADN o ARN de un polinucleétido objetivo que contiene una secuencia objetivo puede fusionarse con otras
herramientas como otras nucleasas, nickasas, recombinasas, transposasas, editores de bases o complejos
moleculares que incluyen estas herramientas. Un "editor de bases", como se usa en el presente documento, se refiere
a una proteina o un fragmento de la misma que tiene la misma actividad catalitica que la proteina de la que se deriva,
dicha proteina o fragmento de la misma, sola o cuando se proporciona como complejo molecular, se denomina
complejo de edicion de bases en el presente documento, tiene la capacidad de mediar en una modificacion de base
dirigida, es decir, la conversion de una base de interés que da como resultado una mutacién puntual de interés.
Preferiblemente, al menos un editor de base en el contexto de la presente invencién estd enlazado temporal o
permanentemente a al menos un efector especifico del sitio, u opcionalmente a un componente de al menos un
complejo efector especifico del sitio (por ejemplo, dominio de reconocimiento de ADN del sistema CRISPR, dedos de
zinc o efectores TAL). El enlace puede ser covalente y/o no covalente.

Multiples publicaciones han demostrado la conversién dirigida de bases, principalmente citidina (C) en timina (T),
utilizando una nickasa CRISPR/Cas9 o una nucleasa no funcional unida a un dominio de citidina desaminasa,
polipéptido catalitico de edicion de ARNm de apolipoproteina B (APOBEC1), por ejemplo, APOBEC derivado de rata.
La desaminacion de la citosina (C) es catalizada por las citidina desaminasas y da como resultado uracilo (U), que
tiene las propiedades de apareamiento de bases de timina (T). La mayoria de las citidina desaminasas conocidas
operan en el ARN, y los pocos ejemplos que se sabe que aceptan ADN requieren ADN monocatenario (mc). Los
estudios sobre el complejo de ADN objetivo dCas9 revelan que al menos nueve nucleétidos (nt) de la cadena de ADN
desplazada se desaparean tras la formacién del complejo 'R-bucle' de ARN-ADN guia de Cas9 (Jore et al., Nat. Struct.
mol. Biol., 18, 529-536 (2011)). De hecho, en la estructura del complejo R-bucle de Cas9, los primeros 11 nt del
protoespaciador en la cadena de ADN desplazada estan desordenados, lo que sugiere que su movimiento no esta
muy restringido. También se ha especulado que las mutaciones inducidas por la nickasa Cas9 en las citosinas en la
cadena que no es plantilla podrian surgir de su accesibilidad por las enzimas citosina desaminasas celulares. Se
razono que un subconjunto de este tramo de ADNmc en el R-bucle podria servir como sustrato eficaz para una citidina
desaminasa unida a dCas9 para efectuar la conversion directa y programable de C a U en el ADN (Komor et al., citado
anteriormente). Recientemente, Goudelli et al., ((2017). Programmable base editing of Ae T to G+ C in genomic DNA
without DNA cleavage. Nature, 551(7681), 464) describieron editores de base de adenina (ABE) que median la
conversion de AT en G+C en el ADN gendmico.

Cualquier complejo de edicion de bases de acuerdo con la presente invencion puede comprender por lo menos una
citidina desaminasa, o un fragmento cataliticamente activo de la misma. Al menos un complejo de ediciéon de bases
puede comprender la citidina desaminasa, o un dominio de la misma en forma de un fragmento cataliticamente activo,
como editor de bases.

En otra realizacion, al menos una primera modificacion de base dirigida es una conversion de cualquier nucleétido C,
A, T o G, a cualquier otro nucledtido. Cualquiera de los nucleétidos C, A, T o G puede intercambiarse de forma dirigida
al sitio mediante la mediacion de un editor de base, o un fragmento cataliticamente activo del mismo, a otro nucledétido.
Por lo tanto, al menos un complejo de edicién de bases puede comprender cualquier editor de bases, o un dominio
editor de bases o un fragmento cataliticamente activo del mismo, que puede convertir un nucleétido de interés en
cualquier otro nucledtido de interés de forma dirigida.

En ciertas realizaciones, la secuencia objetivo para CRISPR/Cas debe asociarse con un PAM (motivo adyacente al
protoespaciador) o PFS (secuencia o sitio flanqueante del protoespaciador); es decir, una secuencia corta reconocida
por el complejo CRISPR. Los requisitos precisos de secuencia y longitud para el PAM difieren de acuerdo con la
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enzima CRISPR utilizada, pero los PAM suelen ser secuencias de 2 a 5 pares de bases adyacentes al protoespaciador
(es decir, la secuencia objetivo). Se dan ejemplos de secuencias PAM en la seccion de ejemplos a continuacion, y el
experto en la materia podra identificar secuencias PAM adicionales para usar con una enzima CRISPR dada. Ademas,
la modificacion del dominio de interaccion con PAM (PI) puede permitir la programacion de la especificidad de PAM,
mejorar la fidelidad del reconocimiento del sitio objetivo y aumentar la versatilidad de Cas, por €j., Cas9, plataforma
de modificacion del genoma. Las proteinas Cas, tales como las proteinas Cas9, pueden modificarse para alterar su
especificidad PAM, por ejemplo, como se describe en Kleinstiver BP et al. Engineered CRISPR-Cas9 nucleases with
altered PAM specificities. Nature. 2015 Jul 23;523(7561):481-5. doi: 10.1038/nature14592. En algunas realizaciones,
el método comprende permitir que un complejo CRISPR se una al polinucledtido objetivo para efectuar la escision de
dicho polinucleétido objetivo modificando asi el polinucleétido objetivo, en el que el complejo CRISPR comprende una
enzima CRISPR complejada con una secuencia guia hibridada con una secuencia objetivo dentro de dicho
polinucledtido objetivo, en el que dicha secuencia guia esta unida a una secuencia compafiera tracr que a su vez se
hibrida con una secuencia tracr. El experto en la materia comprendera que otras proteinas Cas pueden modificarse
de manera analoga.

La proteina Cas a la que se hace referencia en el presente documento, tal como, sin limitacion, la proteina Cas9, Cpf1
(Cas12a), C2c1 (Cas12b), C2c2 (Cas13a), C2¢c3, Cas13b, puede proceder de cualquier fuente adecuada vy, por lo
tanto, puede incluir diferentes ortélogos, procedentes de una variedad de organismos (procariotas), como esta bien
documentado en la técnica. En ciertas realizaciones, la proteina Cas es Cas9 (modificada), preferiblemente Cas9
Staphylococcus aureus (SaCas9) (modificada) o Cas9 Streptococcus pyogenes (SpCas9) (modificada). En ciertas
realizaciones, la proteina Cas es Cpfl (modificada), preferiblemente Acidaminococcus sp., tal como Cpfl de
Acidaminococcus sp. BV3L6 (AsCpf1) o Cpf1 de Lachnospiraceae bacterium, Lachnospiraceae bacterium MA2020 o
Lachnospiraceae bacterium MD2006 (LbCpf1). En ciertas realizaciones, la proteina Cas es C2c2 (modificada),
preferiblemente C2c2 Leptotrichia wadei (LwC2c2) o C2c2 de Listeria newyorkensis FSL M6-0635 (LbFSLC2c2). En
ciertas realizaciones, la proteina Cas (modificada) es C2c1. En ciertas realizaciones, la proteina Cas (modificada) es
C2c3. En ciertas realizaciones, la proteina Cas (modificada) es Cas13b.

En determinadas realizaciones, la modificacion del acido nucleico se efectia mediante mutagénesis aleatoria. Las
células u organismos pueden exponerse a mutagenos tales como radiacion UV o productos quimicos mutagénicos
(tales como, por ejemplo, metanosulfonato de etilo (EMS)), y luego se seleccionan los mutantes con las caracteristicas
deseadas. Los mutantes se pueden identificar, por ejemplo, mediante TILLING (focalizacién de lesiones locales
inducidas en genomas). El método combina mutagénesis, tal como mutagénesis que usa un mutageno quimico tal
como metanosulfonato de etilo (EMS) con una técnica de deteccion de ADN sensible que identifica mutaciones de una
sola base/mutaciones puntuales en un gen objetivo. El método TILLING se basa en la formacién de heteroduplex de
ADN que se forman cuando multiples alelos se amplifican mediante PCR y luego se calientan y enfrian lentamente.
Se forma una "burbuja" en el desajuste de las dos cadenas de ADN, que luego es escindida por nucleasas de una
sola cadena. Luego, los productos se separan por tamafio, tal como por HPLC. Véase también McCallum et al.
"Targeted screening for induced mutations"; Nat Biotechnol. 2000 abril; 18 (4): 455-7 y McCallum et al. " Targeting
induced local lesions IN genomes (TILLING) for plant functional genomics"; Plant Physiol. 2000 junio; 123 (2): 439-42.

El ARN de interferencia (ARNi) es un proceso bioldgico en el que las moléculas de ARN inhiben la expresion o la
traduccion génica, al neutralizar las moléculas de ARNm especificas. Dos tipos de moléculas pequefias de acido
ribonucleico (ARN), microARN (miARN) y ARN pequefio de interferencia (ARNpi), son fundamentales para el ARN de
interferencia. Los ARN son los productos directos de los genes, y estos pequefios ARN pueden unirse a otras
moléculas especificas de ARN mensajero (ARNm) y aumentar o disminuir su actividad, por ejemplo, evitando que un
ARNm se traduzca en una proteina. La via del ARNi se encuentra en muchos eucariotas, incluidos los animales, y la
inicia la enzima Dicer, que escinde moléculas largas de ARN bicatenario (ARNbc) en fragmentos cortos de doble
cadena de ARNpi de aproximadamente 21 nucleétidos (ARN pequefios de interferencia). Cada ARNpi se desenrolla
en dos ARN monocatenarios (ARNmc), la cadena pasajera y la cadena guia. La cadena pasajera se degrada y la
cadena guia se incorpora al complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). Los miARN maduros son
estructuralmente similares a los ARNpi producidos a partir de ARNbc exdégeno, pero antes de alcanzar la madurez,
los miARN primero deben sufrir una modificacion postranscripcional extensa. Un miARN se expresa a partir de un gen
codificador de ARN mucho mas largo como un transcrito primaria conocida como pri-miARN que se procesa, en el
nucleo celular, en una estructura de bucle de tallo de 70 nucleétidos llamada pre-miARN por el complejo del
microprocesador. Este complejo consta de una enzima RNasa lll llamada Drosha y una proteina de union a ARNbc
DGCRS. La porcion de ARNbc de este pre-miARN esta unida y es escindida por Dicer para producir la molécula de
miARN madura que puede integrarse en el complejo RISC; por lo tanto, miARN y ARNpi comparten la misma
maquinaria celular secuencia abajo. Un ARN corto de horquila o ARN pequefio de horquilla (vector de
ARNph/horquilla) es una molécula artificial de ARN con un giro de horquilla cerrado que se puede utilizar para silenciar
la expresion del gen objetivo a través de ARN de interferencia. El resultado mejor estudiado es el silenciamiento génico
postranscripcional, que ocurre cuando la cadena guia se empareja con una secuencia complementaria en una
molécula de ARN mensajero e induce la escision por Argonauta 2 (Ago2), el componente catalitico del RISC. Como
se usa en el presente documento, una molécula de ARNi puede ser un ARNpi, un ARNph o un miARN. Se entendera
que las moléculas de ARNi se pueden aplicar como tales a/en la planta, o se pueden codificar mediante vectores
apropiados, a partir de los cuales se expresa la molécula de ARNi. Los sistemas de administracion y expresion de
moléculas de ARNi, tales como ARNpi, ARNph o miARN son bien conocidos en la técnica.
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Como se usa en el presente documento, el término "homocigoto" se refiere a una célula o planta individual que tiene
los mismos alelos en uno o mas o todos los loci. Cuando el término se usa con referencia a un locus o gen especifico,
significa que al menos ese locus o gen tiene los mismos alelos. Como se usa en el presente documento, el término
"homocigoto" significa una condicién genética que existe cuando alelos idénticos residen en loci correspondientes en
cromosomas homologos. Como se usa en el presente documento, el término "heterocigoto" se refiere a una célula o
planta individual que tiene diferentes alelos en uno o mas o todos los loci. Cuando el término se usa con referencia a
un locus o gen especifico, significa al menos que ese locus o gen tiene alelos diferentes. Como se usa en el presente
documento, el término "heterocigoto"” significa una condicion genética que existe cuando diferentes alelos residen en
loci correspondientes en cromosomas homologos. En ciertas realizaciones, el QTL y/o uno o0 mas marcadores como
se describe en el presente documento es/son homocigotos. En ciertas realizaciones, el QTL y/o uno o mas marcadores
como se describe en el presente documento son heterocigoéticos. En ciertas realizaciones, el alelo de QTL y/o uno o
mas alelos de marcadores como se describe en el presente documento es/son homocigotos. En ciertas realizaciones,
el alelo de QTL y/o uno o mas alelos de marcadores como se describe en el presente documento son heterocigotos.

Un "marcador" es (medio para encontrar una posicién en a) un mapa genético o fisico, o bien vinculos entre
marcadores y loci de rasgos (loci que afectan a los rasgos). La posicion que detecta el marcador puede conocerse
mediante la deteccién de alelos polimérficos y su mapeo genético, o bien por hibridacion, emparejamiento de
secuencias o amplificacién de una secuencia que ha sido mapeada fisicamente. Un marcador puede ser un marcador
de ADN (detecta polimorfismos de ADN), una proteina (detecta la variacién en un polipéptido codificado) o
simplemente un fenotipo heredado (tal como el fenotipo 'cérec’). Se puede desarrollar un marcador de ADN a partir
de una secuencia de nucleétidos gendmicos o a partir de secuencias de nucledtidos expresadas (por ejemplo, a partir
de un ARN empalmado o un ADNCc). De acuerdo con la tecnologia de marcadores de ADN, el marcador puede consistir
en cebadores complementarios que flanquean el locus y/o sondas complementarias que se hibridan con alelos
polimdrficos en el locus. El término locus del marcador es el locus (gen, secuencia o nucleétido) que detecta el
marcador. "Marcador" o "marcador molecular" o "locus marcador" también se puede utilizar para indicar una secuencia
de &cido nucleico o de aminoacidos que es suficientemente Unica para caracterizar un locus especifico en el genoma.
Cualquier rasgo polimoérfico detectable puede usarse como marcador siempre que se herede de manera diferencial y
muestre un desequilibrio de ligamiento con un rasgo fenotipico de interés.

Los marcadores que detectan polimorfismos genéticos entre miembros de una poblacién estan bien establecidos en
la técnica. Los marcadores se pueden definir por el tipo de polimorfismo que detectan y también por la tecnologia de
marcador utilizada para detectar el polimorfismo. Los tipos de marcadores incluyen, entre otros, por ejemplo, deteccion
de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), deteccion de marcadores de isozimas, ADN
polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD), polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLP), deteccion
de repeticiones de secuencia simple (SSR), deteccidon de secuencias variables amplificadas del genoma de la planta,
deteccion de replicacion de secuencias autosostenida o deteccién de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Los
SNP se pueden detectar, por ejemplo, mediante secuenciacion de ADN, métodos de amplificacion especificos de
secuencia basados en PCR, deteccién de polimorfismos de polinucleétidos mediante hibridacién especifica de alelo
(ASH), hibridacion dinamica especifica de alelo (DASH), balizas moleculares, hibridacion de micromatrices, ensayos
de ligasa de oligonucledtidos, endonucleasas Flap, endonucleasas %', extension de cebador, polimorfismo de
conformacién de cadena sencilla (SSCP) o electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE). La
secuenciacion del ADN, como la tecnologia de pirosecuenciacion, tiene la ventaja de poder detectar una serie de
alelos SNP enlazados que constituyen un haplotipo. Los haplotipos tienden a ser mas informativos (detectan un mayor
nivel de polimorfismo) que los SNP.

Un "alelo marcador”, alternativamente un "alelo de un locus marcador", puede referirse a una de una pluralidad de
secuencias de nucledtidos polimérficas encontradas en un locus marcador en una poblacion. Con respecto a un
marcador de SNP, el alelo se refiere a la base de nucleétidos especifica presente en ese locus de SNP en esa planta
individual.

"Mapeo fino" se refiere a métodos mediante los cuales la posicion de un QTL puede determinarse con mayor precision
(restringido) y mediante los cuales se reduce el tamafio del fragmento de introgresion que comprende el QTL. Por
ejemplo, se pueden crear lineas casi isogénicas para el QTL (QTL-NIL), que contienen diferentes fragmentos
superpuestos del fragmento de introgresion dentro de un ambiente genético uniforme del padre recurrente. Dichas
lineas se pueden usar para mapear en qué fragmento se encuentra el QTL y para identificar una linea que tenga un
fragmento de introgresion mas corto que comprenda el QTL.

La "seleccion asistida por marcadores" (de MAS) es un proceso mediante el cual se seleccionan plantas individuales
basandose en genotipos marcadores. La "contraseleccion asistida por marcadores" es un proceso mediante el cual
se utilizan genotipos marcadores para identificar plantas que no se seleccionaran, lo que les permite eliminarlas de un
programa de mejoramiento o plantacion. La seleccién asistida por marcadores utiliza la presencia de marcadores
moleculares, que estan enlazados genéticamente a un locus particular o a una regiéon cromosoémica particular (por
ejemplo, fragmento de introgresion, transgén, polimorfismo, mutacion, etc.), para seleccionar plantas por la presencia
del locus o region especificos (fragmento de introgresion, transgén, polimorfismo, mutacion, etc.). Por ejemplo, un
marcador molecular ligado genéticamente a un QTL de digestibilidad como se define en el presente documento puede
usarse para detectar y/o seleccionar plantas que comprenden el QTL en el cromosoma 9. Cuanto mas cercano sea el
vinculo genético del marcador molecular con el locus (por ejemplo, alrededor de 7 cM, 6 cM, 5 cM, 4 cM, 3 cM, 2 cM,
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1 cM, 0.5 cM o0 menos), es menos probable que el marcador se disocie del locus a través de la recombinacion meidtica.
Del mismo modo, cuanto mas cerca estén enlazados dos marcadores entre si (por ejemplo, dentro de 7 cM o0 5 cM, 4
cM, 3 cM, 2 cM, 1 cM o menos), es menos probable que los dos marcadores se separen entre si (y es mas probable
que se segreguen conjuntamente como una unidad). La "puntuacion LOD" (logaritmo (base 10) de probabilidades) se
refiere a una prueba estadistica que se utiliza a menudo para el analisis de vinculos en poblaciones de animales y
plantas. La puntuacion LOD compara la probabilidad de obtener los datos de la prueba si los dos loci (loci de
marcadores moleculares y/o un locus de rasgos fenotipicos) estan realmente enlazados, con la probabilidad de
observar los mismos datos por pura casualidad. Las puntuaciones LOD positivas favorecen la presencia de
enlazamiento y una puntuacion LOD superior a 3.0 se considera evidencia de enlazamiento. Una puntuacién LOD de
+3 indica una probabilidad de 1000 a 1 de que el enlace que se observa no se produjo por casualidad.

Un "haplotipo marcador" se refiere a una combinacién de alelos en un locus marcador.

Un "locus marcador" es una ubicacién cromosémica especifica en el genoma de una especie en la que se puede
encontrar un marcador especifico. Se puede usar un locus marcador para rastrear la presencia de un segundo locus
enlazado, por ejemplo, uno que afecta la expresion de un rasgo fenotipico. Por ejemplo, se puede usar un locus
marcador para controlar la segregacion de alelos en un locus ligado genética o fisicamente.

Una "sonda marcadora" es una secuencia o molécula de acido nucleico que puede usarse para identificar la presencia
de un locus marcador, por ejemplo, una sonda de acido nucleico que es complementaria a una secuencia de locus
marcador, mediante hibridacion de acidos nucleicos. Las sondas marcadoras que comprenden 30 0 mas nucleétidos
contiguos del locus marcador ("toda o una parte" de la secuencia del locus marcador) pueden usarse para la
hibridacion de acidos nucleicos. Alternativamente, en algunos aspectos, una sonda marcadora se refiere a una sonda
de cualquier tipo que sea capaz de distinguir (es decir, genotipar) el alelo particular que esta presente en un locus
marcador.

El término "marcador molecular" puede usarse para referirse a un marcador genético o un producto codificado del
mismo (por ejemplo, una proteina) usado como punto de referencia cuando se identifica un locus enlazado. Un
marcador puede derivarse de secuencias de nucleodtidos gendmicos o de secuencias de nucleétidos expresadas (por
ejemplo, de un ARN empalmado, un ADNc, etc.), o de un polipéptido codificado. El término también se refiere a
secuencias de acidos nucleicos complementarias o que flanquean las secuencias marcadoras, tales como acidos
nucleicos usados como sondas o pares de cebadores capaces de amplificar la secuencia marcadora. Una "sonda de
marcador molecular" es una secuencia o molécula de acido nucleico que puede usarse para identificar la presencia
de un locus marcador, por ejemplo, una sonda de acido nucleico que es complementaria a una secuencia de locus
marcador. Alternativamente, en algunos aspectos, una sonda marcadora se refiere a una sonda de cualquier tipo que
sea capaz de distinguir (es decir, genotipar) el alelo particular que esta presente en un locus marcador. Los acidos
nucleicos son "complementarios" cuando se hibridan especificamente en solucion, por ejemplo, de acuerdo con las
reglas de emparejamiento de bases de Watson-Crick. Algunos de los marcadores descritos en el presente documento
también se denominan marcadores de hibridacion cuando se ubican en una region indel, como la region no colineal
descrita en el presente documento. Esto se debe a que la regidn de insercion es, por definicion, un polimorfismo frente
a una planta sin la insercién. Por lo tanto, el marcador solo necesita indicar si la region indel esta presente o ausente.
Puede usarse cualquier tecnologia de deteccion de marcador adecuada para identificar dicho marcador de hibridacion,
por ejemplo, la tecnologia SNP se usa en los ejemplos proporcionados en este documento.

Los "marcadores genéticos" son acidos nucleicos que son polimérficos en una poblacién y cuyos alelos pueden
detectarse y distinguirse mediante uno o mas métodos analiticos, por ejemplo, RFLP, AFLP, isozima, SNP, SSR y
similares. Los términos "marcador molecular" y "marcador genético" se usan indistintamente en este documento. El
término también se refiere a secuencias de acidos nucleicos complementarias a las secuencias genémicas, tales como
los acidos nucleicos utilizados como sondas. Los marcadores correspondientes a polimorfismos genéticos entre
miembros de una poblacion pueden detectarse mediante métodos bien establecidos en la técnica. Estos incluyen, por
ejemplo, métodos de amplificacion especificos de secuencia basados en PCR, deteccion de polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP), deteccion de marcadores de isozimas, deteccion de polimorfismos de
polinucleétidos mediante hibridacion especifica de alelo (ASH), deteccidén de secuencias variables amplificadas del
genoma de la planta, deteccion de replicacion de secuencia autosostenida, deteccion de repeticiones de secuencia
simple (SSR), deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o detecciéon de polimorfismos de longitud de
fragmento amplificado (AFLP). También se conocen métodos bien establecidos para la deteccion de etiquetas de
secuencia expresada (EST) y marcadores SSR derivados de secuencias EST y ADN polimoérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD).

Un "polimorfismo" es una variacion en el ADN entre dos 0 mas individuos dentro de una poblacion. Un polimorfismo
tiene preferiblemente una frecuencia de al menos el 1 % en una poblacion. Un polimorfismo util puede incluir un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), una repeticion de secuencia simple (SSR) o un polimorfismo de
insercién/eliminacion, también denominado en el presente documento "indel". El término "indel" se refiere a una
insercién o eliminacion, en la que se puede hacer referencia a una linea que tiene un nucledétido o fragmento de ADN
insertado en relacion con una segunda linea, o se puede hacer referencia a la segunda linea como que tiene un
nucleétido eliminado o un fragmento de ADN con respecto a la primera linea.
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La "distancia fisica" entre loci (por ejemplo, entre marcadores moleculares y/o entre marcadores fenotipicos) en el
mismo cromosoma es la distancia fisica real expresada en bases o pares de bases (pb), kilobases o kilopares de
bases (kb) o megabases o mega pares de bases (Mb).

La "distancia genética" entre loci (por ejemplo, entre marcadores moleculares y/o entre marcadores fenotipicos) en el
mismo cromosoma se mide por la frecuencia de entrecruzamiento o frecuencia de recombinacion (RF) y se indica en
centimorgans (cM). Un cM corresponde a una frecuencia de recombinacion del 1 %. Si no se pueden encontrar
recombinantes, la RF es cero y los loci estan fisicamente muy juntos o son idénticos. Cuanto mas separados estén
dos loci, mayor sera la RF.

Un "mapa fisico" del genoma es un mapa que muestra el orden lineal de puntos de referencia identificables (incluidos
genes, marcadores, etc.) en el ADN cromosémico. Sin embargo, a diferencia de los mapas genéticos, las distancias
entre puntos de referencia son absolutas (por ejemplo, medidas en pares de bases o fragmentos genéticos contiguos
aislados y superpuestos) y no se basan en la recombinacién genética (que puede variar en diferentes poblaciones).

Un alelo se correlaciona "negativamente" con un rasgo cuando esta enlazado a él y cuando la presencia del alelo es
un indicador de que un rasgo deseado o una forma de rasgo no ocurrira en una planta que comprende el alelo. Un
alelo se correlaciona "positivamente" con un rasgo cuando esta enlazado a él y cuando la presencia del alelo es un
indicador de que el rasgo deseado o la forma del rasgo ocurriran en una planta que comprende el alelo.

Un centimorgan ("cM") es una unidad de medida de frecuencia de recombinacién. Un cM es igual a un 1 % de
probabilidad de que un marcador en un locus genético se separe de un marcador en un segundo locus debido al
entrecruzamiento en una sola generacion.

Como se usa en el presente documento, el término "intervalo cromosdmico" designa un intervalo lineal contiguo de
ADN gendmico que reside en la planta en un solo cromosoma. Los elementos genéticos o genes ubicados en un solo
intervalo cromosémico estan fisicamente enlazados. El tamafio de un intervalo cromosémico no esta particularmente
limitado. En algunos aspectos, los elementos genéticos ubicados dentro de un solo intervalo cromosdmico estan
enlazados genéticamente, tipicamente con una distancia de recombinacion genética de, por ejemplo, menor o igual a
20 cM, o alternativamente, menor o igual a 10 cM. Es decir, dos elementos genéticos dentro de un solo intervalo
cromosomico se recombinan con una frecuencia menor o igual al 20 % o al 10 %.

El término "estrechamente enlazado", en la presente solicitud, significa que la recombinacion entre dos loci enlazados
se produce con una frecuencia igual o inferior al 10 % (es decir, estan separados en un mapa genético por no mas de
10 cM). Dicho de otra manera, los loci estrechamente enlazados segregan conjuntamente al menos el 90 % del tiempo.
Los loci marcadores son especialmente utiles con respecto al objeto de la divulgacién actual cuando demuestran una
probabilidad significativa de segregacién conjunta (enlazamiento) con un rasgo deseado (por ejemplo, resistencia a la
mancha gris de la hoja). Los loci estrechamente enlazados, como un locus marcador y un segundo locus, pueden
mostrar una frecuencia de recombinacion entre locus del 10 % o menos, preferiblemente aproximadamente 9 % o
menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 8 % o menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 7 % o
menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 6 % o menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 5 % o
menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 4 % o menos, aun mas preferiblemente aproximadamente 3 % o
menos, y aun mas preferiblemente aproximadamente 2 % o menos. En realizaciones altamente preferidas, los loci
relevantes muestran una frecuencia de recombinacion de aproximadamente 1 % o menos, por ejemplo,
aproximadamente 0.75 % o menos, mas preferiblemente aproximadamente 0.5 % o menos, o aun mas preferiblemente
aproximadamente 0.25 % o menos. Dos loci que estan localizados en el mismo cromosoma y a tal distancia que la
recombinacion entre los dos loci se produce con una frecuencia inferior al 10 % (por ejemplo, aproximadamente 9 %,
8 %, 7 %, 6 %,5 %, 4 %, 3%,2%,1%,0.75 %, 0.5 %, 0.25 % o menos) también se dice que son "proximos" entre
si. En algunos casos, dos marcadores diferentes pueden tener las mismas coordenadas en el mapa genético. En ese
caso, los dos marcadores estan tan préoximos entre si que se produce una recombinacion entre ellos con una
frecuencia tan baja que es indetectable.

"Vinculacion" se refiere a la tendencia de los alelos a segregarse juntos mas a menudo de lo esperado por casualidad
si su transmision fuera independiente. Por lo general, el enlazamiento se refiere a alelos en el mismo cromosoma. La
recombinacion genética ocurre con una frecuencia aleatoria asumida en todo el genoma. Los mapas genéticos se
construyen midiendo la frecuencia de recombinacion entre pares de rasgos o marcadores. Cuanto mas cerca estén
los rasgos o0 marcadores entre si en el cromosoma, menor sera la frecuencia de recombinacion y mayor el grado de
enlazamiento. Se considera que los rasgos o marcadores estan enlazados en este documento si generalmente se
segregan conjuntamente. Una probabilidad de 1/100 de recombinacion por generacion se define como una distancia
en el mapa genético de 1.0 centiMorgan (1.0 cM). El término "desequilibrio de enlazamiento" se refiere a una
segregacion no aleatoria de loci o rasgos genéticos (o ambos). En cualquier caso, el desequilibrio de enlazamiento
implica que los loci relevantes estan dentro de una proximidad fisica suficiente a lo largo de un cromosoma para que
se segreguen juntos con una frecuencia mayor que la aleatoria (es decir, no aleatoria). Los marcadores que muestran
desequilibrio de enlazamiento se consideran enlazados. Los loci enlazados se segregan conjuntamente mas del 50 %
del tiempo, por ejemplo, desde aproximadamente el 51 % hasta aproximadamente el 100 % del tiempo. En otras
palabras, dos marcadores que se segregan conjuntamente tienen una frecuencia de recombinacion inferior al 50 %
(y, por definicion, estan separados por menos de 50 cM en el mismo grupo de enlazamiento). Como se usa en este
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documento, el enlazamiento puede ser entre dos marcadores, o alternativamente entre un marcador y un locus que
afecta un fenotipo. Un locus marcador puede estar "asociado con" (enlazado a) un rasgo. El grado de enlazamiento
de un locus marcador y un locus que afecta a un rasgo fenotipico se mide, por ejemplo, como una probabilidad
estadistica de segregacion conjunta de ese marcador molecular con el fenotipo (por ejemplo, una estadistica F o
puntuacion LOD).

Como se usa en el presente documento, el término "identidad de secuencia" se refiere al grado de identidad entre
cualquier secuencia de acido nucleico dada y una secuencia de acido nucleico objetivo. El porcentaje de identidad de
secuencia se calcula determinando el numero de posiciones coincidentes en secuencias de acido nucleico alineadas,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el numero total de nucleétidos alineados y multiplicando por 100.
Una posicion coincidente se refiere a una posicion en la que aparecen nucleétidos idénticos en la misma posicion en
secuencias de acido nucleico alineadas. El porcentaje de identidad de secuencia también se puede determinar para
cualquier secuencia de aminoacidos. Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia, una secuencia de acido
nucleico o de aminoacidos objetivo se compara con la secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos identificada
utilizando el programa BLAST 2 Sequences (Bl2seq) de la versién independiente de BLASTZ que contiene BLASTN
y BLASTP. Esta version independiente de BLASTZ se puede obtener del sitio web de Fish & Richardson (World Wide
Web en fr.com/blast) o del sitio web del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica del gobierno de los Estados
Unidos (World Wide Web en ncbi.nim.nih.gov). Las instrucciones que explican como usar el programa Bl2seq se
pueden encontrar en el archivo Léame que acompafia a BLASTZ. Bl2seq realiza una comparacion entre dos
secuencias utilizando el algoritmo BLASTN o BLASTP.

BLASTN se usa para comparar secuencias de acidos nucleicos, mientras que BLASTP se usa para comparar
secuencias de aminoacidos. Para comparar dos secuencias de acidos nucleicos, las opciones se establecen de la
siguiente manera: -i se establece en un archivo que contiene la primera secuencia de acido nucleico que se va a
comparar (por ejemplo, C:\seq |. txt); -j se establece en un archivo que contiene la segunda secuencia de acido nucleico
que se va a comparar (por ejemplo, C:\seq2.txt); -p se establece en blastn; -0 se establece en cualquier nombre de
archivo deseado (por ejemplo, C:\output.txt); -q se establece en -1; -r se establece en 2; y todas las demas opciones
se dejan en su configuracion predeterminada. El siguiente comando generara un archivo de salida que contiene una
comparacion entre dos secuencias: C:\B12seq -i c:\seql .txt -j c:\seq2.txt -p blastn -o c:\output.txt -q - 1 -r 2. Si la
secuencia objetivo comparte homologia con cualquier parte de la secuencia identificada, el archivo de salida designado
presentara esas regiones de homologia como secuencias alineadas. Si la secuencia objetivo no comparte homologia
con ninguna parte de la secuencia identificada, el archivo de salida designado no presentara secuencias alineadas.
Una vez alineada, se determina una longitud contando el numero de nucleétidos consecutivos de la secuencia objetivo
presentada en alineacion con la secuencia de la secuencia identificada comenzando con cualquier posicion
coincidente y terminando con cualquier otra posicién coincidente. Una posicion coincidente es cualquier posicion en
la que se presenta un nucleétido idéntico tanto en la secuencia objetivo como en la identificada. Los huecos
presentados en la secuencia objetivo no se cuentan porque los huecos no son nucleétidos. Asimismo, no se cuentan
los huecos presentados en la secuencia identificada ya que se cuentan los nucleétidos de la secuencia objetivo, no
los nucledtidos de la secuencia identificada. El porcentaje de identidad sobre una longitud particular se determina
contando el numero de posiciones coincidentes sobre esa longitud y dividiendo ese numero por la longitud y luego
multiplicando el valor resultante por 100. Por ejemplo, si (i) una secuencia objetivo de acido nucleico de 500 bases se
compara con una secuencia de acido nucleico en cuestion, (ii) el programa Bl2seq presenta 200 bases de la secuencia
objetivo alineadas con una regién de la secuencia en cuestion en la que la primera y la ultima bases de esa region de
200 bases son coincidencias, y (iii) el numero de coincidencias sobre esas 200 bases alineadas es 180, entonces la
secuencia objetivo de acido nucleico de 500 bases contiene una longitud de 200 y una identidad de secuencia sobre
esa longitud del 90 % (es decir, 180 / 200 x 100 = 90). Se apreciara que diferentes regiones dentro de una unica
secuencia objetivo de acido nucleico que se alinea con una secuencia identificada pueden tener cada una su propio
porcentaje de identidad. Se observa que el valor de identidad porcentual se redondea a la décima mas cercana. Por
ejemplo, 78.11, 78.12, 78.13 y 78.14 se redondean a 78.1, mientras que 78.15, 78.16, 78.17, 78.18 y 78.19 se
redondean a 78.2. También se observa que el valor de longitud siempre sera un niumero entero.

Una "secuencia de acido nucleico aislada" o "ADN aislado" se refiere a una secuencia de acido nucleico que ya no se
encuentra en el entorno natural del que se aisld, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico en una célula huésped
bacteriana o en el genoma nuclear o plastido de una planta. Cuando se hace referencia a una "secuencia" en el
presente documento, se entiende que se hace referencia a la molécula que tiene tal secuencia, por ejemplo, la
molécula de acido nucleico. Una "célula huésped" o una "célula huésped recombinante" o "célula transformada" son
términos que se refieren a una nueva célula individual (u organismo) que surge como resultado de la introduccion de
al menos una molécula de acido nucleico en dicha célula. La célula huésped es preferiblemente una célula vegetal o
una célula bacteriana. La célula huésped puede contener el acido nucleico como una molécula que se replica
extracromosomicamente (episomal), o comprende el acido nucleico integrado en el genoma nuclear o plastido de la
célula huésped, o como cromosoma introducido, por ejemplo, minicromosoma.

Cuando se hace referencia a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ADN gendmico) que tiene una
"identidad de secuencia sustancial con" una secuencia de referencia o que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 60 %, por ejemplo, al menos el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
de acido nucleico con una secuencia de referencia, en una realizacion dicha secuencia de nucleétidos se considera
sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos dada y puede identificarse usando condiciones de hibridacion

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2922902 T3

rigurosas. En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico comprende una o mas mutaciones en comparacion con
la secuencia de nucleotidos dada, pero aun puede identificarse usando condiciones de hibridacion rigurosas. Pueden
usarse "condiciones de hibridacién rigurosas" para identificar secuencias de nucleétidos, que son sustancialmente
idénticas a una secuencia de nucleotidos dada. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes
en diferentes circunstancias. En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5
°C mas bajas que el punto de fusion térmica (Tm) para las secuencias especificas a una fuerza iénica y un pH
definidos. La Tm es la temperatura (bajo una fuerza iénica y un pH definidos) a la que el 50 % de la secuencia objetivo
se hibrida con una sonda perfectamente coincidente. Normalmente, se elegiran condiciones rigurosas en las que la
concentracion de sal sea de aproximadamente 0.02 molar a pH 7 y la temperatura sea de al menos 60 °C. Reducir la
concentracion de sal y/o aumentar la temperatura aumenta la rigurosidad. Las condiciones rigurosas para las
hibridaciones de ARN-ADN (transferencias Northern que utilizan una sonda de, por ejemplo, 100 nt) son, por ejemplo,
aquellas que incluyen al menos un lavado en 0.2X SSC a 63 °C durante 20 min, o condiciones equivalentes. Las
condiciones rigurosas para la hibridacion de ADN-ADN (transferencias Southern que utilizan una sonda de, por
ejemplo, 100 nt) son, por ejemplo, aquellas que incluyen al menos un lavado (generalmente 2) en 0.2X SSC a una
temperatura de al menos 50 °C, usualmente aproximadamente alrededor de 55 °C, durante 20 min, o condiciones
equivalentes. Véase también Sambrook et al. (1989) y Sambrook y Russell (2001). Los ejemplos de condiciones de
hibridaciéon muy rigurosas son condiciones en las que principalmente solo se someten a hibridacion aquellas moléculas
de acido nucleico que tienen al menos un 90 % o al menos un 95 % de identidad de secuencia. Tales condiciones de
hibridacion altamente rigurosas son, por ejemplo: 4 x SSC a 65 °C y multiples lavados posteriores en 0.1 x SSC a 65
°C durante aproximadamente 1 hora. El término "condiciones de hibridacion de alta rigurosidad" tal como se utiliza en
este documento también puede significar: hibridaciéon a 68 °C en fosfato de sodio 0.25 M, pH 7.2, SDS al 7 %, EDTA
1 mM y BSA al 1 % durante 16 horas y, posteriormente, lavar dos veces con 2 x SSC y SDS al 0.1 % a 68 °C.
Preferiblemente, la hibridacion tiene lugar en condiciones rigurosas. Condiciones de hibridaciéon menos rigurosas son,
por ejemplo: hibridacion en 4 x SSC a 37 °C y posterior lavado multiple en 1 x SSC a temperatura ambiente.

Como se usa en el presente documento, F35H (entrada de enzima ExPASy EC 1.14.13.88) se refiere al gen o proteina
flavonoide 3',5'-hidroxilasa. F35H también se conoce como F3'5'H, F3',5'H, flavonoide 3',5'-hidroxilasa del citocromo
P450 o flavanona, NADPH:oxigeno oxidorreductasa. F35H cataliza la siguiente reaccion: flavanona + 2 NADP + 2 O(2)
<=> 3',5'-dihidroxiflavanona + 2 NADP(+) + 2 H(2)O.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar una
planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende la deteccion de la presencia de un alelo de QTL (tal como en material genético aislado de
la planta o parte de la planta) asociado con una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad mejorada
del rastrojo, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide
3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente
del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o una mutacién que
conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene
actividad una enzimatica reducida tras la traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o c) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende aislar el material genético a partir de al menos una célula de la planta o parte de la planta,
y la deteccion en dicho material genético de la presencia de un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada,
preferiblemente una digestibilidad mejorada del rastrojo, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de
nucledtidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacién
que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H tal (como una mutacién por
inactivaciéon o eliminacion), o una mutacion que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina
F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccién.
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En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende la deteccién de la presencia de un alelo de QTL (tal como en material genético aislado de
la planta o parte de la planta) asociado con una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleédtidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-
hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del
ARNmM del gen y/o la proteina F35H (como una mutacién por inactivacion o eliminacion), o una mutacién que conduce
a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad
enzimatica reducida tras la traduccion, y seleccionar una planta de maiz o parte de una planta de maiz en la que el
alelo de QTL esta presente.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte de la planta, detectando
en dicho material genético la presencia de un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada, preferiblemente
una digestibilidad de rastrojo mejorada, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucledtidos de un gen
que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacién que conduce a una
expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacién por inactivacion o
eliminacién), o una mutaciéon que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o
una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion, y seleccionar una planta de maiz o parte
de una planta de maiz en laque el alelo de QTL esta presente.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar una
planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende la deteccidon de la presencia de un alelo de QTL (ta como en el material genético aislado
de la planta o parte de la planta) que comprende una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide
3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente
del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o una mutacién que
conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene
actividad enzimatica reducida tras la traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o c) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucledétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte de la planta, y la
deteccion en dicho material genético de la presencia de un alelo de QTL que comprende una secuencia de nucledtidos
de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacioén que conduce
a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacién por inactivacion
o eliminacién), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada
) 0 una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende la deteccién de la presencia de un alelo de QTL (tal como en material genético aislado de
la planta o parte de la planta) que comprende una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-
hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del
ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o una mutaciéon que
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conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene
actividad enzimatica reducida tras la traduccion, y seleccionar una planta o parte de la planta en la que esta presente
el alelo de QTL.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte de la planta, detectar
en dicho material genético la presencia de un alelo de QTL que comprende una secuencia de nucleétidos de un gen
que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene una mutacién que conduce a la
expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacién por inactivacion o
eliminacién), o una mutaciéon que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o
una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion, y seleccionar una planta de maiz o una
parte de una planta de maiz en la que esta presente el alelo de QTL.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende y/o esta flanqueado por los
alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende el alelo marcador (molecular)
de ma61134xxx.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosdmico que comprende y/o esta flanqueado
por los alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores
de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosémico que comprende el alelo marcador
de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma
9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01,
preferiblemente en los que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal
como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacién como cebador
directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosodmico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad
mejorada.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar una
planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende la deteccion (tal como como en material genético aislado de la planta o parte de la planta)
la presencia de una mutacién que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm de un gen que codifica un
flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivaciéon o
eliminacién), o una mutacion que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene una
actividad enzimatica reducida tras la traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o c) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte
de la planta, y detectar en dicho material genético la presencia de una mutacion que conduce a una expresion reducida
o ausente del ARNm de un gen que codifica un flavonoide 3’,5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina
F35H (tal como una mutacion por inactivaciéon o eliminacion), o una mutacion que conduce a una proteina F35H no
funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion.
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En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende la deteccién (tal como en material genético aislado de la planta o
parte de la planta) de la presencia de una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm de
un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/ o la proteina F35H (tal como una
mutacion por inactivacion o eliminacién), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina
F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion, y seleccionar una planta de maiz o una parte de una
planta de maiz en el que esta presente la mutacion en dicho F35H.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte
de la planta, detectar en dicho material genético la presencia de una mutaciéon que conduce a una expresion reducida
o ausente del ARNm de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina
F35H (tal como una mutacién por inactivacion o eliminacién), o una mutacion, preferiblemente una mutaciéon que
conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la
traduccion, y seleccionar una planta de maiz o parte de una planta de maiz en la que esta presente una mutacion en
dicho F35H.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar una
planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende opcionalmente (tal como en material aislado de la planta o parte
de la planta) analizar el nivel de expresién (proteina y/o ARNm) de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450, y la deteccién de la expresion reducida o ausente del ARNm de un gen que codifica un
flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H o para una proteina F35H no funcional o
una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o c) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material de al menos una célula de la planta o parte de la
planta, y opcionalmente analizar el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) de un gen que codifica un flavonoide 3',5"-
hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 en dicho material, y/o detectar la expresion reducida o ausente del ARNm de
un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H o para una proteina
F35H no funcional o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida en dicho material.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende analizar (tal como en material aislado de la planta o parte de la
planta) el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del
citocromo P450, y seleccionar una planta o parte de una planta de maiz en la que se reduce o elimina la expresion del
ARNm y/o proteina F35H o la actividad enzimatica de F35H o se reduce la actividad enzimatica de F35H.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material de al menos una célula de la planta o parte de la
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planta, analizar el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H)
del citocromo P450 en dicho material y/o detectar la expresion reducida o ausente del ARNm de un gen que codifica
un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H o para una proteina F35H no funcional
o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida en dicho material, y seleccionar una planta o parte de la
planta en la que se reduce o elimina la expresion del ARNm y/o la proteina F35H o la actividad enzimatica de F35H o
se reduce la actividad enzimatica de F35H.

En ciertas realizaciones, si el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) del F35H, en particular el F35H de tipo silvestre
o0 nativo, esta alterado, entonces la planta o parte de la planta tiene una digestibilidad mejorada. En ciertas
realizaciones, si el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) del F35H, en particular el F35H de tipo silvestre o nativo,
esta alterado en comparacion con un nivel de expresion de referencia, entonces la planta o parte de la planta tiene
una digestibilidad mejorada. En ciertas realizaciones, si el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) del F35H, en
particular el F35H de tipo silvestre o nativo, esta alterado en comparacion con el nivel de expresion de referencia en
una planta o parte de la planta de referencia, entonces la planta o parte de la planta tiene digestibilidad mejorada. En
ciertas realizaciones, la planta de referencia (o parte de la planta) es la linea endogamica de maiz PH207, como se
describe en "Draft Assembly of Elite Inbred Line PH207 Provides Insights into Genomic and Transcriptome Diversity
in Maize", Hirsch et al., Plant Cell. 2016 Nov; 28(11): 2700-2714. Publicada en linea el 1 de noviembre de 2016. doi:
10.1105/tpc.16.00353, o una planta de maiz que comprende el alelo de QTL que comprende la secuencia de
nucledtidos de tipo silvestre o nativa (no mutada) de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del
citocromo P450 (por ejemplo, derivada de PH207), preferiblemente la planta de referencia (o parte de la planta) se
deriva de una linea casi isogénica.

Como se usa en el presente documento, los niveles de expresion alterados (proteina y/o ARNm) se refieren a niveles
de expresion disminuidos de aproximadamente al menos un 10 %, preferiblemente al menos un 30 %, mas
preferiblemente al menos un 50 %, tal como al menos un 20 %, 40 %, 60 %, 80 % o mas, tal como al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 % o mas.

En realizaciones particulares, si el nivel de expresion (proteina y/o ARNm) del F35H, en particular el F35H de tipo
silvestre o nativo, se reduce o la expresion esta (sustancialmente) ausente o eliminada, entonces la planta de maiz o
parte de una planta de maiz tiene digestibilidad mejorada. En ciertas realizaciones, si el nivel de expresion (proteina
y/o ARNm) del F35H, en particular el F35H de tipo silvestre o nativo, se reduce o la expresién esta (sustancialmente)
ausente o eliminada en comparacion con un nivel de expresion de referencia, entonces la planta de maiz o parte de
una planta de maiz tiene digestibilidad mejorada. En ciertas realizaciones, si el nivel de expresion (proteina y/o ARNm)
del F35H, en particular el F35H de tipo silvestre o nativo, se reduce o la expresion esta (sustancialmente) ausente o
eliminada en comparacion con el nivel de expresion de referencia en una planta de maiz o parte de una planta de
maiz de referencia, entonces la planta de maiz o la parte de una planta de maiz tiene una digestibilidad mejorada. En
ciertas realizaciones, la planta de referencia (o parte de la planta) es la linea endogamica de maiz PH207, como se
describe en "Draft Assembly of Elite Inbred Line PH207 Provides Insights into Genomic and Transcriptome Diversity
in Maize", Hirsch et al., Plant Cell. 2016 Nov; 28(11): 2700-2714. Publicada en linea el 1 de noviembre de 2016. doi:
10.1105/tpc.16.00353, o una planta de maiz que comprende el alelo de QTL que comprende la secuencia de
nucledtidos de tipo silvestre o nativa (no mutada) de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del
citocromo P450 (por ejemplo, derivada de PH207), preferiblemente la planta de referencia (o parte de la planta) se
deriva de una linea casi isogénica.

Como se usa en el presente documento, los niveles de expresion reducidos (proteina y/o ARNm) se refieren a niveles
de expresion reducidos de aproximadamente al menos un 10 %, preferiblemente al menos un 30 %, mas
preferiblemente al menos un 50 %, tal como al menos un 20 %, 40 %, 60 %, 80 % o mas, tal como al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 % o mas. La expresion esta (sustancialmente) ausente o eliminada si los niveles
de expresion se reducen al menos un 80 %, preferiblemente al menos un 90 %, mas preferiblemente al menos un 95
%. En ciertas realizaciones, la expresion esta (sustancialmente) ausente, si no se puede detectar ninguna proteina y/o
ARNmM, en particular la proteina y/o ARNm de tipo silvestre o nativo, tal como mediante métodos de deteccion estandar,
que incluyen, por ejemplo, PCR (cuantitativa), transferencia Northern, transferencia Western, ELISA, etc.

En un aspecto, la invencién se refiere al método anterior para identificar una planta de maiz o una parte de una planta
de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para
seleccionar una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente
una digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende detectar (tal como en material genético aislado de la planta o
parte de la planta) la presencia de uno o méas alelos marcadores (moleculares) asociados con una digestibilidad
mejorada, siendo dicho alelo marcador (molecular) el alelo marcador molecular ma61134xxx, y/o uno o mas alelos
marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos
marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en los
que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un &acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosodmico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada.
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En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta o parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte de la planta, y la
deteccion en dicho material genético de la presencia de uno o mas alelos marcadores (moleculares) asociados con
una digestibilidad mejorada, siendo dicho alelo marcador (molecular) el alelo marcador molecular ma61134xxx, y /o
uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosoémico en el cromosoma 9 flanqueado por
los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en los
que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un &acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosdmico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para identificar una planta de maiz o una parte de una planta
de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para
seleccionar una planta o una parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende la deteccién (tal como en material genético aislado de la planta o
parte de la planta) la presencia de uno o mas alelos marcadores (moleculares) asociados con una mejor digestibilidad,
siendo dicho alelo marcador (molecular) el alelo marcador molecular ma61134xxx, y/o uno o mas alelos marcadores
moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de
ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas
preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en los que uno o mas
alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico
del alelo (marcador molecular), adecuado para hibridacion como cebador directo y cebador inverso con un locus en el
intervalo cromosomico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada, y seleccionar una planta de maiz
o parte de una planta de maiz en el que estan presenten uno o mas alelos marcadores (moleculares).

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte
de la planta, detectar en dicho material genético la presencia de uno o mas alelos marcadores (moleculares) asociados
con una digestibilidad mejorada, siendo dicho alelo marcador (molecular) el alelo marcador molecular ma61134xxx,
y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado
por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01
y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en
los que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacién como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada, y
seleccionar una planta de maiz o parte de una planta de maiz en la que uno o mas alelos marcadores (moleculares)
estan presentes.

En un aspecto, la invencion se refiere al método anterior para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende la deteccién (tal como en material genético aislado de la planta o
parte de la planta) para detectar la presencia del alelo marcador molecular ma61134xxx y/o uno o mas alelos
marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos
marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el
que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un &acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosodmico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte
de la planta, y detectar en dicho material genético la presencia del alelo marcador molecular ma61134xxx, y/o uno o
mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado por los
alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el
que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un &acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosdmico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada.
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En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende la deteccién (tal como en material genético aislado de la planta o
parte de la planta) para detectar la presencia del alelo marcador molecular ma61134xxx y/o uno o mas alelos
marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos
marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el
que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un &acido
polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacién como cebador directo y cebador
inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada, y
seleccionando una planta de maiz o una parte de una planta de maiz en la que esta presente uno o mas alelos
marcadores (moleculares).

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, o para seleccionar
una planta de maiz o una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una
digestibilidad de rastrojo mejorada, que comprende aislar material genético de al menos una célula de la planta o parte
de la planta, detectar en dicho material genético la presencia del alelo marcador molecular de ma61134xxx, y/o uno o
mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosomico en el cromosoma 9 flanqueado por alelos
marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02,
mas preferiblemente por alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el que uno o mas
alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico
del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador directo y cebador inverso con un locus en
el intervalo cromosémico que segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada, y seleccionar una planta o parte
de la planta en la que esta presente uno o mas alelos marcadores (moleculares).

Se entendera que en los métodos descritos anteriormente, cuando esta presente el alelo de QTL o el alelo marcador
(molecular), entonces se identifica que la planta o parte de la planta tiene una digestibilidad mejorada.

Los métodos para detectar la presencia de un alelo de QTL o un alelo marcador (molecular) como se describe en el
presente documento son conocidos en la técnica. Sin limitacién, la deteccion puede abarcar o comprender
secuenciacion, métodos basados en hibridacion (tales como hibridacion (dinamica) especifica de alelo, balizas
moleculares, micromatrices de SNP), métodos basados en enzimas (tales como PCR, KASP (PCR competitiva
especifica de alelo), RFLP, ALFP, RAPD, endonucleasa Flap, extension del cebador, 5'-nucleasa, ensayo de ligadura
de oligonucledtidos), métodos de ampilificacion posterior basados en las propiedades fisicas del ADN (tal como
polimorfismo de conformacién de cadena sencilla, electroforesis en gel con gradiente de temperatura, cromatografia
liquida de alta resolucién desnaturalizante, fusion de alta resolucion de todo el amplicon, uso de proteinas de unién a
errores de emparejamiento de ADN, SNPlex, ensayo de nucleasa de Surveyor), etc.

En la presente solicitud se describe un método, tal como un método para generar/producir una planta o parte de una
planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, y/o una
digestibilidad mejorada de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo, que
comprende introducir o introgresar en el genoma de una planta o parte de una planta un alelo de QTL asociado con
una digestibilidad mejorada y que comprende una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-
hidroxilasa del citocromo P450 que tiene una mutacion.

La presente solicitud divulga ademas un método, tal como un método para generar/producir una planta o parte de una
planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, y/o para mejorar
la digestibilidad de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo, que comprende
introducir o introgresar en el genoma de una planta o parte de una planta un alelo de QTL que comprende una
secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa del citocromo P450 que tiene una
mutacion. Dicha mutacién puede conducir a una expresion alterada del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o la
mutacion conduce a una proteina F35H que tiene actividad enzimatica alterada tras la traduccion, mas preferiblemente
la mutacion conduce a una expresién reducida o ausente del ARNm de dicho gen y/o la proteina F35H, para eliminar
o inactivar de dicho gen o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H
truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion o una proteina F35H que
tiene actividad enzimatica aumentada tras la traduccion.

Ademas del método descrito para generar/producir una planta o parte de una planta y/o para mejorar la digestibilidad
de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo, el alelo de QTL esta ubicado en el
cromosoma 9 y comprende y/o estd flanqueado por alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02,
preferiblemente por alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores
de ma17117s01 y ma61125s01, y/o el alelo de QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende el alelo marcador
(molecular) de ma61134xxx, y/o el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosdmico que comprende y/o esta
flanqueado por los alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos
marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y
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ma61125s01, y/o el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosémico que comprende el alelo marcador de
ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma
9 flanqueado por alelos marcadores de ma610 70s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01,
preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal
como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador
directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosdémico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad
mejorada.

Ademas, se divulga un método, tal como un método para generar/producir una planta o parte de una planta que tiene
una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad
de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo, que comprende introducir en el
genoma de una planta o parte de una planta un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada y que
comprende el alelo marcador de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo
cromosomico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02,
preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos
marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son
detectables por un acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular),
adecuado para la hibridacién como cebador directo y cebador inverso para un locus en el intervalo cromosémico que
se segrega conjuntamente con la digestibilidad mejorada.

Alternativamente, la presente solicitud describe un método, tal como un método para generar/producir una planta o
parte de una planta que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada, y/o
para mejorar la digestibilidad de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo, que
comprende introducir en el genoma de una planta o parte de una planta un alelo de QTL que comprende el alelo
marcador de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el
cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos
marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y
ma61125s01, preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido
polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacién
como cebador directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega conjuntamente con
la digestibilidad mejorada.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de maiz o
una parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad de una planta o parte de una planta, preferiblemente una digestibilidad de
rastrojo, que comprende introducir o introgresar en el genoma de una planta de maiz o parte de una planta de maiz
una secuencia de nucleotidos de un gen que codifica una flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que
tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H (tal como
una mutacién por inactivacion o eliminacién), o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional (por
ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
dela SEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleoétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de maiz o
parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, preferiblemente la
digestibilidad del rastrojo, que comprende introducir en el genoma de una planta de maiz o parte de una planta de
maiz, en particular en una secuencia de nucleétidos de un gen enddégeno que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa
del citocromo P450, una mutacioén que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina
F35H (tal como una mutacion por inactivaciéon o eliminacion), o una mutacion que conduce a una proteina F35H no
funcional o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion;
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en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacion con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de maiz o
parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, preferiblemente la
digestibilidad del rastrojo, que comprende alterar un gen endégeno que codifica un gen de flavonoide 3',5'-hidroxilasa
del citocromo P450, preferiblemente eliminar un gen endégeno que codifica un gen de flavonoide 3',5'-hidroxilasa del
citocromo P450;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleoétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de maiz o
parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, preferiblemente la
digestibilidad del rastrojo, que comprende reducir la expresion del ARNm del gen que codifica un gen de flavonoide
3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H codificada, preferiblemente la inactivacion de la
expresion del ARNm del gen que codifica un gen de flavonoide 3'5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la
proteina F35H codificada;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparaciéon con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucledtidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de maiz o
parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
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mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, preferiblemente la
digestibilidad del rastrojo, que comprende eliminar o reducir o inhibir la expresion del ARNm de un gen que codifica
un flavonoide 3',5'-hidroxilasa del citocromo P450 y/o la proteina F35H, reduciendo la actividad enzimatica de un
flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 o inhibiendo la proteina F35H, o aumentando la actividad
enzimatica de un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleoétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

En ciertas realizaciones, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de
maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad, preferiblemente la digestibilidad del rastrojo, de una planta o parte de la
planta, que comprende

A. introducir en una secuencia de nucleétidos de un gen enddgeno de la planta o parte de la planta que codifica un
flavonoide 3',5'-hidroxilasa del citocromo P450 una mutacién que conduce a una expresion reducida o ausente del
ARNm de dicho gen y/o de la proteina F35H, para una eliminacion o inactivacion de dicho gen o una mutacion que
conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene una
actividad enzimatica reducida tras la traduccion; o

B. introducir en el genoma de la planta o parte de la planta un primer ADN bicatenario y un segundo ADN bicatenario,
en el que las secuencias de nucleétidos de las cadenas codificantes del primer y segundo ADN son complementos
inversos entre si, de modo que un transcrito del primer ADN y un transcrito del segundo ADN son capaces de hibridarse
para formar un ARN bicatenario, en el que la cadena codificante del primer o segundo ADN comprende:

a. al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 60 % de identidad, preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos el 96 %, al
menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 2,5u 8; 0

b. una secuencia de nucleétidos que es complementaria a al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia de nucledétidos que tiene al menos un 60 % de identidad,
preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con
la secuenciade la SEQIDNO:2,5u8;0

C. un ARN bicatenario, en el que una cadena corresponde a:

a. al menos 19 nucleétidos sucesivos de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 60 % de identidad, preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 2, 5u 8, enlaque T se
reemplaza por U; o

b. una secuencia de nucleétidos que es complementaria con al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 60 % de identidad,
preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con
la secuencia de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8, en la que T se reemplaza por U; o

D. introducir en la planta o la parte de la planta un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, tal como un sistema
CRISPR/Cas13a, dirigido contra o direccionado a una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina F35H o, en el
genoma de la planta o parte de la planta una o mas secuencias de polinucleétidos que codifican (y expresan o son
capaces de expresar) dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN; o
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E. introducir en la planta o parte de la planta un compuesto quimico o un anticuerpo que altere (o sea capaz de alterar)
la actividad enzimatica de la proteina F35H al interactuar con dicha F35H, preferiblemente reduciendo (o siendo capaz
de reducir) la actividad enzimatica de la proteina F35H o inhibiendo (o siendo capaz de inhibir) la actividad enzimatica
de la proteina F35H o aumentando (o siendo capaz de aumentar) la actividad enzimatica de la proteina F35H al
interactuar con dicha F35H.

En ciertas realizaciones, la invencion se refiere a un método, tal como un método para generar/producir una planta de
maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo
mejorada, y/o para mejorar la digestibilidad, preferiblemente la digestibilidad del rastrojo, de una planta de maiz o parte
de una planta de maiz, que comprende regenerar una planta a partir de las planta o partes de las planta modificadas
anteriormente mencionadas.

En un aspecto, la invencién se refiere a una planta de maiz o parte de una planta de maiz que comprende un alelo de
QTL asociado con una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada,
comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450 que tiene una mutacién que conduce a una expresién reducida o ausente del ARNm del
gen y/o la proteina F35H, o una mutacion que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H
truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccién;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
dela SEQID NO: 3;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas;

en el que la planta de maiz o parte de la planta de maiz no se obtiene exclusivamente mediante un proceso
esencialmente bioldgico.

En ciertas realizaciones, la mutacion conduce a una expresién reducida o ausente del ARNm de dicho gen y/o la
proteina F35H, a una eliminacion o inactivacion de dicho gen o una mutacién que conduce a una proteina F35H no
funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida o
aumentada tras la traduccion. La inactivacion o eliminacion de F35H puede efectuarse, por ejemplo, mediante
cualquiera de los métodos de mutagénesis descritos en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende y/o esta flanqueado por los
alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende el alelo marcador de
ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma
9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01,
preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal
como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador
directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosdémico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad
mejorada.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosémico que comprende y/o esta flanqueado
por los alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores
de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosémico que comprende el alelo marcador
de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo cromosémico en el cromosoma
9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de
ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01,
preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables por un acido polinucleico, tal
como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la hibridacion como cebador
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directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega conjuntamente con la digestibilidad
mejorada.

En un aspecto, la invencion se refiere a una planta de maiz o parte de una planta de maiz que comprende una
secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene
una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutacién
que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene
actividad enzimatica reducida tras la traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
dela SEQID NO: 3;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas;

en el que la planta de maiz o parte de una planta de maiz no se obtiene exclusivamente mediante un proceso
esencialmente bioldgico.

En una realizacion determinada, la invencion se refiere a una planta de maiz o parte de una planta de maiz que
comprende el alelo marcador de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo
cromosomico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02,
preferiblemente por alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por alelos marcadores
de ma17117s01 y ma61125s01, preferiblemente en el que uno o mas alelos marcadores moleculares son detectables
por un acido polinucleico, tal como un acido polinucleico especifico del alelo (marcador molecular), adecuado para la
hibridacion como cebador directo y cebador inverso con un locus en el intervalo cromosémico que se segrega
conjuntamente con la digestibilidad mejorada.

En un aspecto, la invencion se refiere a una planta de maiz o parte de una planta de maiz que comprende

A. un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene una mutacién que conduce
a una expresion reducida del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutacién que conduce a una proteina F35H
que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccién, mas preferiblemente una mutacion que conduce a una
eliminacién o inactivaciéon de dicho gen, o que ha reducido o eliminado la expresion del ARNm y/o la proteina de un
gen de F35H, o una mutacion que conduce a una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada)
o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la traduccion o una proteina F35H que tiene actividad
enzimatica aumentada tras la traduccion; o

B. un primer ADN bicatenario (establemente integrado) y un segundo ADN bicatenario (establemente integrado), en
el que las secuencias de nucledtidos de las cadenas codificantes del primer y segundo ADN son complementos
inversos entre si, de modo que un transcrito del primer ADN y un transcrito del segundo ADN son capaces de hibridarse
para formar un ARN bicatenario, en el que la cadena codificante del primer o segundo ADN comprende:

a. al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 60 % de identidad, preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 2,5u 8, 0

b. una secuencia de nucleétidos que es complementaria a al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 60 % de identidad,
preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con
la secuenciade la SEQIDNO:2,5u8;0

C. un ARN bicatenario, en el que una cadena corresponde a:

a. al menos 19 nucledtidos sucesivos de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 60 % de identidad, preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % , al menos un 96 %, al
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menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 2,5u 8, enlaque T se
reemplaza por U; o

b. una secuencia de nucledtidos que es complementaria de al menos 19 nucleétidos sucesivos de la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8 o de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 60 % de identidad,
preferiblemente al menos un 70 % o al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 92 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % con
la secuencia de la SEQ ID NO: 2, 5 u 8, en la que T se reemplaza por U; o

D. un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, tal como un sistema CRISPR/Cas13a, dirigido contra o direccionado
a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F35H, o una 0 mas secuencias de polinucledtidos que codifican
(y expresan o son capaces de expresar) dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN; o

E. un compuesto quimico o un anticuerpo que altera (o es capaz de alterar) la actividad enzimatica de la proteina
F35H al interactuar con dicho F35H, preferiblemente reduciendo (o siendo capaz de reducir) la actividad enzimatica
de la proteina F35H o inhibiendo (o siendo capaz de inhibir) la proteina F35H al interactuar con dicho F35H o aumentar
(o ser capaz de aumentar) la proteina F35H al interactuar con dicho F35H;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
dela SEQID NO: 3;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas;

en el que la planta de maiz o parte de una planta de maiz no se obtiene exclusivamente mediante un proceso
esencialmente bioldgico.

En ciertas realizaciones, la planta no es una variedad de planta.

Ademas, en la presente solicitud se divulga un método para obtener, generar o producir una planta o parte de una
planta, tal como una planta o parte de una planta de maiz o sorgo o cafia de azucar, preferiblemente una planta de
maiz o parte de una planta de maiz, que comprende (a) proporcionar una primera planta que tiene un alelo de QTL,
tal como un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada como se describe en este documento en otro lugar,
opcionalmente en el que dicho alelo de QTL esta ubicado en un intervalo cromosémico, preferiblemente en el
cromosoma 9, que comprende y esta flanqueado por los alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 vy
ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los
alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01, (b) cruzar dicha primera planta con una segunda planta, tal como
una segunda planta que no tenga dicho alelo de QTL, (c) seleccionar plantas de la progenie que tengan dicho alelo
de QTL, y opcionalmente (d) cosechar dicha parte de la planta de dicha progenie.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL comprende uno o mas de los alelos marcadores como se describe en este
documento en otra parte.

En ciertas realizaciones, el alelo de QTL comprende un gen F35H mutado como se describe en este documento en
otra parte.

Ademas, se divulga un método para obtener o generar o producir una planta o parte de una planta, tal como una planta
o parte de una planta de maiz o sorgo o cafia de azucar, preferiblemente una planta o parte de una planta de maiz,
que comprende (a) proporcionar una primera planta que tiene un alelo marcador (molecular), tal como un alelo
marcador (molecular) asociado con una digestibilidad mejorada como se describe en este documento en otro lugar,
opcionalmente en el que dicho alelo marcador (molecular) esta ubicado en un intervalo cromosémico, preferiblemente
en el cromosoma 9, que comprende y esta flanqueado por alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y
ma30168s02, preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los
alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01; (b) cruzar dicha primera planta con una segunda planta, tal como
una segunda planta que no tenga dicho alelo marcador (molecular), (c) seleccionar plantas de la progenie que tengan
dicho alelo marcador (molecular), y opcionalmente (d) cosechar dicha parte de la planta de dicha progenie.
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Ademas, se describe un método para obtener, generar o producir una planta o parte de una planta, tal como una planta
o parte de una planta de maiz, sorgo o cafia de azucar, que comprende (a) proporcionar una primera planta que tiene
un gen F35H mutado o una primera planta en la que la expresién del ARNm y/o la proteina de un gen F35H esta
alterada, tal como se describe en este documento en otro lugar, preferiblemente reducida o (sustancialmente)
eliminada o ausente, tal como se describe en este documento en otro lugar, opcionalmente en el que dicho gen F35H
mutado esta ubicado en un intervalo cromosémico, preferiblemente en el cromosoma 9, que comprende y esta
flanqueado por los alelos marcadores (moleculares) de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por los alelos
marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y
ma61125s01, (b) cruzar dicha primera planta con una segunda planta, tal como una segunda planta que no tiene dicho
gen F35H mutado, (c) seleccionar plantas de la progenie que tienen dicho gen F35H mutado, y opcionalmente (d)
cosechar dicha parte de la planta de dicha progenie.

En los métodos divulgados anteriormente para obtener o generar o producir una planta o parte de una planta, el alelo
de QTL, el alelo marcador y/o la mutacion de F35H en la primera planta esta presente en un estado homocigoto, y/o
el alelo de QTL, el alelo marcador y/o o la mutacién de F35H en la primera planta esta presente en un estado
heterocigoto, y/o el alelo de QTL, el alelo marcador y/o la mutaciéon de F35H en la segunda planta esta presente en
un estado heterocigoto, y/o el alelo de QTL, el alelo marcador, y/o la mutacion de F35H en la segunda planta no esta
presente, y/o se selecciona la progenie en la que el alelo de QTL, el alelo marcador y/o F35H mutado esta presente
en un estado homocigoto, y/o se selecciona la progenie en la que el alelo de QTL, el alelo marcador y/o el F35H
mutado esta presente en un estado heterocigoto.

En ciertas realizaciones, los métodos para obtener plantas o partes de plantas como se describe en el presente
documento de acuerdo con la invencion, tales como los métodos para obtener plantas o partes de plantas que tienen
digestibilidad mejorada, involucran o comprenden transgénesis y/o edicion de genes y/o edicién de bases, tales como
la inclusion de CRISPR/Cas, TALEN, ZFN, meganucleasas; mutagénesis (inducida), que puede o no ser una
mutagénesis aleatoria, tal como TILLING. En ciertas realizaciones, los métodos para obtener plantas o partes de
plantas como se describe en el presente documento de acuerdo con la invencion, tales como los métodos para obtener
plantas o partes de plantas que tienen una digestibilidad mejorada, implican o comprenden aplicaciones de ARNi, que
pueden o no ser, comprender o implican aplicaciones transgénicas. Por ejemplo, las aplicaciones no transgénicas
pueden implicar, por ejemplo, la aplicacion de componentes de ARNi tales como ARNip bicatenario a plantas o
superficies de plantas, como por ejemplo un aerosol. No se requiere una integracion estable en el genoma de la planta.

En ciertas realizaciones, los métodos para obtener plantas o partes de plantas como se describe en el presente
documento de acuerdo con la invencion, tales como los métodos para obtener plantas o partes de plantas que tienen
una digestibilidad mejorada, no implican ni comprenden transgénesis, edicién de genes, edicion de bases y/o
mutagénesis.

El experto en la materia entendera que el producto del gen F35H de tipo silvestre o no mutado es un producto del gen
funcional que tiene actividad enzimatica, como se define en este documento en otra parte. El experto en la materia
comprendera ademas que las variaciones de secuencia descritas anteriormente para el F35H de tipo silvestre no
incluyen cambios de marco o mutaciones sin sentido.

Como se usa en el presente documento, el F35H mutado o la mutacién en el F35H puede comprender o puede referirse
a cualquier tipo de mutacién de F35H. En determinadas realizaciones, la mutacion altera la expresién de la proteina
y/o el ARNm de F35H de tipo silvestre o nativo. En determinadas realizaciones, la mutacion reduce o elimina la
expresion de la proteina y/o el ARNm F35H (de tipo silvestre o nativo), como se describe en otra parte del presente
documento. Las mutaciones pueden afectar la transcripcion y/o la traduccion. Las mutaciones pueden ocurrir en
exones o intrones. Pueden producirse mutaciones en elementos reguladores, tales como promotores, potenciadores,
terminadores, aislantes, etc. Pueden producirse mutaciones en secuencias codificantes. Pueden producirse
mutaciones en los sitios de sefial de empalme, tal como los sitios donantes o aceptores de empalme. Las mutaciones
pueden ser mutaciones de cambio de marco. Las mutaciones pueden ser mutaciones sin sentido. Las mutaciones
pueden ser por insercion o eliminacion de uno o mas nucleétidos. Las mutaciones pueden ser mutaciones no
conservadoras (en las que uno o mas aminoacidos de tipo silvestre se sustituyen por uno 0 mas aminoacidos de tipo
no silvestre). Las mutaciones pueden afectar o alterar la funcién de la proteina F35H, tal como la actividad enzimatica.
Las mutaciones pueden reducir o (sustancialmente) eliminar la funcion de la proteina F35H, tal como la actividad
enzimatica. Funciéon reducida, tal como actividad enzimatica reducida, puede referirse a una reduccion de
aproximadamente al menos 10 %, preferiblemente al menos 30 %, mas preferiblemente al menos 50 %, tal como al
menos 20 %, 40 %, 60 %, 80 % o mas, tal como al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o mas. La
funcion (sustancialmente) eliminada, tal como la actividad enzimatica (sustancialmente) eliminada, puede referirse a
una reduccion de al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 %. Las
mutaciones pueden ser mutaciones negativas dominantes. En ciertas realizaciones, las mutaciones se evalian con
referencia a la linea endogamica de maiz PH207, como se define en este documento en otra parte.

En ciertas realizaciones, la mutacién de F35H es una insercién de uno o mas nucleétidos en la secuencia codificante.
En ciertas realizaciones, la mutacion de F35H es una mutacion sin sentido. En ciertas realizaciones, la mutaciéon de
F35H da como resultado una expresion alterada del gen F35H. En ciertas realizaciones, la mutaciéon de F35H da como
resultado la eliminacion del gen F35H o la inactivacion del ARNm y/o la proteina F35H. En ciertas realizaciones, la
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mutacion da como resultado un cambio de marco de la secuencia codificante de F35H. En ciertas realizaciones, la
mutacion da como resultado una secuencia de proteina alterada codificada por el gen F35H.

En ciertas realizaciones, la mutacion de F35H es una insercion, preferiblemente en un exon, preferiblemente una
insercién en el primer exén, de uno o mas nucledtidos, preferiblemente una insercion de cambio de marco. En ciertas
realizaciones, la insercion es de 187 nucleétidos o aproximadamente 187 nucledtidos. En ciertas realizaciones, la
insercion esta entre la posicion 97 y 98 del gen F35H representado por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:
1. El experto en la materia es capaz de determinar la posicion correspondiente en homologos u ortélogos de F35H.
En ciertas realizaciones, la insercion comprende o consiste en la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 10. En
ciertas realizaciones, el F35H mutado comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 11.

La expresion del ARNm y/o la proteina F35H puede reducirse o eliminarse mutando el propio gen F35H (incluido el
elemento codificador, no codificante y regulador). Los métodos para introducir mutaciones se describen en este
documento en otra parte. Alternativamente, la expresion del ARNm y/o la proteina F35H puede reducirse o eliminarse
(especificamente) interfiriendo con la transcripcién y/o traduccion, tal como para disminuir o eliminar la transcripcion o
traduccion de ARNm y/o proteina. Alternativamente, la expresion del ARNm y/o la proteina F35H puede reducirse o
eliminarse (especificamente) interfiriendo con la estabilidad del ARNm y/o la proteina, tal como para reducir la
estabilidad del ARNm y/o la proteina. Por ejemplo, la (estabilidad) del ARNm puede reducirse por medio de ARNi,
como se describe en este documento en otra parte. También se puede usar miARN para afectar la (estabilidad) del
ARNm. En determinadas realizaciones, una expresion reducida de F35H que se consigue reduciendo la estabilidad
del ARNm o de la proteina también se incluye en el término F35H "mutado”. En ciertas realizaciones, una expresion
reducida de F35H que se logra reduciendo la estabilidad del ARNm o de la proteina no se incluye en el término F35H
"mutado”.

En ciertas realizaciones, los alelos marcadores (moleculares) que estan asociados con una digestibilidad mejorada
como se describe en el presente documento se definen como sigue:

ma61134xxx es una insercién de uno o mas nucledtidos entre la posicién 134254381 y 134254382 del cromosoma 9
con referencia a la linea PH207, preferiblemente una insercion como se establece en la SEQ ID NO: 12; y/o

ma61070s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 121588825 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o T, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 13; y/o

ma30168s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 139452428 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 14; y/o

ma50827s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 127454426 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en SEQ ID NO: 15; y/o

ma16983s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 137363784 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en SEQ ID NO: 16; y/o

ma17117s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 132038900 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 17; y/o

ma61125s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 135947973 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 18;

preferiblemente cuando PH207 se refiere a linea endogamica de Zea mays como se describe en " "Draft Assembly of
Elite Inbred Line PH207 Provides Insights into Genomic and Transcriptome Diversity in Maize", Hirsch et al., Plant Cell.
2016 Nov; 28(11): 2700-2714. Publicado el 1 de noviembre de 2016. doi: 10.1105/tpc.16.00353.

En ciertas realizaciones, la insercion asociada con el alelo marcador de ma61134xxx es una insercion de cambio de
marco. En ciertas realizaciones, la insercién asociada con el alelo marcador de ma61134xxx es una insercion de la
secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 10 En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma61134xxx comprende
o consiste en la secuencia de nucledtidos (contigua) de la SEQ ID NO: 12

En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma61070s01 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 13

En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma30168s02 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 14
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En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma50827s01 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 15.

En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma16983s02 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 16.

En ciertas realizaciones, el alelo marcador de ma17117s01 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 17

En ciertas realizaciones, el alelo marcador de 61125s01 comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos
(contigua) de la SEQ ID NO: 18

En un aspecto, la invencion se refiere al uso de uno o mas de los marcadores (moleculares) descritos en el presente
documento para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada.
En un aspecto, la invencion se refiere al uso de uno o mas de los marcadores (moleculares) descritos en el presente
documento que pueden detectar al menos un alelo marcador de diagndstico para identificar una planta de maiz o parte
de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada. En un aspecto, la invencion se refiere a la deteccion de
uno o mas de los alelos marcadores (moleculares) descritos en el presente documento para identificar una planta de
maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada.

Los alelos marcadores de la invencién, como se describe en el presente documento, pueden ser alelos marcadores
de diagndstico que se pueden utilizar para identificar o seleccionar plantas de maiz o partes de plantas de maiz que
tienen una digestibilidad mejorada, preferiblemente una digestibilidad de rastrojo mejorada.

Ademas, la presente solicitud divulga un acido polinucleico (aislado) que comprende un alelo marcador (molecular)
como se describio anteriormente, o el complemento o el complemento inverso de un alelo marcador (molecular) como
se describié anteriormente. Tal acido polinucleico que comprende al menos 10 nucledtidos contiguos, preferiblemente
al menos 15 nucledtidos contiguos o al menos 20 nucledtidos contiguos de un alelo marcador (molecular) como se
describioé anteriormente, o el complemento o el complemento inverso de un alelo marcador (molecular) como se
describié anteriormente, y/o tal acido polinucleico que comprende al menos 10 nucledétidos contiguos, preferiblemente
al menos 15 nucledtidos contiguos o al menos 20 nucleétidos contiguos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 10, 12, 13,
14, 15, 16, 17 o0 18, o el complemento o el complemento inverso de cualquiera de las SEQ ID NOs: 10, 12, 13, 14, 15,
16, 17 0 18, y/o el acido polinucleico es capaz de discriminar entre un alelo marcador (molecular) como se describio
anteriormente y un alelo marcador no molecular, tal como para hibridar especificamente con un alelo marcador
(molecular) como se describié anteriormente, y/o el acido polinucleico es capaz de hibridarse con un fragmento de
nucleotido Unico o una seccién de cualquiera de las SEQ ID NOs: 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18, o0 el complemento o
el complemento inverso de cualquiera de las SEQ ID NOs: 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18. Se entendera que una
seccion o fragmento unico se refiere preferiblemente a una seccion o fragmento que comprende el SNP o los
respectivos alelos marcadores como se describié anteriormente (tal como los alelos marcadores de ma61070s01,
ma30168s02, ma50827s01, ma16983s02, ma17117s01 o ma61125s01), o una seccion o fragmento que comprende
la unién 5' 0 3' del inserto de un alelo marcador como se describié anteriormente o una seccion o fracciéon comprendida
dentro del inserto de un alelo marcador como se describié anteriormente (tal como el alelo marcador de ma61134xxx).
Ademas, se describe que el acido polinucleico o el complemento o el complemento inverso del mismo no hibrida
(sustancialmente) ni se une al ADN (gendmico) que se origina en la linea endogamica de maiz PH207, y/o la secuencia
del acido polinucleico o el complemento o el complemento inverso del mismo no se produce o no esta presente en la
linea endogamica de maiz PH207.

La presente solicitud divulga un acido polinucleico capaz de hibridarse especificamente con un alelo marcador
(molecular) como se describié anteriormente, o el complemento del mismo, o el complemento inverso del mismo.

Tal acido polinucleico se hibrida especificamente con cualquiera de las secuencias de las SEQ ID NOs: 10, 12, 13,
14, 15, 16, 17 0 18, o el complemento o el complemento inverso del mismo, y/o el acido polinucleico es un cebador,
y/o el acido polinucleico es una sonda, y/o el acido polinucleico es un acido polinucleico especifico del alelo, tal como
un cebador o sonda especifico de alelo, y/o el acido polinucleico comprende al menos 15 nucleétidos, como tal 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucledtidos, como al menos 30, 35, 40, 45 o 50 nucledtidos, tal como al menos 100,
200, 300 o 500 nucledtidos.

Se entendera que "hibridar especificamente" significa que el acido polinucleico se hibrida con el alelo marcador
(molecular) (tal como en condiciones de hibridacion rigurosas, como se define en este documento en otra parte), pero
no se hibrida (sustancialmente) con un acido polinucleico que no comprende el alelo marcador o es (sustancialmente)
incapaz de usarse como cebador de PCR. Por ejemplo, en una lectura adecuada, la sefal de hibridacién con el alelo
marcador o la amplificacion por PCR del alelo marcador es al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10 veces mas
fuerte 0 mas que la sefial de hibridacién con un alelo no marcador, o cualquier otra secuencia.

Ademas, la presente solicitud divulga un kit que comprende dichos acidos polinucleicos, tales como cebadores (que
comprenden cebadores directos y/o inversos) y/o sondas. El kit puede comprender ademas instrucciones de uso.
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Se entendera que en realizaciones relacionadas con un conjunto de cebadores directos e inversos, solo uno de ambos
cebadores (directo o inverso) puede necesitar ser capaz de discriminar entre un alelo marcador (molecular) como se
describié anteriormente y un alelo no marcador, y por lo tanto puede ser unico. El otro cebador puede o no ser capaz
de discriminar entre un alelo marcador (molecular) de la invencién y un alelo no marcador y, por lo tanto, puede ser
unico.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir material vegetal ensilado o alimento para animales
que tiene una digestibilidad mejorada, que comprende (a) cultivar la planta de acuerdo con la presente invencion, (b)
cosechar la planta o partes de la planta, (c) opcionalmente, trocear y/o triturar la planta, y (c) ensilar la planta,
opcionalmente afiadiendo un estimulante tal como un inoculante bacteriano, un azucar y una enzima. Ademas, la
invencion se refiere a un material vegetal ensilado o alimento animal producido por dicho método.

En la presente solicitud, se divulga también un método para producir biogas o bioetanol, que comprende las siguientes
etapas: (a) proporcionar la planta o las partes de la planta de acuerdo con la presente invencion o el material vegetal
ensilado de acuerdo con la presente invencion, y (b) producir biogas o bioetanol a partir de la planta o del material
vegetal ensilado.

Los aspectos y realizaciones de la invencion se apoyan ademas en los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1

Se llevé a cabo un experimento de QTL sobre la digestibilidad del rastrojo en dos poblaciones de DH (haploide doble).
En ambas poblaciones se identificé un QTL con fuerte efecto en la misma posicion cromosdmica en el cromosoma 9
(Fig. 1). La region de QTL parece no contener ninguno de los genes caracterizados conocidos del metabolismo de la
lignina.

El analisis de marcadores usando genotipado de SNP de alta densidad con una matriz de SNP no mostro
polimorfismos entre la linea que alberga el alelo positivo del QTL y otras lineas disponibles comercialmente.
Aprovechando este efecto, se llevo a cabo un experimento de captura de secuencias utilizando una linea portadora
de QTL y una linea de control. Como en ese momento, la Unica secuencia de referencia gendmica era AGPv02, se
desarrollaron sondas para la captura de secuencias sobre esta referencia. El analisis de datos resultoé ser muy dificil
debido a la alta repetitividad de la region y en parte a la baja similitud entre la regiéon en B73 (AGPv02) y el alelo de
QTL. A partir de este experimento, se desarrollé6 un marcador, ma60405s01, que mostraba un polimorfismo entre las
dos lineas en la region de QTL.

Con el fin de identificar otros marcadores preferiblemente polimérficos, se realizé6 una secuenciacion del genoma
completo (WGS) de unalinea portadora de QTL. Se seleccionaron estructuras que cubrian el objetivo y se compararon
con el genoma de referencia de PH207 ("Draft Assembly of Elite Inbred Line PH207 Provides Insights into Genomic
and Transcriptome Diversity in Maize", Hirsch et al., Plant Cell. Nov de 2016; 28(11): 2700-2714. Publicado en linea
el 1 de nov de 2016. doi: 10.1105/tpc.16.00353). Se pudieron identificar tres marcadores polimérficos mas
(ma61126d01, ma61134xxx y ma61125s01, véase la Fig. 2). Sus alelos especificos de QTL son Unicos y no se pueden
detectar en ninguna linea KWS utilizada para el mejoramiento de maiz para ensilaje.

El mapeo fino del QTL ha reducido la region primero a 16.7 MB y en la ultima etapa hasta aprox. 719 kb en la referencia
PH207 (véase la Fig. 3 y la Tabla 1). La Figura 3 muestra dos familias de recombinantes derivados de los cruces de
la linea QTL (B) con una linea que no porta el QTL (A). EI DNDF indicado es la media de todos los miembros de la
familia con o sin QTL respectivamente. El marcador que mejor se asocia con el fenotipo en los ultimos recombinantes
es ma61134xxx. Representa una insercion de 187 pb en un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa del
citocromo P450 (llamado F35H, véase la Fig. 4). Esta insercidon provoca un alargamiento del extremo terminal N de la
proteina y un codén de terminacion temprano que probablemente conduce a la eliminacidon del gen. El gen
correspondiente de AGPv02 se expresa en hojas y tallo. Se encuentra al comienzo del metabolismo de los flavonoides
tomando recursos de la ruta metabdlica de la lignina.

Tabla 1: Lista de marcadores para QTL de ensilaje o el gen como tal.

marcador cromosoma |mapa genético [posicion en cM] |PH207-publico [posicién en pb]
ma61070s01 |9 121588825
ma50827s01 |9 127454426
ma17117s01 |9 132038900
ma60405s01 |9 55,054 133444836
ma61134xxx |9 55,98 134254381
ma61125s01 |9 56,224 135947973
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marcador cromosoma |mapa genético [posicion en cM] |PH207-publico [posicién en pb]
ma16983s02 |9 137363784
ma30168s02 |9 139452428

Dentro de la region de 133,4-135,9 MB del cromosoma 9 en PH207, se comprobaron todos los demas genes
hipotéticos derivados de la anotacién interna del fabricante de PH207 en busca de polimorfismo entre la linea de QTL
y PH207. De mas de 100 genes, solo el descrito mostré un polimorfismo. 79 genes eran idénticos. El resto fue en su
mayoria repetitivo o solo parcialmente representado en el ensamblaje de la linea de QTL.

El marcador capilar ma61134xxx podria convertirse en un par de marcadores KASP dominantes y en un marcador
KASP codominante, los tres estan disponibles para uso rutinario.

El marcador de diagnéstico mas importante ma61134xxx esta dirigido a la insercion en el gen causante. La insercion
esta presente en el genotipo que porta el QTL de ensilaje y esta ausente en la linea de referencia PH207. En PH207
la siguiente secuencia no esta presente en el gen (SEQ ID NO: 10):

CITCTGCCCAGAAGCGGGCCCAGACATTTGAGATTGGGTATTCAAAAATTCALRAAGATTAARGA
ATTTACGTGTTCTAACGCTATTTTATGCAATACATTATTCGACARATTAGTGTTCTAACACTATAGC
ATCACCAAARDCATGGGTATTCARATGAATACCCATGARACCCCCCTGGGECCCGCLCCATG

El experto en la materia es capaz de disefiar marcadores para sistemas de marcadores conocidos que permitan
detectar la presencia o ausencia de la insercion.

Ademas, un experto en la técnica también puede encontrar marcadores para sistemas de marcadores conocidos que
son adecuados para el analisis adicional de la region de QTL para ensilaje, asi como marcadores con valor de
diagnéstico que se basan, por ejemplo, en polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o InDels (véase el ejemplo de
la Tabla 2).

Tabla 2: Alelos marcadores en la linea de QTL

Marcador Alelo de la linea de QTL

ma61070s01 | T (comprendido en la SEQ ID NO: 13)

ma50827s01  |A (comprendido en la SEQ ID NO: 15)

ma17117s01  |A (comprendido en la SEQ ID NO: 17)

ma61134xxx cttctgcccagaagcgggcccagacatttgagattgggtattcaaa
aattcaaaagattaaagaatttagtgttctaacgctattttatgca
atacattattgacaaattagtgttctaacactatagatcaccaaaa

acatgggtattcaatgaatacccatgaaacccccctgggcccecgecce

atg (SEQ ID NO: 10, comprendida en la SEQ ID NO: 12)

ma61125s01 |G (comprendido en SEQ ID NO: 18)
ma16983s02 |G (comprendido en SEQ ID NO: 16)
ma30168s02 |G (comprendido en SEQ ID NO: 14)

En conclusion, la presente invencién describe la identificacion de un haplotipo marcador que abarca 3,8 MB de PH207
(véase la Fig. 2) y describe el genotipo de la linea de QTL en la region objetivo: El conjunto de marcadores identificados
durante el mapeo (véase las tablas 1y 2) se puede usar para integrar el QTL positivo en cualquier ambiente genético
relevante. Lo mas importante es el marcador de diagnédstico para la insercién, que es la mutaciéon funcional. Sin
embargo, el uso de marcadores fuera del gen en la region flanqueante estrechamente ligada al gen también puede
usarse para identificar el genotipo de la linea de QTL. El haplotipo unico de marcadores (vease la Fig. 2) se puede
usar para aplicaciones asistidas por marcadores, es decir, para la introgresion de rasgos a través de retrocruzamiento
0 mejoramiento progresivo y para monitorizar la presencia del haplotipo Unico de ensilaje. Ademas, los marcadores
desarrollados pueden utilizarse para aumentar la variacion genética en esta regiéon cromosomica y mantener el alelo
ventajoso del ensilaje. Ademas se describe la identificacién de un gen para el objetivo: El conocimiento del gen y la
insercion encontrada (mutacion funcional) se puede utilizar para aumentar la variabilidad genética en este locus
mediante labranza o edicién del genoma o modificacion genética para mejorar aun mas el efecto.
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Listado de secuencias

<110> KWS SAAT SE

<120> Plantas con digestibilidad mejorada y haplotipos marcadores

<130> KWS0277EP

<160> 18

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211>4215
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 1

atgcagctcg
ctcctecacg
cgecgeggge
gtgggcacag
tacctgaaga
ttectcaagg
atcacgtacg
cggaagecteg
cggcgeggcg
cccgtegteg
gtgagcaage
catgaaatce
ttttettaca
ttaggctagt
ctcttgaaaa
ttaatgcgat
tgagagatga
tggaacattg
tctatagttyg
ggaaggtgtt
gatgatttaa
ttgcaaatge

acttaaaaag

cggcgttgtg
tggctcteeg
agctcccgee
cocogeacgae
tgggcacgge
cgctggacgc
ggcggcagaa
cecagegtgea
aggccggeca
tgeceggaget
gggtgttcga
taccagetgt
aatttatget
ttgaaactcc
aatgaaaatt
cgttttetet
gtttacetge
gtgcacatgg
tttgatatat
atttgtaaat
tatgtgeace
tagacggaac

atcagctagg
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caccgacccc
ctcgctgcetg
ggggccaceg
cggeatggace
cggcgtggtg
gcggtacgee
catggtgttce
cektgetegge
cgtgctgege
gctegtgtge
cgegeaggygyg
gagcatgcat
tactgtttet
atttaggatt
ctttagaaaa
gactetcatt
ttgteocttta
tgcacatatg
tttattaagg
tgaataatca
atgtgcacea
accagctage

aagcetgetgt

gtggtgctgt
caccctectt
ggcctgecga
gaegcetggege
gtggegtegt
aaccggcoccgdg
gcggactacg
gegegegege
ggcgtggegy
gocctegeca
gacgactega
aaaagttecat
ttaagttteg
tctattttece
ataggttete
catctttete
ttattgcaaa
aaatcatecac
acacccteca
actagagacg
gtettetatg
actagcagac

catctgtacg

41

gcagcgcctt
ctgcecgecte
tectcggege
gcaagtacgg
cccogecgege
ccgtggegag
ggcccaagtg
tegeggactg
aggcggccgce
acatcgtegg
acaggtgagg
ttggaaagaa
ataaagtttg
aaagaaaaat
aaactagecce
tggttatcta
gacaacatat
cactcatttt
acgtggtggt
ttagatctaa
tgcaccagat
tgtttatgtg

tatatatggt

cctctgecte
ttecteeggg
gctgeccacte
toccateatg
ggcegcggacg
cgccgcggac
gaagctgatg
ggegtgegtyg
ggccggcagyg
gcagatcaca
atgggaggtc
aagaacatat
taaaaaaaat
aaacgaattt
tcaataaaac
attgggtcct
ctgatgeaca
aaatctaacg
gtgtagtggt
aatgagtggt
atgtcctcta
gaaagaaaaa

gaagactgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



caatctgeat
cgataaataa
tttttcatct
atcgtgtege
gcgegtetgg
ggcctcatca
ggocgeocgy
gacgagagcg
ctgettttte
ggttttcett
cagcgatggg
tggcgtgaca
ctcagtggecg
actctecaat
cacattacta
gtaatggtta
ttttecaaget
ttctacacga
gctaaaaaag
tatgaaaatt
acaaacaata
ttttgttatt
gtgttttttt
agaaaataaa
actageteta
agcaaccaca
gggaatgeat
agttaacaaa
gaagaattgg
ataccaaaga

ccaaagatge

gacaagcaaa
ttaatgagag
aatataatat
tgctgacegyg
acctgcaggg
ccaagctget
acttcgtecga
gcgagaccat
ctcgccecca
tagtaactaa
tcatecggtaa
tgggagctaa
tgttaggtag
tgatgatgtg
gagtgaaata
aaccttecga
ttgttaaaaa
caccctecga
tggagacgta
atgcagttta
cgaatgcace
tctaagatgg
attagttaag
ctaatcctet
acagtgagtc
tccgattctg
tgctaccaga
cgtgatagat
tagtcaaatc
tgctgaaaag

tgaaaataac

ES2922902 T3

acttagctta
tcttgggatt
ataacgctga
cacgggcatyg
cgtgeaggeg
ggccgageac
ccggetocge
caccgaggte
accatgcatc
ctaatccgtce
ctgaatctaa
gctaagccag
agatagtgga
tagggectge
tggttccaat
gtagcacate
aattatcteg
ctagtgacag
gatatgatag
aaaaaaactt
toccaaatate
gagcccaaaa
ggctcteatt
ttagaaaaat
agttaatcag
acgttttagc
acacgaatga
gtaacctetg
gagcaaagtc
aactgaggea

tgategteac

aaagcgaaaa
tttcatgcat
tatcatattg
ttcaacatca
aagctgegge
gcegegacgg
gccacgatgg
aacatcaagg
atcatatgea
gcagctgcga
ggtgcaatag
tggccaccta
tcgagetgtt
agtgttttga
gttaattgat
caggttgggt
ttgtgcceeg
ttgattgact
aggttccectt
taaagataaa
ttatcgagte
tcacatacaa
tttttcaagg
ggaaatctat
gagaagatat
ttaatgtteg
cagctatgea
gatcatggta
ccgaaageac
cgataaactg

catccegtgaa

42

gagcegatgga
ggaaaaaaac
cgtgcagata
gcogacttegt
gogtocaceg
ccgoggaceg
acgcoeggege
gecteatett
cttatatttt
tacacgtage
agtgcacgge
acgaaggcac
ggaaagacaa
atccaccttyg
agcgcgaaag
tegatcoetot
tocgetetea
cgttagtgat
tcctaageaa
caggaattcet
gacttttatg
attattcagt
gatttttatt
tggagaaatg
tagactcctg
ctatgtagac
agtctctaga
tgatgtcatt
actgggettt

tteggtgttg

totaacttte

aacggeogek
aaagctggca
caaggacatg
gceggegetg
cecagttegac
cgegcgecag
cgocgeogac
cgtaagectee
acacttgete
actagtacta
cgegggatea
tgaccgaaag
tatcaaaacc
tttggtegaa
ggtctctage
cgagggegaa
ggaatcgata
gagaagccat
acgtgaatgc
cttttttgga
gaattattgt
gaatgcctceg
tttttccaaa
aggttectaa
tatagtgtgc
gtcgggcata
acgttggagt
tcctagacta
cgacacagtg
gtgtaaacga

gacacactgt

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240



<210> 2

taccaaatcc
tttttgtcac
gtgaagcagt
ttgtaccate
ataccgctaa
ttcggcaaac
gacacgtcgt
atggcgcgeyg
tcggacetge
cegtecacge
taccgegtee
gaggcctggg
gagaaggtcg
atctgcgegg
cacgcgtteg
ggcoctogege

gaagcctatg

<211> 1584
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ttcgtcaaaa
taattaacca
gttgececgtaa
gaacgcogeg
ttaagttaga
tgaagtaaag
cgatcategt
cgcaggagga
caggectece
cgetcageet
cggocaacac
agaggcccct
accccctggg
ggaagctggc
actggegeet
tgcccaagge

cctga

<223> ADNc de la SEQ ID NO: 1

<400> 2

atgcagctcg
ctcctecacg
cgoegeggge
gtgggeccag
tacctgaaga
ttcctcaagg
atcacgtacg
cggaageteyg
cggcgcggcy

cccgtegteg

cggcgttgtyg
tggctceteeg
agctccegece
cceccgeacge
tgggcacgge
cgctggacge
ggcggcagaa
ccagegtgea
aggccggeea

tgccggaget
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ttacaggaat
cactgttctt
accacaacca
cgctaagaca
taatgtegat
acaacgtttt
ggagtgggcg
gctggaccge
ctacctgeag
cecgeactte
ccgectgete
cgacttcocge
gaactgctte
gggcatggtg
gectgacgge

agtgcocgete

caccgacccc
ctcgetgcetg
ggggccaceg
cggectggee
cggegtggtyg
geggtacgeoe
catggtgttce
cctgotegge
cgtgotgege

gctegtgtge

aattaaggcg
tgcttgaccg
tecatgaacte
atgcaccacce
tactagttgt
gttccgecagy
atggcggaga
gcggtgggec
geggtgtgea
teettggacg
gtcaacgtct
cceogageget
gagctecatce
ttegtgecagt
gaggagaagce

cgegoegteg

gtggtgectgt
cacccteott
ggcctgeega
gegetggege
gtggcegtegt
aaccggeegg
gcggactacg
goegogegega
ggcgtggcgg

gcectegeca

43

cttagacgat
tgacaaaaaa
acttgecttyg
cttcaagtct
cttacttega
acatgttcac
tgctcaagaa
ggggccggeg
aggaggccat
cetgegacga
gggccategyg
tcctgecegyg
cgtteggege
acttcectggg
tggacatgag

ccacgecacg

gcagcgcctt
ctgeccgecte
tecteggege
gcaagtacgg
cccegegege
ccgtggegag
ggcccaagtyg
tegeggactg
aggcggecge

acatcgtegg

gataaaccat
aaactttttt
tcatatgtac
tagetcactg
actatttett
ggcgggtacy
cccgacegte
cctggaggag
geggetgeac
cgtegacgge
ccgggacccg
gggcggcgeg
cggccggagg
cacgctgetg
cgagacgtte

gctegtgecg

cctctgecte
ttocteeggg
gctgecacte
tcccateatg
ggegcggacy
cgecgeggac
gaagctgatg
ggcegtgegtyg
ggccggeagy

gcagatcaca

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4215

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



<210> 3

gtgagcaagc
gtgtcgctge
cgtectggace
ctcatcacca
cgeccggact
gagagcggcg
gegggtacgg
ccgacegtcea
ctggaggagt
cggetgeace
gtcgacggcect
cgggacccgg
ggcggcgegg
ggccggagga
acgetgetge
gagacgttcg

ctegtgocgg

<211> 527
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 3

Met

Phe

Pro

Pro

Gln

Leu

Ser

Pro

gggtgttcga
tgaccggcac
tgcagggegt
agctgetgge
tegtcecgaceg
agaccatcac
acacgtegte
tggcgegege
cggacctgec
cgteocacgec
accgegteece
aggcctggga
agaaggtcga
tctgegeggg
acgcgttega
gectogeget

aagcctatge

Leu Ala

Leu
20

Cys

Ala
35

Ala

Gly Leu

50

Pro

His

Ala Gly
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cgcgcagggyg
gggcatgttc
gcaggcgaag
cgagcacgece
getoceogegee
cgaggtcaac
gatcatcgtg
gcaggaggag
cggectecce
getcageete
ggccaacacc
gaggccccte
cceccetgggg
gaagctggcg
ctggegaectg
gcccaaggea

ctga

Ala Leu Cys

Leu Leu His

Ser Ser Ser

Ile Leu

55

Pro

Leu Ala Ala

gacgactcga
aacatcagcg
ctgocggegeg
gecgacggecg
acgatggacg
atcaagggcc
gagtgggcga
ctggaccgeg
tacctgeagg
cegeacttet
cgectgeteg
gacttccegee
aactgctteg
ggcatggtgt
cctgacggcg

gtgccgetec

Thr Asp

val Ala

25

Gly
40

Arg
Ala

Gly

Leu Ala

44

Pro

10

Leu

Arg

Leu

Arg

acagatacaa
acttcgtgcece
tocacegeca
cggaccgegce
coggogecge
tcatcttega
tggcggagat
cggtgggceyg
cggtgtgeaa
cettggacge
tcaacgtctg
ccgagegett
agctcatcce
tegtgcagta
aggagaagct

gcgecgtege

Val val

Arg Ser

Gly Gln

Leu

Leu

Leu

ggacatgatc
ggcgctggeg
gttegacgge
gogecaggge
cgecgacgac
catgttcacg
gctcaagaac
gggecggege
ggaggcecatyg
ctgegacgac
ggccategge
cctgeceggyg
gtteggegec
cttecctggge
ggacatgagce

cacgccacgg

Ser
15

Cys
His

Leu

Pro Pro

45

Pro Leu

Lys Tyr
75

val

Gly

Gly Pro

Pro Ile

Ala

Pro

Gly

Ala

Met

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1584
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Tyr Leu Lys Met Gly Thr Ala Gly Val val Val Ala Ser Ser Pro Arg
85 80 95

Ala Ala Arg Thr Phe Leu Lys Ala Leu Asp Ala Arg Tyr Ala Asn Arg
100 105 110

Pro Ala Val Ala Ser Ala Ala Asp Ile Thr Tyr Gly Arg Gln Asn Met
115 120 125

Val Phe Ala Asp Tyr Gly Pro Lys Trp Lys Leu Met Arg Lys Leu Ala
130 135 140

Ser Val Hisg Leu Leu Gly Ala Arg Ala Leu Ala Asp Trp Ala Cys Vval
145 150 155 160

Arg Arg Gly Glu Ala Gly His Val Leu Arg Gly Val Ala Glu Ala Ala
165 170 175

Ala Ala Gly Arg Pro Val Val Val Pro Glu lLeu Leu Val Cys Ala Leu
180 185 1390

Ala Asn Ile Val Gly Gln Ile Thr Val Ser Lys Arg Val FPhe Asp Ala
195 200 205

Gln Gly Asp Asp Ser Asn Arg Tyr Lys Asp Met Ile Val Ser Leu Leu
210 215 220

Thr Gly Thr Gly Met Phe Asn Ile Ser Asp Phe Val Pro Ala Leu Ala
225 230 235 240

Arg Leu Asp Leu Gln Gly Val Gln Ala Lys Leu Arg Arg Val His Arg
245 250 255

Gln Phe Asp Gly Leu Ile Thr Lys Leu Leu Ala Glu Hig Ala Ala Thr
260 265 270

Ala Ala Asp Arg Ala Arg Gln Gly Arg Pro Asp Phe Val Asp Arg Leu
275 280 285

Arg Ala Thr Met Asp Ala Gly Ala Ala Ala Asp Asp Glu Ser Gly Glu
290 295 300

Thr Ile Thr Glu Val Asn Ile Lys Gly Leu Ile Phe Asp Met Phe Thr
305 310 315 320

Ala Gly Thr Asp Thr Ser Ser Ile Ile Val Glu Trp Ala Met Ala Glu
325 330 335

45



Met Leu Lys

Arg Ala Val
355

Leu Pro Tyr
370

Ser Thr Pro
385

Val Asp Gly

Trp Ala Ile

Arg Pro Glu
435

Leu Gly Asn
450

Cys Ala Gly
465

Thr Leu Leu

Leu Asp Met
Leu Arg Ala
515
<210> 4
<211> 5903
<212> ADN

<213> Sorgo bicolor

<400> 4

cccctacgat gtatatgtag
ggtccegaga tttcgagtac
gaggcatcct tagettggge

tgaagctcocge cgogttgtge

Asn

340

Gly

Leu

Leu

Tyr

Gly

420

Arg

Cys

Lys

His

Ser

500

val

ES2922902 T3

Fro Thr Val

Arg Gly Arg

Gln Ala Val
375

Ser Leu Pro
390

Arg Val Pro
405

Arg Asp Pro

Phe Leu Pro

Phe Glu Leu
455

Leu Ala Gly
470

Ala Phe Asp
485

Glu Thr Phe

Ala Thr Pro

ctogtctgaa
acagcgecte
aggtcctect

accgacccog

Met Ala
345

Arg Leu
360

Cys Lys

His Phe

Ala Asn

Glu Ala
425

Gly Gly
440

Tle Pro

Met Val

Trp Arg

Gly Leu

505

Arg Leu
520

aacggttaaa taaaaaaaaa
atcaccaata taaaaaccgt
ccctagctag ctagcacagt

tocgtgetete ctgegectte

46

Arg

Glu

Glu

Ser

Thr

410

Trp

Gly

Phe

Phe

Leu

490

Ala

val

Ala

Glu

Ala

Leu

395

Arg

Glu

Ala

Gly

Val

475

Pro

Leu

Pro

Gln

Ser

Met

380

Asp

Leu

Arg

Glu

Ala

460

Gln

Asp

Pro

Glu

Glu

Asp

365

Arg

Ala

Leu

Pro

Lys

445

Gly

Tyr

Gly

Lys

Ala
525

Glu

350

Leu

Leu

Cys

Val

Leu

430

Val

Arg

Phe

Glu

Ala

510

Tyr

Leu

Pro

His

Asp

Asn

415

Asp

Asp

Arg

Leu

Glu

495

Val

Ala

agataacaac
cgtgctogeg
aacgccacca

ctetgoctoo

Asgp

Gly

Pro

Asp

400

Val

Phe

Pro

Ile

Gly

480

Lys

Pro

60

120

180

240



tectecacct
gccgcgoogy
cgctgccact
gteoccateat
cggcgaagac
gogoogocga
ggaagctgat
gggcgtgegt
cggccoggeg
ggcagatcac
gatcgatcaa
taaaatccaa
togggtgect
ttgaactagt
atgcggaaag
tacgtatgag
atgtccttgt
aaacggcccc
atggaaaaaa
atatatgegt
ctgacgggca
ctgcagggeg
aagctgctgg
ttegtecgaca
atcaccgagg
ctcaccececa
actaaccaac
tecatggocat
gaattttgaa
attatgatac
atcttacgtt

tgactcteca

cgetcetoegyg
cgccggegge
cgtcggoect
gtacctgaag
gttcctcaag
catcacgtac
goggaagetc
gaggcgocgac
gocccgtogtco
cgtcageaag
agcetgoatga
gttcatttcg
taagttggga
tatccttaat
coggggataa
aagactgaag
tagtgcagag
tccatcgaca
cacaaactga
getgegtget
cgggcatgtt
tgecaggccaa
ccgagcacgce
ggectoegege
tcaacatcaa
acctctctte
tactaatctg
gggtaactga
gagtcaaact
caactaaata
acdaaatctta

agattcttgg
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tocetgetge
cacctocccge
gccccgeatg
atgggcacga
gegctggacy
cggegecaga
gocagegtge
gaggeoggee
gtgccggage
cgggtgtteg
aatactatea
aaaggaaagc
tgaggtttac
taatgcaatg
aaaaattaaa
aatcggcatg
agtegetcac
aataataagg
toaagtattt
gegtgetgeg
caacatcagc
gctgeggogg
cgcgacggeyg
cacgatggac
gggcctecatce
atgcatttat
taegtagetge
atcatatact
tttcaaagtt
tcattagatt
gtattteact

aatgacttac

acccttette
cggggccace
ccggectgge
cgggegtegt
cgaagtacge
acatggtgtt
acctgctegg
acctgetecg
tgctcgtgtg
acgcgcaggy
acaagacaat
acatgttttt
aatatctttg
cttgacggaa
aagttcaget
acgagcactt
caaaacctga
agaatettgt
ttegtotaaa
tgoaggtaca
gacttcgtge
atccaccacc
gcggaccgeg
gecggegeeyg
ttcgtaaget
attttaattg
aaaaatatgt
cectecatee
tgaccaaatt
cttoecttaat
ctataatttt

aatttgagat

47

tgoegectot
gggcctgecg
cgcgetggeg
ggtggegteg
caaccggecy
cgeggactac
ggcgcgcgeyg
cggegtggeg
cgcgctegeco
ggatgactca
gaccatatat
cttccaaaat
aatgggacta
tgaacatcag
aggaagetge
agtactggca
aagcgaaaag
catttttcat
catataataa
aggacatgat
cggegetgge
agttcgacgg
cgegecaggyg
acgacgagag
ctegetetet
cttgetteee
aatactactg
caaattgtaa
tatatgataa
tatattttca
ggtcaaacgt

ggagggagta

toctetggeo
atccteggcy
cgcaagtacg
toccegtgeg
gcggtygcga
gggccecaagt
ctcgccgact
gaggcggecy
aacatcgtcg
aacaggtgag
atataaggca
ttcatgatta
gtgagatcag
cagaccgtta
tgtcateggg
tttagccgga
agagcgateg
gcatgcatte
ttetgatace
agtgtagety
gcgtctggac
cctcatcace
ccgccaggac
cggcgagace
ttatatttte
ttggttgcta
caacaatcoga
gtcattcocaa
aataataatt
tagtatacte
gaaaatgett

tatctteget

300
360
420
480

540

720

780

840

%00

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1%20
1980
2040
2100

2160



gaaaatgaag
ccaccggacc
tagtggagtt
gggcctgeag
caaacattac
tgcatatata
tagataacaa
caacctaaat
acaaaaaagg
atagcataca
tttaaggaaa
attttaattc
gcaccaaaaa
gggacttatt
tttagatagt
attccoctaag
aagaggtatt
agtcaacttt
agtctaaatt
ttaagattta
cgttttaget
aaaggctgac
taagtctcta
gttattatgt
ttgaaagcta
tgaatgtcgt
agttaccaag
teteteatet
gtggcaccat

ggggtgttta

acttetattt

tgcacggeat
taacggagca
gttggaaaga
ggceggtttt
tagagcaaaa
tgcetgteat
tagggatcac
tcaccccegt
catttggttc
gatccaacaa
tctagaaata
ctacgaatag
aaattctatc
taccccaagg
agttccaaga
ggaatgagaa
ctcttttetg
tatagaatta
attcagtgaa
atcaggaaaa
taatgttcac
gttttaacaa
gaatgttgga
catttcctag
taaatggctt
gktcagcacta
actataaact
gatgaaactc
atttaatgtg
gtgttggact

gggataaace
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tttggtgtga
ctgacactga
caatatcaaa
gagteoctcca
tatggtteaa
gccatggttt
tagatttaat
ctacttgtte
ctatactttg
attccaccca
ttggaaccac
aactaaaata
gatgcataaa
gaaccaaage
aaaactagaa
tgtatgaaaa
gaacaaacaa
tatattgttt
agcctcgaga
cgatattgga
tttgtagacg
actgcacata
gtagttaaca
aagaattgta
aaggcaacat
acattattaa
aggtaaccga
cttcatttaa
catgacactc
ctttagateg

acatagaatt

cataggagcet
ccgaaagctc
atcacaatct
tgatggtgat
acattaattg
tatgagaaga
tatctgeega
tecacggtgga
ttggaacata
taaaatatct
tactagctag
tgtaaggaaa
tagtaaaaca
acctaaaaat
aagtggtgge
ttatacaatt
aatatgaaag
ttattatttt
ttctttaagg
ctoctgtoct
toggatatat
tatgttacca
acgtgataga
atcaaatcta
ctggttgtga
ggtcagtctc
gecacaagaqg
tgactectgeo
tcataaaaca
tctactaggt

tcatggatet

48

aagctaaget
agcgtgttag
cgaactcatg
agctcaagge
ctaacegttg
tgcttactat
gagaacatac
aatatatagt
tttttaattt
atcaatacgc
aatctgtatg
acatttcect
cgaaaaatgt
tatacatttce
atagatatgc
tcaaataage
tgccteocaaa
taagatggcg
attaaaaata
ccaaccaaac
agggatgega
gaactcgaat
cgatgtaaca
ttaattaatc
gttgtgtgat
aatgcatagt
tttcatgggyg
aactcagcaa
tgcattgaga
cgtagatcgg

agagaggaat

aagctagtag
gtgaagctge
agatgatgtg
ttgtttggtt
aagagtagaa
atatttttat
agatttaatc
gggtaaactg
gttaggctat
ataaaagtag
tttteoctagg
atcatatttt
tgggacaata
ctgaaggaaa
tagggaattc
tctaaagata
gatcttattg
tgcaaaatca
agtgaagcgg
ttgattatga
accgaaagga
agcagctttg
cctggaccat
aagcaaagaa
taattattgg
ttcatgacac
atgaaactec
ttttgettat
ctggectaag
tggggaattt

ggaggacgag

2220

2280

2340

24Q0

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

3960

4020



<210>5
<211> 1599
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aggatgtgtt
agtggcggtyg
gatggggact
atettttata
atcagggcgt
aacatttagt
tatcaaaaat
tettgagact
ccacattttt
aaactcagaa
atgactcaag
cataacatcg
gagctcctta
aaacacacta
cttatattat
atacttcaaa
cgtgcgacge
tcgtcecatca
agogogoagyg
agtgoacagec
acgccgctca
ggctaccgeg
ccggoeggegt
gccgagaagg
aggatctgecg
ctgcacgegt
ttaggocteg
coeggaagoct
catacgtaca
gaaattatat
agaagacgga

tttggtttte

atatactgaa
gecggacttte
cgcggecattg
cactgogega
ggtcaagggt
tocccataaa
ttcaggttag
tttttggact
gttaaaattt
ttttttggga
caatgaaace
cattgactct
acatatataa
aaacagtgca
atacagtgtt
accatgtata
ategetgett
tcgtggagtg
aggagctgga
tecoctacet
gcctocecgea
tceccggeocaa
ggaagaagcc
tegacccgat
ccgggaaget
tecgactggag
cgetgoctaa
acgoectgage
taacttgtta
agggaccettg
tetgtagagt

catgactaaa

<223> ADNc de la SEQ ID NO: 4

<400> 5

ES2922902 T3

ccataccttt
cgtecgectgge
tagcggtgaa
caggggeetg
coggccaagt
atacaaaatg
atccatccaa
tttttggect
ttgcatagta
tggaagggga
actactgttt
ctcttbgtgg
catacactgt
ccacaccctt
aaacttaaac
tatatctegt
tgcatgcacg
ggcgatggeg
cegegtggty
geaggeegte
cttotecette
caceceggetg
cctggagttce
ggggaactge
ggccggeatg
cttgcctgac
ggctgtgeeg
tagetgtecag
tgaatcctac
catggtttea
tgttetttaa

att

ggggttggeg
agtgecctcee
ccttgtaact
goageccaagt
ctttggactt
tcaactactt
aatgcagaat
cttgaggeca
tttattttta
actaaacacc
cagtataagg
gctgtgtgge
goctgetgat
caataatgte
ccaacccaac
tgaaaaaaat
caggacatgt
gagatgctca
ggccgogges
tgeaaggagg
gacgcctgceg
ctcatcaaca
cggcccgage
ttegagectea
gtgttcgtge
ggcgaggaga
cteagegecy
tggttegegt
acttgcattg
gttttttgac

caatgageta

49

gagaagegeg
tctegatcegyg
tgtgctctag
tattgggeta
gggccagtgy
tggaatgatg
ttattgectet
aaatacaaaa
ttatgtaaaa
cogtgaatet
ttggaaaaca
tttgtgggtc
gectgaggttg
aggtcaaact
gatatataat
tataggagta
teacggegyy
agaacccgtc
geogoctgga
acatgegget
acgacgacgt
tctgggccat
ggttecctgece
tocegttegg
agtacttcect
agctggacat
tegteoacgece
gtgttgttgt
gttgecctagt
acaaccgaty

acctatatat

tggtegagge
tctagggtta
cctccaccct
gacgeceoocg
agatcaatct
aaatgcaaaa
cattatagcc
tagagaataa
taatacacca
agtcggcaca
ctgttotcaa
agcttgattg
tactgtcatec
atataaccag
tcacttgcac
ataatgtttyg
cacggacacyg
cgtgatggcg
ggagtoggac
goacaagteg
cgccgacggc
cggccgyggac
gggeggegge
cgecggeagg
gggcacgctg
gagcgagacyg
acggetegtyg
tgectteoectyg
accagtattt
atggttgatc

caagggactg

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
8520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5903



<210> 6

atgaagctcg
ctectecace
cgeccgegecyg
gogoetgeecac
ggtcceatca
goggegaaga
agegeogeeyg
tggaagectga
tgggcgtgcg
gcggcecgge
gggcagatca
aaggacatga
cecggegetog
cagttcgacg
gcgcgecagg
gacgacgaga
ttcacggogyg
aagaaccegt
cgccgectgg
gccatgcgge
gacgacgacg
atctgggecca
cggtteectge
atccegtteg
cagtacttee
aagctggaca

gtcgtcacge

<211> 532
<212> PRT
<213> Sorgo bicolor

<400> 6

ccgegttgtg
tegetetecg
gegecggegy
tegtoggece
tgtacctgaa
cgttcocteaa
acatcacgta
tgcggaaget
tgecggegega
ggcccegtegt
ccgtcagcaa
tcgtgtcget
cgcgtectgga
gcctcatcac
gccgccagga
gcggcgagac
gcacggacac
ccgtgatgge
aggagtocgga
tgcacecegte
tcgecegoegg
tcggecggga
cgggcggcgyg
gegocggeag
tgggcacget
tgagcgagac

cacggctegt

ES2922902 T3

caccgacccc
gtcecctgetg
ccaccteoceg
tgecoegeat
gatgggcacg
ggcgetggac
coggegecag
cgccagegtg
cgaggeogge
cgtgceggag
gcgggtgtte
gctgacgggc
cctgcaggge
caagctgetg
cttegtegac
catcaccgag
gteogtecate
gogegegeag
cctgcecccage
gacgeccgcte
cggctaccge
ccecggeggeg
cgccgagaag
gaggatctge
gektgeacgoeg
gtteggecte

gccggaagce

gtcgtgctct
cacccttett
cocggggecac
goeggectgg
acgggegtceg
gegaagtacg
aacatggtgt
cacctgcteg
cacctgctec
ctgectegtgt
gacgcgeagd
acgggcatgt
gtgcaggcca
gccgagcacg
aggctcegeg
gtcaacatca
atcgtggagt
gaggagctygy
cteccctace
agcctceege
gtcceggeca
tggaagaagc
gtcgacccga
gecgggaage
ttegactgga
gegetgecta

tacgectag

50

cctgcgectt
ctgeecgeecte
cgggcctgee
cogegetgge
tggtggegte
ccaaccggecd
tegeggacta
gggcgcegege
geggegtgge
gegegetege
gggatgactc
tcaacatcag
agctgcggeg
ccgcgacggce
ccacgatgga
agggcctcat
gggcgatgge
accgegtggt
tgcaggccgt
acttcteett
acacccggct
ccctggagtt
tggggaactg
tggeocggeat
gcettgectga

aggetgtgee

cctctgectce
ttecctetgge
gatcctegge
gegcaagtac
gtcecegtge
ggcggtggeyg
cgggeccaaqg
gctecgeegac
ggaggcggece
caacategte
aaacaggtac
cgacttcgtg
gatccaccac
ggcggaccge
cgccggegeo
cttcgacatg
ggagatgctc
gggecgegge
ctgcaaggag
cgacgcctge
gctcatcaac
ccggcccgag
cttcgagcte
ggtgttegtyg
cggcgaggag

gctcogegee

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

1599



Met

Phe

Ser

Leu

val

65

Gly

Ser

Tyr

Arg

Arg

145

Trp

Ala

val

Val

Lys

Leu

Ser

Pro

Gly

Pro

Ser

Ala

Gln

130

Lys

Ala

Glu

Cys

Phe

Leu

Cys

Ala

35

Pro

Pro

Ile

Pro

Asn

115

Asn

Leu

Cys

Ala

Ala

195

Asp

Ala

Leu

20

Ala

Gly

Ala

Met

Cys

100

Arg

Met

Ala

val

Ala

180

Leu

Ala

Ala

Leu

Ser

Pro

Pro

Tyr

85

Ala

Pro

val

Ser

Arg

165

Ala

Ala

Gln

ES2922902 T3

Leu

Leu

Ser

Fro

His

70

Leu

Ala

Ala

Fhe

Val

150

Arg

Ala

Asn

Gly

Cys

His

Ser

Gly

Ala

Lys

Lys

Val

Ala

135

His

Asp

Arg

Ile

Asp

Thr

Leu

Gly

40

Leu

Gly

Met

Thr

Ala

120

Asp

Leu

Glu

Arg

Val

200

Asp

Asp

Ala

25

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe

105

Ser

Tyr

Leu

Ala

Pro

185

Gly

Ser

51

Pro

10

Leu

Arg

Ile

Ala

Thr

90

Leu

Ala

Gly

Gly

Gly

170

Val

Gln

Asn

Val

Arg

Ala

Leu

Ala

75

Thr

Lys

Ala

Pro

Ala

155

His

Val

Ile

Arg

Val

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala

Asp

Lys

140

Arg

Leu

val

Thr

Tyr

Leu

Leu

Ala

45

Ala

Ala

val

Leu

Ile
125

Trp

Ala

Leu

Pro

Val

205

Tys

Ser

Leu

30

Gly

Leu

Arg

Val

Asp

110

Thr

Lys

Leu

Arg

Glu

130

Ser

Asp

Cys

15

His

Gly

FPro

Lys

val

85

Ala

Tyr

Leu

Ala

Gly

175

Leu

Lys

Met

Ala

Pro

His

Leu

Tyr

80

Ala

Lys

Arg

Met

Asp

160

Val

Leu

Arg

Ile



Val

225

Pro

Arg

His

val

Gly

305

Phe

Ala

Leu

Pro

His

385

Asp

Leu

Lys

Glu

210

Ser

Ala

Ile

Ala

Asp

290

Glu

Thr

Glu

Asp

Ser

370

Pro

Asp

Leu

Pro

Lys
450

Leu

Leu

His

Ala

275

Arg

Thr

Ala

Met

Arg

355

Leu

Ser

Asp

Ile

Leu

435

val

Leu

Ala

His

260

Thr

Leu

Ile

Gly

Leu

340

Val

Pro

Thr

val

Asn

420

Glu

Asp

Thr

Arg

245

Gln

Ala

Arg

Thr

Thr

325

Lys

val

Tyr

Pro

Ala

405

Ile

Phe

Pro

ES2922902 T3

Gly

230

Leu

Phe

Ala

Ala

Glu

310

Asp

Asn

Gly

Leun

Leu

380

Ala

Trp

Arg

Met

215

Thr

Asp

Asp

Asp

Thr

295

val

Thr

Pro

Arg

Gln

375

Ser

Gly

Ala

Pro

Gly
455

Gly

Leu

Gly

Arg

280

Met

Asn

Ser

Ser

Gly

360

Ala

Leu

Gly

Ile

Glu

440

Asn

Met

Gln

Leu

265

Ala

Asp

Ile

Ser

Val

345

Arg

val

Pro

Tyr

Gly

425

Arg

Cys

52

Fhe

Gly

250

Ile

Arg

Ala

Lys

Ile

330

Met

Arg

Cys

His

Arg

410

Arg

Phe

Fhe

Asn

235

val

Thr

Gln

Gly

Gly

315

Ile

Ala

Leu

Lys

Phe

395

val

Asp

Leu

Glu

220

Ile

Gln

Lys

Gly

Ala

300

Leu

Val

Arg

Glu

Glu

380

Ser

Pro

Pro

Pro

Leu
460

Ser

Ala

Leu

Arg

285

Asp

Ile

Glu

Ala

Glu

365

Ala

Phe

Ala

Ala

Gly

445

Ile

Asp

Lys

Leu

270

Gln

Asp

Fhe

Trp

Gln

350

Ser

Met

Asp

Asn

Ala

430

Gly

Pro

Phe

Leu

255

Ala

Asp

Glu

Asp

Ala

335

Glu

Asp

Arg

Ala

Thr

415

Trp

Gly

Phe

Val

240

Arg

Glu

Phe

Ser

Met

320

Met

Glu

Leu

Len

Cys

400

Arg

Lys

Ala

Gly



<210>7

Ala

465

Gln

Asp

Pro

Glu

Gly

Tyr

Gly

Lys

Ala

Arg Arg

Phe Leu

Glu Glu

500

Ala
515

Val

Tyr Ala

530

<211> 3752
<212> ADN
<213> Sorgo bicolor

<400>7

atatagcttg
acgcctcate
ccteectgge
cctecgtgete
gcacccttct
gocaccggga
cctggecegeg
cgtcgtggty
gtacgccaac
ggtgttcgcce
gctcggggeg
gctecegegge
ggtgtgcgce
acagggggac
cgctcaccaa
ctgctgactg
gacctgcagy
accaagcetge

gacttecgteg

tctgagttce
aggaatataa
acagcacagt
tcctgegecet
tctgcectegt
ctaccgatece
ctggcgcgea
gcgtegteeo
cggccggegy
aactacgggc
cgcgcgctcg
gtggcggagyg
ctcgccaata
gagtccaaca
aatacgaatg
gcgegggact
gegbgeagge
tggccgagea

acaggcteog

ES2922902 T3

Ile Cys Ala

470

Gly Thr Leu

485

Lys Leu Asp

Pro Leu Arg

gagtacgcag
agccgtegte
agcacgccac
tcctetgect
cctccggecy
teggegeget
agtacggtcc
cgggcgegge
tggcgagege
ccaagtggaa
cggactggge
cggecgegge
tcgtegggea
ggtcagaact
tgaaatatgt
gttcaacatc
caagetgegg
cgecgegacy

cgcegecatt

Gly Lys Leu

Leu

His Ala

Ala
475

Phe

490

Met
505

Ala Val Val

520

ccgcaggagco
caggagacac
catgcagcte
cctcectecac
cegeggegygc
gecactegte
catcatgtac
gaggacgttc
cgccgacatc
gctgatgcgyg
gcacgtgcgg
ccggeggecc
gatcaccgtg
gaaccgaaaqg
gtgtgeaggt
agcgactteg
cgtgtgeace
googeggaca

gacgccggcg

53

Ser Glu

Thr

Thr

Gly Met Val Phe

Asp Trp Ser Leu

495

Phe Gly Leu Ala

510

Pro Arg Leu Val

525

gcagcgtgct
ccttagettg
geccgegttgt
gtcgegetce
caccaccagc
ggcccageace
ctgaagatgg
ctcaaggecge
acgtacgggt
aagctcgcca
cgcgacgagg
gtegtegtge
agtaagcggg
gecettttcag
acaaggacat
tgceggeget
accagttega
gagegegega

ctgacgacga

gcagggtgca

ggaaggtcct

gcatcgaccc
gctccetget
tcccgeccggyg
agecacgeagyg
gcacgacggg
tggacgcgaa
gccagaacat
gcgtgcacct
ccggccacct
cggaggtget
tgttcgacge
tgaatagaat
gatcgtgteca
ggcgegtetg
cggocteate
cggecgecag

gagcggegag

val

480

Pro

Leu

Pro

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140



accatcaccyg
ctacatacat
aatgcattce
aagtaactga
aaaaatttta
aataaaaatt
gtttataatt
aaaattttgt
taaagtttat
actatttatg
taattaatct
agcacceccect
gttgttggaa
ttatggteta
gtgatatcgg
ttcaaatgtt
ggttgtecte
tgacttttct
tagtaaagat
tataattaaa
atgecacegag
aaatatatga
aggatctatg
tgacgtcaat
gaccttatceg
actaataaga
ttaattggta
toctatacaa
cgteocgatecat
gagcgcagga

tgaacagect

aggtcaacat
atatactctt
gtcgeggtaa
gaatcttgtyg
gecgttaaat
aattacatag
ggacaatatt
caactgaaca
cgctcgacac
aaactaaaaa
atgattagac
tacgtcgtcg
agtgacgatc
attcataceg
tagctgatgg
gataacattt
aaaattcatg
agataaattg
tacatatatt
agagagtatc
accattctaa
actgaatatc
accattgatc
gacctggagt
tggccatgaa
ataagatgag
actttacccea
tgtttgecatg
cgtggagtgg
ggagctggac

cccctacetg

ES2922902 T3

caagggccte
tccttectte
gaatgtaaga
ctcaaaataa
taaatcttge
tttgectgta
tgtcaaataa
aggcocttaga
atcgaatgtt
cacagctaga
attaattgtt
cgttggtgeg
gaagcgaaag
tgagggeetg
ctttgtttgg
ggtaccgtga
tttttttaat
atttttctat
taaaaaagct
tgtttatagt
aacctcaaac
gacgattgaa
catcaagttg
taatatctct
aatagacata
attgaataac
caaaacactg
caacgcatce
gcgatgtcetg
cgcacggteg

caggecgtat

atcttegtaa
cattgectttc
tatgcagcag
ggrattgttt
ggcatatata
atttatgaga
aaataaaaat
tgeatttagyg
tagtacacat
gagtaatttg
aaataagatg
gccgagcagg
cacacattag
caggttetga
taccaaagtg
agtgaataga
accccatcta
gtatctagat
aaacatttta
gatatttete
atgttgcaaa
tcattgggta
gacgcttgac
acggagtatt
tagacaatgt
atccaaacag
aagtaatteg
aggacatgtt
aaatgctcaa
gcecgeggeeg

gcaaggaggc

54

gotoegettte
gttgttttat
ctagtaccga
agttocgaaa
tggagtatta
cgaaccttta
gctacagtat
ccatgtttgg
gcatagagta
cgagatgaat
aaaatgttac
agagttaggt
ctcgagetga
gtctttcatg
cagactagag
atacctaccg
ttttaaatta
atagtgtcta
taattagaat
aagtacagte
gatctaatgt
caacaaatat
ttctcegeag
actcgtectt
agggtttate
tgteggatct
tgtccattta
cacggcgggce
gaacccgeee
ccgectggaa

catgaggcetyg

ctcaccteag
caagtaaagt
tcatgaaaga
aaaatttacce
aagatataaa
aacctagtta
ctgaaattce
tttecaaatgt
ctaaatatag
cttttaaacc
aacccaacca
ggactagtgg
tatgtttggt
attagtcaag
caaaatatgg
gttgtgocat
caagacattt
tctaaatgta
agggggagta
cacatacaga
tctggaacea
tgtagatttc
ctaccaatgg
gcacaaggat
tagaataatc
actcatttgg
atttttteeg
acggacacat
gtcatggcac
gagteggace

caccegtega

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1929

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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<210> 8

cgccgctcag
gcgtoceegge
cgtgggagge
aggtcgacce
gcgecgggaa
cgttcaactyg
cgetgectaa
atgcttgagt
gtttgtgett
ggtattcatc
ggaaaatcca
tteoecggteoca

cttcaagecag

<211> 1584
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cctccoccocgeac
caacacccgg
gaccctegag
gatggggaac
gctggeegge
gegoctegeo
ggccgtaceg
tagttgtcac
gccaacctge
atatacacaa
ccttggatte
ttaaaatgaa

taaggcctea

<223> ADNc de la SEQ ID NO: 7

<400> 8

atgcagctcg
ctcctecacg
cgcggeggece
ccactegteg
atcatgtacc
aggacgttcc
gccgacatca
ctgatgcgga
cacgtgeogge
cggeggeccyg
atcaccgtga
atgatcgtgt
ctggcgegte

gacggectca

ccgegttgtg
tcgegeteeg
accaccagct
goccagaceco
tgaagatggg
tcaaggeget
cgtacgggtg
agctcogecag
gcgacgagge
tegtegtgee
gtaagcgggt
cactgetgac
tggacctgea

tcaccaaget

ES2922902 T3

ttctecectteg
ctgectcatca
ttecggecag
tacttegage
atggtgtteg
gacggcgagyg
cteceogageca
ttgtcagtct
atacatattc
acgcacatct
aatagtttga
cttttacagg

tttggttgea

catcgacccc
ctccctgcetg
ccegeegggg
goacgoegge
cacgacggge
ggacgcgaag
ccagaacatg
cgtgcacctg
cggecacctg
ggaggtgctg
gttogacgea
tggcgeggga
gggcgtgcag

gctggeegag

acgcctgcga
acgtctggge
ageggttect
tcatecccett
tgcagtactt
agctggacat
ttgteocacgoe
cagtccgege
tgtttatatg
ctctatgcett
caactactga
cagttttgta

tc

ctcgtgetcet
cacccttctt
ccaccgggac
ctggecgege
gtegtggtgg
tacgccaacc
gtgttegeca
ctecggggege
ctecgeggeg
gtgtgegece
cagggggacyg
ctgttcaaca
gccaagetge

cacgcogega

55

cgacgtcggc
catcggecegg
geegggggee
cggegecgge
cctgggcacg
gcgcgagacy
goeggcetectg
tgtggaagga
tttttttata
aattgcaagg
tcttactgaa

agaccgttca

cctgegeett
ctgcctegte
taccgatcct
tggegegeaa
cgtecgtecce
ggccggeggt
actacgggece
gcgegetege
tggeggagge
tegecaatat
agtcocaacag
tcagegactt
ggcgtgtgea

cggcegegga

ggcggectacce
gacccggcga
gcggceggaga
cggaggatet
ctgectgeoacg
ttegggetea
acggaageoct
tgatcggaag
gaaactacat
catttgatat
caaatgatta

tgtgcttcaa

cctctgecte
ctcecggeoge
cggegegetyg
gtacggtoce
gggcgcggcyg
ggcgagegec
caagtggaag
ggactgggcg
ggecgeggec
cgtegggeag
gtacaaggac
cgbgocggeyg
ccaccagtte

cogegegege

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3752

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



<210>9

gacggccgee
gagagcggceg
gcgggeacgg
ccegecegtea
ctggaagagt
cggetgcace
gteggeggeg
ggccgggace
ggggccgcgg
geceggeogga
ggcacgctge
gagacgttcg

ctoectgoogg

<211> 527
<212> PRT
<213> Sorgo bicolor

<400> 9

Met

Phe

Ser

Pro

Gln

Leu

Ser

Gly

aggacttcgt
agaccatcac
acacatcgte
tggcacgage
cggacctgece
cgtegacgee
getacaegegt
cggegacgtyg
cggagaaggt
ggatctgecge
tgcacgcgtt
ggctcacget

aagcctatge

Leu Ala

Leu
20

Cys

Ala
35

Ser

Pro Pro

50

Pro

65

Ile

Pro

Ala

Met

Gly

Pro His

Tyr Leu

Ala Ala

100

ES2922902 T3

cgacaggctc
cgaggtcaac
gatcategtyg
gcaggaggag
cagccteoeee
gcetcagecte
coeggacaac
ggaggcgecc
cgacccecgatyg
cgggaagetyg
caactggcge
gcectaaggece

ttga

Ala Leu Cys

Leu Leu His

Ser Ser Gly

Pro
55

Gly Leu

Ala Gly Leun

70

Lys Met

85

Gly

Arg Thr Phe

cgcgeegeca
atcaagggcc
gagtgggcga
ctggaccgea
tacctgecagg
cogcacttet
accaggatge
ctcgagttce
gggaactact
gccggeatgg
ctcgcecgacg

gtaccgetee

Tle Asp

Val Ala

25

Arg
40

Arg

Ile Leu

Ala Ala

Thr Thr

20

Leu Lys

105

56

Pro

Leu

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala

ttgacgcecgg
tcatcttcga
tgtctgaaat
cggteggeey
ccgtctgeaa
ccttcgacge
tecatcaacgt
ggccagageyg
tcgagcecteat
tgttcgtgeca
gcgaggagct

gogecattgt

Leu Val

Ser

Arg

Gly His

Leu

Leu

His

cgctgacgac
catgttcacg
gctcaagaac
cggeegecgae
ggaggccatg
ctgcgacgac
ctgggeocate
gttcctgeeg
ccccttegge
gtacttcctg
ggacatgcge

cacgecgegg

Ser Cys

15

Leu His

30

Gln Leu

45

Ala Leu

60

Ala
75

Arg
val

val

Leu Asp

Pro

Lys

val

Ala

Leu Val

Tyr Gly

Ala Ser

95

Lys
110

Tyr

Ala

Pro

Pro

Gly

Pro

80

Ser

Ala

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1584



Asn

Asn

Leu

145

His

Ala

Ala

Asp

Leu

225

Leu

His

Ala

Arg

Thr

305

Ala

Met

Arg

Arg

Met

130

Ala

val

Ala

Leu

Ala

210

Leu

Ala

His

Thr

Leu

290

Ile

Gly

Leu

Thr

Pro

115

Val

Ser

Arg

Ala

Ala

195

Gln

Thr

Axrg

Gln

Ala

275

Arg

Thr

Thr

Lys

val
355

Ala

Phe

Val

Arg

Ala

180

Asn

Gly

Gly

Leu

Phe

260

Ala

Ala

Glu

Asp

Asn

340

Gly

val

Ala

His

Asp

165

Arg

Ile

Asp

Ala

Asp

245

Asp

Asp

Ala

val

Thr

325

Fro

Arg

ES2922902 T3

Ala

Asn

Leu

150

Glu

Arg

val

Glu

Gly

230

Leu

Gly

Arg

Ile

Asn

310

Ser

Pro

Gly

Ser

Tyr

135

Leu

Ala

Pro

Gly

Ser

215

Leu

Gln

Leu

Ala

Asp

295

Ile

Ser

val

Arg

Ala

120

Gly

Gly

Gly

val

Gln

200

Asn

Phe

Gly

Ile

Arg

280

Ala

Lys

Ile

Met

Arg
360

Ala

Pro

Ala

His

val

185

Ile

Arg

Asn

Val

Thr

265

Asp

Gly

Gly

Ile

Ala

345

Leu

57

Asp

Lys

Arg

Leu

170

val

Thr

Tyr

Ile

Gln

250

Lys

Gly

Ala

Leu

Val

330

Arg

Glu

Ile

TTp

Ala

155

Leu

Pro

val

Lys

Ser

235

Ala

Leu

Arg

Asp

Ile

315

Glu

Ala

Glu

Thr

Lys

140

Leu

Arg

Glu

Ser

Asp

220

Asp

Lys

Leu

Gln

Asp

300

Phe

Tzp

Gln

Ser

Tyr

125

Leu

Ala

Gly

val

Lys

205

Met

Phe

Leu

Ala

Asp

285

Glu

Asp

Ala

Glu

Asp
365

Gly

Met

Asp

val

Leu

190

Arg

Ile

Val

Arg

Glu

270

Phe

Ser

Met

Met

Glu

350

Leu

Cys

Arg

Trp

Ala

175

val

Val

Val

Pro

Arg

255

His

Val

Gly

Phe

Ser

335

Leu

Pro

Gln

Lys

Ala

160

Glu

Cys

Phe

Ser

Ala

240

Val

Ala

Asp

Glu

Thr

320

Glu

Asp

Ser
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Leu Pro Tyr Leu Gln Ala Val Cys Lys Glu Ala Met Arg Leu His
370 375 380

Ser Thr Pro Leu Ser Leu Pro His Phe Ser Phe Asp Ala Cys Asp
385 390 395

Val Gly Gly Gly Tyr Arg Val Pro Ala Asn Thr Arg Leu Leu Ile
405 410 415

Val Trp Ala Ile Gly Arg Asp Pro Ala Thr Trp Glu Ala Pro Leu
420 425 430

Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Pro Gly Ala Ala Ala Glu Lys Val
435 440 445

Pro Met Gly Asn Tyr Phe Glu Leu Ile Pro Phe Gly Ala Gly Arg
450 455 460

Ile Cys Ala Gly Lys Leu Ala Gly Met Val Phe Val Gln Tyr Phe
465 470 475

Gly Thr lLeu Leu His Ala Phe Asn Trp Arg leu Ala Asp Gly Glu
485 490 495

Leu Asp Met Arg Glu Thr Phe Gly Leu Thr Leu Pro Lys Ala Val
500 505 510

Leu Arg Ala Ile Val Thr Pro Arg Leu Leu Pro Glu Ala Tyr Ala
515 520 525

<210> 10

<211> 187
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 10
cttctgcecca gaagegggee cagacatttg agattgggta ttcaaaaatt caaaagatta
aagaatttag tgttctaacg ctattttatg caatacatta ttgacaaatt agtgttctaa
cactatagat caccaaaaac atgggtattc aatgaatacc catgaaaccc ccctgggecc
gcoocatyg

<210> 11

<211> 4402

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 11

atgcagcecteg cggegttgtg caccgaccece gtggtactgt gecagegectt cetcectgecte

58

Pro

Asp

400

Asn

Glu

Asp

Arg

Leu

480

Glu

Pro

60

120

180

187

60



ctectecacyg
acatttgaga
ttttatgcaa
ggtattcaat
cteecgggege
gccactegtg
catcatgtac
goggacgtte
cgcggacatce
gctgatgegg
gtgcgtgegg
cggcaggeccc
gatcacagtg
ggaggtecat
aacatatttt
aaaaaattta
cgaatttcte
ataaaactta
gggtccttga
atgcacatgyg
tetaacgtet
tagtggtgga
gagtggtgat
tcctotatty
agaaaaaact
gactgaacaa
ggccgetega
getggeoattt
ggacatgatc
ggcgetggeg

gttagacgge

tggctetecg
ttgggtattc
tacattattg
gaatacceat
cgogggeage
ggcceagece
ctgaagatgg
ctcaaggege
acgtacgggce
aagctcgeca
cgcggcgagg
gtcgtegtge
agcaagceggyg
gaaatcctac
tcttacaaat
ggctagtttg
ttgaaaaaat
atgcgatcgt
gagatgagtt
aacattggtg
atagttgttt
aggtgttatt
gatttaatat
caaatgctag
taaaaagate
tctgcatgac
taaataatta
ttcatctaat
gtgtegetge
cgtctggace

ctecatcacca

ES2922902 T3

ctegetgetg
aaaaattcaa
acaaattagt
gaaacccecc
teceocgeeggg
cgcacgccgg
gcacggccgy
tggacgegeg
ggcagaacat
gocgtgeacct
ccggocacgt
cggagctgct
tgttcgacge
cagctgtgag
ttatgcttac
aaactccatt
gaaaattctt
tttctetgac
tacctgcttg
cacatggtgce
gatatatttt
tgtaaattga
gtgcaccatg
acggaacace
agctaggaag
aagcaaaact
atgagagtet
ataatatata
tgaccggeac
tgcagggegt

agctgetgge

cacccteoett
aagattaaag
gttctaacac
tgggccegoc
gocaceggge
cctggeegeg
cgtggtggty
gtacgccaac
ggtgttcgeg
gcteggegeg
gctgegegge
cgtgtgegec
gcagggggac
catgcataaa
tgtttecttta
taggatttet
tagaaaaata
tctecattcat
tcctttatta
acatatgaaa
attaaggaca
ataatcaact
tgcaccagtce
agctageact
ctgetgteat
tagcttaaaa
tgggattttt
acgctgatat
gggcatgttc
gcaggcgaag

cgagoacged

59

ctgeccagaa
aatttagtgt
tatagatcac
catgettetyg
ctgeoegateo
ctggcgegea
gegtegtece
cggeeggecy
gactacgggce
cgegegeteg
gtggcggagg
ctcgeccaaca
gactcgaaca
agttcatttyg
agtttcgata
attttccaaa
ggttctcaaa
ctttectetgg
ttgcaaagac
tcatcaccac
ccctocaacyg
agagacgtta
ttctatgtge
agcagactgt
ctgtacgtat
gcgaaaagag
catgcatgga
catattgegt
aacatcagcg
ctgeggegeg

gcgacggcecyg

gegggececag
tctaacgcta
caaaaacatg
coagectette
teggegeget
agtacggtcc
cgoegegogge
tggegagege
ccaagtggaa
cggactgggc
cggeegegge
tcgtegggea
ggtgaggatyg
gaaagaaaag
aagtttgtaa
gaaaaataaa
ctagecctca
ttatctaatt
aacatatctg
tcattttaaa
tggtggtgtg
gatctaaaat
accagatatg
ttatgtggaa
atatggtgaa
cgatggaaac
aaaaaacaaa
gcagatacaa
acttegtgec
tccaccgeca

cggacagage

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



gegecaggge
cgccgacgac
aagctccctg
cttgeteoggt
agtactacag
gggatcatgg
ccgaaagctc
caaaaccact
ggtcgaacac
ctetagegta
gggcegaattt
atcgatattc
aagccatget
tgaatgctat
ttttggaaca
ttattgtttt
tgecteggtg
ttccaaaaga
ttectaaact
agtgtgceage
gggcataggg
ttggagtagt
tagactagaa
cacagtgata
taaacgacca
acactgttac
aaaccatttt
cttttttgtyg
tatgtacttyg
c¢tcactgata

atttotttte

gggtacggac

cgeccggact
gagagcggcg
ctttttoctc
tttoctttag
cgatgggtca
cgtgacatgyg
agtggcegtgt
ctocaattga
attactagag
atggttaaac
teaagatttyg
tacacgacac
aaaaaagtgg
gaaaattatg
aacaatacga
tgttatttct
tttttttatt
aaataaacta
agcetctaaca
aaccadated
aatgcattge
taacaaacgt
gaattggtag
ccaaagatge
aagatgctga
caaatcctte
ttgtcactaa
aagcagtgtt
taccatcgaa
cdgctaatta

ggcaaactga

acgtcgtcga

ES2922902 T3

tegtegaceg
agaccatcac
gcccccaacc
taactaacta
tcggtaactg
gagctaaget
taggtggaga
tgatgtgtag
tgaaatatgg
cttecgagta
ttaaaaaaat
cctccgacta
agacgtagat
cagtttaaaa
atgcacctec
aagatgggag
agttaaggge
atcctcttta
gtgagtcagt
gattotgaeg
taccagaaca
gatagatgta
tcaaatcgag
tgaaaagaac
aaataactga
gtcaaaatta
ttaaccacac
gecegtaaace
cgccgcgege
agttagataa
agtaaagaca

tcatcgtgga

geteogaegee
cgaggtcaac
atgcatcatc
atcegtegea
aatctaaggt
aagccagtgyg
tagtggatcg
ggcectgeagt
ttccaatgtt
gcacatccag
tatctegttg
gtgacagttg
atgatagagg
asaactttaa
aaatatctta
cccaaaatca
tetcattttt
gaaaaatgga
taatcaggag
ttttagotta
cgaatgacag
acctctggat
caaagtcccg
tgaggecacga
tcgtcaccat
caggaataat
tgttetttge
acaaccaktca
taagacaatg
tgtegattac

acgttttgtt

gtgggcgatg

60

acgatggacyg
atcaagggcc
atatgcactt
gotgegatac
gcaatagagt
ccacetaacyg
agttgttgga
gttttgaatc
aattgatagc
gttggytteg
tgaacegtee
attgactcgt
ttcecectttce
agataaacag
tcgagtegac
catacaaatt
ttcaagggat
aatctattgg
aagatattag
atgttegeta
ctatgcaagt
catggtatga
aaagcacact
taaactgtte
ccgtgaatct
taaggecgett
ttgacegtga
tgaactcact
caccaccctt
tagttgtett
aogoaggaca

gcggagatge

caeggoegooge
tcatcttcgt
atattttaca
acgtagcact
gcacggccge
aaggcactga
aagacaatat
caccettgttt
gcgaaagggt
atcctetega
gotateagga
tagtgatgag
taagcaaacg
gaattctctt
ttttatggaa
attcagtgaa
ttttattttt
agaaatgagg
actcctgtat
tgtagacgte
ctctagaacg
tgtcatttee
gggctttcga
ggtgttggtg
aactttcgac
agacgatgat
caaaaaaaaa
tgecttgtea
caagtcttag
acttegaact
tgtteoacgge

tcaagaacce

1580
2040
2100
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
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<210>12

gaccgtcatg
ggaggagtcg
gctgoaccog
cgacggctac
ggacccggag
cggcgeggag
ccggaggatce
getgoetgeac
gacgttcgge

cgtgceocggaa

<211> 387
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

gcgogogege
gacctgeccg
tccacgecge
cgegteecegg
gectgggaga
aaggtcgacc
tgcgegggga
gegbtogact
ctocgegetge

goctatgecot

<221> caracteristica miscelanea

<222> (10

1)..(287)

ES2922902 T3

aggaggagct
gcctocecta
tcagecteee
ccaacacceg
ggeccectega
ccctggggaa
agctggcggy
ggogoctgoe
ccaaggcagt

ga

ggaccgcgceyg
cctgoaggeg
gecacttctee
cctgetegte
ctteegecce
ctgecttcegag
catggtgttec
tgacggegag

gcocgetoecge

gtgggccggyg
gtgtgcaagg
ttggacgecct
aacgtctggg
gagcgettee
ctcatccegt
gtgcagtact
gagaagetgg

gocgtocgeca

<223> insercion de 187 nucledtidos tal como estan presentes en la linea de QTL

<400> 12

<210> 13
<211> 201

accatgcagc
cteoctectee
cagacatttg
ctattttatg
atgggtattc
ttccteecggg

gotgcocacte

<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

tcgeggegtt
acgtggetet
agattgggta
caatacatta
aatgaatacc
cgccgeggge

gtgggcccayg

<221> caracteristica miscelanea

<222> (10

1)..(101)

gtgcaccgac
cagotaegetyg
ttcaaaaatt
ttgacaaatt
catgaaacce
agctcccgec

ccocogca

<223> polimorfismo de un solo nucleétido

<400> 13

<210> 14
<211>121

tgatgaaage
caaacgtttt
tacatatgac

ttggtattta

<212> ADN
<213> Zea mays

ccegtggtge
ctgcacacte
caaaagatta
agtgttctaa

ccectgggece

ggggccaccy

tgtgcagcgce
cttotgacca
aagaatttag
cactatagat
gceccatgett

ggcctgccga

gccggegect
aggccatgeg
gogacgacgt
ccatcggeeg
tgcceggggg
tcggegeegg
tcetgggcac
acatgagcga

cgccacgget

cttcctetge
gaagegggec
tgttctaacg
caccaaaaac
ctgcegecto

teccteggoge

cgtgcaggag taaatagraa amtggagttg tggcgtgara ctctagaatc

agactcttta gaactaaaac cgaatatata wgttgtgact ttggcactac

gaaggagata ttagtttgga aggtcaagta gtgccctgra aggatacctt

gtatcaatge

t

61

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4402

60

120

180

240

300

360

387

60

120

180

201
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<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (58)..(58)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (61)..(61)

<223> polimorfismo de un solo nucleétido
<400> 14

caaggaacct aggatggggg cggattcatt aacaaggagg ggggccctaa tcccctgncg
rtctgcacgg gcaataatct agtcagacce cgaggtcagt agaggcggag gacgcgtcac

g

<210> 15
<211> 121
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (61)..(61)

<223> polimorfismo de un solo nucleétido

<400> 15
cagcacatat tgtgttgaaa tgaatgagca cactgcatcc atatcaccac tggtacacaa
rggcatagtt taagtcatgt tatgatgtag cgcaccgage aaggtatttt gacacacata

a

<210> 16

<211> 101
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (51)..(51)

<223> polimorfismo de un solo nucleétido

<400> 16
aatgtgggaa gagctggagce agcaaatcta gacgtcattc aagaagtcga rtatgtaaag
gaagatgcta gaattatata cctcecttgaa tgectccaaa a

<210> 17

<211> 101
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (51)..(51)
<223> polimorfismo de un solo nucleétido
<400> 17
ctetttetge agetegtgat cgagttgtgt gtgetccatt ceccaaattat rtatgatcga

ttagtagcgt taggggttaa ccagtagccg ctgtgtactt g

62

60

120

121

60

120

121

60

101

60

101
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<210> 18

<211> 201
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (101)..(101)

<223> polimorfismo de un solo nucleétido

<400> 18
tt_.a—.t':ggg&éa ggcagattgt cgtggggege gggggagggce gagettgggg gogecgeoaga 60
gagagggaca ttgcecgagat tgecatggag tgagggoacg rcegagattge cgegagggag 120
agggcgcttg ccgaggcaga ttgccgeggg ggaggggcgce ttgccgaggec ggagacgtgg 180
tgaagecgtyg gtggacgeec a 201

63
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada
que comprende

a) deteccion de la presencia de un alelo de QTL, tal como un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada,
comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450, que tiene una mutaciéon que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del
gen y/o la proteina F35H (tal como una mutacion por inactivacion o eliminacion), o una mutacion que conduce a una
proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica
reducida tras la traduccion, o

b) deteccion de la expresion reducida o ausente del ARNm de un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa
(F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H o una proteina F35H no funcional (por ejemplo, proteina F35H
truncada) o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida, o

c) deteccion de la presencia de una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm de un gen
que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 y/o la proteina F35H, o una mutacion que
conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica reducida tras la
traduccion;

en el que la digestibilidad mejorada se refiere a una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una planta de
maiz que tiene la caracteristica de a), b) o ¢) en comparacion con una planta de maiz o parte de una planta de maiz
que no tiene tal caracteristica; y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
de la SEQ ID NO: 3;

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el método comprende la deteccion de la presencia del alelo
marcador molecular de ma61134xxx y/o uno o mas alelos marcadores moleculares ubicados en un intervalo
cromosomico en el cromosoma 9 flanqueado por los alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02,
preferiblemente por los alelos marcadores de ma50827s01 y ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos
marcadores de ma17117s01 y ma61125s01;

en el que ma61134xxx es una insercion de uno o mas nucleotidos entre la posicion 134254381 y 134254382 del
cromosoma 9 con referencia a la linea PH207, preferiblemente una insercion como se establece en la SEQ ID NO: 12;

y

ma61070s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 121588825 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o T, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 13; y

ma30168s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 139452428 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 14; y

ma50827s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 127454426 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 15; y

ma16983s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 137363784 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 16; y

ma17117s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 132038900 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 17; y

ma61125s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 135947973 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 18.

3. Una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada que comprende

a) un alelo de QTL asociado con una digestibilidad mejorada, comprendiendo dicho alelo de QTL una secuencia de
nucledtidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450, que tiene una mutacién
que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutacién que conduce
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a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccion;
o]

b) una secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450,
que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o
una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica
reducida tras la traduccion; o

C) una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica una flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450
que tiene expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H o que tiene actividad enzimatica
reducida; o

d) una molécula de ARNIi dirigida contra, que se dirige a, 0 que hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina F35H, o que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una molécula de ARNi dirigida
contra, que se dirige a, o que hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F35H; o

e) un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN dirigido contra o que se dirige a una secuencia de nucleétidos que
codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 o una o mas secuencias de polinucleétidos que
codifican dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN;

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparacién con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1;

(ii) una secuencia de nucleétidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3;

(iv) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 0 2;
(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
dela SEQID NO: 3;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas;

en el que la planta de maiz o parte de la planta de maiz no se obtiene exclusivamente mediante un proceso
esencialmente bioldgico.

4. La planta de maiz o parte de la planta de maiz de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicha planta de maiz
comprende el alelo marcador de ma61134xxx;

en la que ma61134xxx es una insercion de uno o mas nucleotidos entre la posicion 134254381 y 134254382 del
cromosoma 9 con referencia a la linea PH207, preferiblemente una insercion como se establece en la SEQ ID NO: 12.

5. La planta de maiz o parte de la planta de maiz de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, en la que dicha planta de
maiz comprende dicho alelo de QTL, dichos alelos marcadores, teniendo dicha secuencia de nucledétidos del gen que
codifica el flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 que tiene la mutacion, dicha molécula de ARNi o
dicha secuencia polinucleotidica que codifica la molécula de ARNi, dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN y/o
dicha una o mas secuencias polinucleotidicas que codifican el sistema CRISPR/Cas especifico de ARN como transgén
0 como (gen) enddégeno editado.

6. Un método para mejorar la digestibilidad de una planta de maiz o parte de una planta de maiz, que comprende la
introduccion a través de una integracion estable o transitoria por medio de transformacion, insercion usando tecnologia
de edicion de genes o modificacion usando mutagénesis aleatoria o dirigida en el genoma de la planta o parte de la
planta

(a) una secuencia de nucledtidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450,
que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o de la proteina F35H,
0 una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica
reducida tras la traduccion, o

comprendiendo dicho método

(b) reducir la expresion del ARNm de un gen que codifica un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450
y/o la proteina F35H, o reducir la actividad enzimatica de un flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450;
en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a) o b) en comparacién con una planta de maiz o parte de una planta de
maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;
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(iv) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucleétidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

7. EI método de acuerdo con la reivindicacion 6 (b), que comprende

(a) introducir en una secuencia de nucleétidos de un gen endégeno que codifica el flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H)
del citocromo P450 una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina
F35H, o una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene actividad
enzimatica reducida tras la traduccion, o

(b) introducir en la planta o parte de la planta una molécula de ARNi dirigida contra, que se dirige a, o que hibrida con
una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F35H, o una secuencia de polinucleétidos que codifica una
molécula de ARNi dirigida contra, que se dirige a, o que se hibrida con una secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina F35H, o

(c) introducir en la planta o parte de la planta un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN dirigido contra o que se
dirige a una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina F35H, o una o mas secuencias de polinucledtidos que
codifican dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, o

(d) introducir en la planta o parte de la planta un compuesto quimico o un anticuerpo que reduzca o inhiba la actividad
enzimatica de la proteina F35H tras la interaccion con dicha F35H.

8. Un método para producir una planta de maiz o parte de una planta de maiz que tiene una digestibilidad mejorada,
que comprende

(a) introducir mediante integracion estable o transitoria mediante transformacion, insercion usando tecnologia de
edicion de genes o modificacion mediante mutagénesis aleatoria o dirigida en el genoma de una planta o parte de una
planta una secuencia de nucleétidos de un gen que codifica un flavonoide 3',5-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450,
que tiene una mutacion que conduce a una expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o
una mutacién que conduce a una proteina F35H no funcional o una proteina F35H que tiene actividad enzimatica
reducida tras la traduccion, o

(b) introducir mediante modificacion utilizando mutagénesis aleatoria o dirigida en una secuencia de nucleétidos de un
gen enddgeno que codifica el flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F35H) del citocromo P450 una mutacion que conduce a la
expresion reducida o ausente del ARNm del gen y/o la proteina F35H, o una mutacion que conduce a una proteina
F35H no funcional o una proteina F35H que tiene una actividad enzimatica reducida tras la traduccién, o

(c) introducir a través de integracion estable o transitoria por medio de transformacion o insercion utilizando tecnologia
de edicion de genes en la planta o la parte de la planta una molécula de ARNi, dirigida contra, que se dirige a, o que
se hibrida con una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina F35H, o una secuencia de polinucledtidos que
codifica una molécula de ARNi dirigida contra, que se dirige a, 0 que se hibrida con una secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina F35H, o

(d) introducir mediante integracion estable o transitoria por medio de transformacion o insercion utilizando tecnologia
de edicién de genes en la planta o la parte de la planta un sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, dirigido contra, o
que se dirige a, una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F35H, o una o mas secuencias de polinucleétidos
que codifican dicho sistema CRISPR/Cas especifico de ARN, o

(e) introducir en la planta o parte de la planta un compuesto quimico o un anticuerpo que reduzca la actividad
enzimatica de la proteina F35H o inhibir la proteina F35H; y

(f) opcionalmente, regenerar una planta a partir de la parte de la planta de cualquiera de (a) a (e);

en el que la digestibilidad mejorada se relaciona con una mayor digestibilidad de la planta de maiz o parte de una
planta de maiz que tiene la caracteristica de a), b), ¢), d) o €) en comparaciéon con una planta de maiz o parte de una
planta de maiz que no tiene tal caracteristica, y

en el que el F35H no mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1,40 7;

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene el ADNc de la SEQ ID NO: 2, 5u 8§;

(iii) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDNO: 3,6009;

(iv) una secuencia de nucleodtidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 2,
4,5 7u8;

(v) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia
delaSEQIDNO: 3,609;y

(vi) una secuencia de nucledtidos que se hibrida con el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos como
se define en (i), (ii) o (iii) en condiciones de hibridacion rigurosas.

9. Una planta de maiz o parte de una planta de maiz producida o producible por el método de acuerdo con la
reivindicacion 8.
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10. El método, planta o parte de la planta de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha
planta es una planta de maiz, en el que el QTL esta ubicado en el cromosoma 9 y comprende y/o esta flanqueado por
alelos marcadores de ma61070s01 y ma30168s02, preferiblemente por alelos marcadores de ma50827s01 y
ma16983s02, mas preferiblemente por los alelos marcadores de ma17117s01 y ma61125s01;

en el que ma61070s01 es un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) en la posicion 121588825 del cromosoma 9
con referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o T, preferiblemente un polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) como se establece en SEQ ID NO: 13;y

ma30168s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 139452428 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en SEQ ID NO: 14; y

ma50827s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 127454426 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucleétido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 15; y

ma16983s02 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 137363784 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 16; y

ma17117s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién 132038900 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 17; y

ma61125s01 es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en la posicion 135947973 del cromosoma 9 con
referencia a la linea PH207, en el que dicho nucledtido es A o G, preferiblemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) como se establece en la SEQ ID NO: 18.

11. El método, planta o parte de la planta de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la
mutacion es una mutacion de cambio de marco o una mutacién sin sentido, da como resultado una expresion reducida
0 ausente de la secuencia de nucleétidos o una actividad enzimatica reducida de la proteina codificada, da como
resultado una secuencia de proteina alterada codificada por la secuencia de nucleétidos, o es una insercion,
eliminacién o sustitucion de al menos un nucleétido en una regiéon codificante, en una sefal de empalme o en un
elemento regulador.

12. Uso del acido polinucleico que hibrida especificamente con cualquiera de las secuencias de la SEQ ID NO: 10, 12,
13, 14, 15, 16, 17 0 18, o el complemento o el complemento inverso del mismo, o un acido polinucleico especifico del
alelo, para la identificacion de una planta o parte de una planta con digestibilidad mejorada o para la seleccion de una
planta o parte de la planta que tiene una digestibilidad mejorada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3 a 5, preferiblemente en el método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2.

13. Un método para producir un material vegetal ensilado o alimento para animales que tiene una digestibilidad
mejorada, que comprende

(a) cultivar la planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5y 9, o una planta identificada o
identificable mediante el método de las reivindicaciones 1 0 2, o una progenie de la misma que tenga la digestibilidad
mejorada como se define en la reivindicacion 1,

(b) cosechar la planta o una parte de ella, y

(c) ensilar la planta o una parte de la misma de (b).

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la parte en la etapa (b) y (c) es rastrojo.

15. Un material vegetal ensilado o alimento para animales producido por el método de la reivindicacion 13 o 14.
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Figura 1
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Figura 2

s(
> S S S S S S
S &V MRV WO NV o O
AS S A T N6 S
.%O \%u QJ. Q@ \%O \%0 O.Ao QJ‘ \%u
MR il
v vy v i v ¥ v
\ L J
I T 1
o om (a 8]
S S S
SR BN
i o i

69



ES2922902 T3

Figura 3
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WVP17-51917/002 1 1 AlAIA|IAJAA|JAAALA
WVP17-51917/006 1 2 A|lA|JA|A|A|A|JA|A | A|lA
WVP17-51918/005 1 3 A|lA|A|JA|IA|A|A| A A|A
WVP17-51918/008 1 4 62.59 AlAIAIAJAIAJIAAALA
WVP17-51918/011 1 5 ' AlA|JA|A|JA|A]JA|A | A|lA
WVP17-51918/012 1 6 A|A|A|JA|A|A|JA| A A|A
WVP17-51918/016 1 7 AlAIAIAJAIAJIAAALA
WVP17-51919/005 1 8 AlA|JA|A|JA|A|JA|A | A|lA
WVP17-51916/009 1 9 A|A|A|A| A BT
WVP17-51917/003 1 10 A|A|A|A|A BB N
WVP17-51918/001 1 11 AlAIA|A| A BT
WVP17-51918/009 1 12 67 05 AAJA|A|A BT TN-:
WVP17-51918/010 1 13 ' A|A|A|A|A BTN
WVP17-51919/011 1 14 AlAIA|A| A BT
WVP17-51920/007 1 15 A|lAIAIA|A BTN
WVP17-51920/017 1 16 A|A|A|A|A BTN
WVP17-51940/003 2 1 A|A|A|A|A|A|A|A | A|A
WVP17-51941/009 2 2 A|lAJIAJA|IA|IA|JA|A|A|A
WVP17-51941/010 2 3 A|A|A|A|A|A|JA| A A|A
WVP17-51941/015 2 4 A|lA|JA|A|A|A|JA|A | A|A
WVP17-51943/014| 2 5 AlA|IA|IAJAA|JAAAIA
WVP17-51945/013 2 6 A|A|JA|IA|AA|JA|A ] A|A
WVP17-51946/003 2 7 57 12 A|lA|JA|A|A|A|JA|A | A|A
WVP17-51947/008| 2 8 ’ AlA|JIA|IAJAA|JAAAIA
WVP17-51948/001 2 9 AlAJIAJAIAA|A|A|A|A
WVP17-51948/005 2 10 A|lA|A|JA|IA|A|A|A|A|A
WVP17-51948/007| 2 11 AlAIAIAJAIAJIAAALA
WVP17-51949/002 2 12 A|lA|JA|A|JA|A|JA|A | A|A
WVP17-51949/011 2 13 A|A|JA|JA|A|JA]JA|A | A|lA
WVP17-51949/016 2 14 A|lA|A|JA|IA|A|A|A|A|A
WVP17-51940/001 2 15 B B B B B B B B EMYF}
WVP17-51941/008 2 16 B B B B B B B B EMF.
WVP17-51941/013 2 17 B B B B B B B B NN
WVP17-51941/014 2 18 B B B B B B B B NN}
WVP17-51942/006 2 19 B B B B B B B B FEMYF.)
WVP17-51942/009 2 20 B B B B B B B B F:-MFH
WVP17-51944/002 2 21 B B B B B B B B EIEFE:
WVP17-51944/003 2 22 B B B B B B B B F:ENF:}
WVP17-51944/009 2 23 60,67 B B B B B B B B EIFJX
WVP17-51945/005 2 24 B B B B B B B B EYF:
WVP17-51945/006 2 25 B B B B B B B B F:MF:H
WVP17-51946/001 2 26 B B B B B B B B EYFE)
WVP17-51946/012 2 27 B B B B B B B B EYF.)
WVP17-51948/011 2 28 B B B B B B B B F:MF:H
WVP17-51949/003 2 29 B B B B B B B B FIMF:
WVP17-51949/012 2 30 B B B B B B B B FMEF
WVP17-51949/017 2 31 B B B B B B B B EMYF.)
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Fig. 4:

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

D

ID

1D

ID

D

D

Ib

D

ID

ID

D

D

D

D

ID

ID

D

D

D

D

o

D

D

Ib

D

ID

1D

b

D

ID

D

ID

D

o

NO:

INeH

HO:

10

NG:

HO:

HO:

NO:

MO:

NG

NG:

NO:

NC:

NO:

NG:

10

HO:

NO:

HNO:

HG:

NO:

NO:

NO:

N0

MOz

NO:

NO:

HNO:

190:

NO:

MNO:

NO:

HO:

NO:

11

11

11

11

11

11

11

11

11

il

11

11

11

11

11

1i

i1

o1

51

58

98

114

314

501

364

551

414

551

514

701

364

514

801

ES2922902 T3

ATGCAGCTCGCGGCGETTGTGCACCGACCCCGTGGTEGCTGTGCAGCGCCTT

(RN R R R R R R R RN R R R R R
ATGCAGCTCGCGGCGTTGTGCACCGACCCCGTGGTGCTETGCAGCGCCTT

CCTCTGCCTCCTCCTCCACGTGGUTCTCCGCTCGCTGCTGCACCCTC- -

RN AR R R R R R R R
CCTCTGCCTCCTCCTCCACGTGGCTCTCCGCTCGCTGUTGCACTOT Clouul

TTAGTGTTCT!?

—————————————————————————————————— CTICTGCCGUCTCTTC
PEEErrebrirrie
e TTCTGCCGCCTCTTC

CTCCGEGUGCCELGEECAGCTCCLGCLGGGECCACCEGGCCTGCCGATCC
R RN AR R N N R R R AR RN R
CTCCGEGCGCCGCGEECAGCTCCCGCCGGGGECCACCGGGCCTGCCGATCC

CTGGCGCGCRAGTACGGTCCCATCATGTACCTGARGATGGGCACGGCCGE
(RN R R R R AR R R R AR R R R R
CTGGCGCGCAAGTACGGTCCCATCATGTACCTGAAGATGGGCACGGCCGG

CGTGGTGGTGGCHETCEGTCCCCGCGCGUGGCGCGGACGTTCCTCAAGGCGC

EER R AR R R RN R R R AR R R AR R
CGTGGTGGTGGCETCGTCCCCGUGLGCEHCECEEACGTTCCTCAAGGCGC

TGEACGCGUGETACGCCARCCGGCCGGCCGTGGUGAGCGCCGCGGACRTC

PEVELDEI R PR e e e bbb bbbl
TGCGACGOGCGGTACGCCAACCGGCUGGCUGTGGCGAGCGCCGCGGACATC

ACGTACGGGCGGCAGAACATGGTGTTCGCGGACTACGGGCCCAAGTGGAR

(R R R R R RN R R AR R AR RN NN
ACGTACGGCCOGCAGRACATCCTGTTCGCCCACTACGOGCCCARGTGGAR

GCTGATGCGGARGCTCGCCAGCGTGCACCTGCTCGGCGCGCGCECGCTCG

(R R RN R R R AR R R R RN RN
GCTGATGCGGAAGCTCGCCAGCGTGCACCTGCTCGGCGCGCGCGCGCTCG

CGGACTGGGCGTGCGTGCGGCGCGECGAGGCCGGECCACGTGCTGCGCGGC

R R R R R R R R R RN R AR RN
CGGACTGGGUGTGCETGCGECECHECGAGGCCEGCCACGTGCTGCECGET

GTGGCEGAGGCEECCECEECCCECAGGCCCGTCGTCETGCCCGAGCTGCT

(RN R AR R N R R R R R AR R
GTGGCGGAGGCGGCLGUGGCCGGCAGGCCCGTCETCETGCCGGAGCTGLT

CGTGTGEGCCCTCGCCAACATCGTCGGGCAGATCACAGTGAGCAAGCGHG

R RN AR RN R R R AR R R
CGTGTGCGCCCTCGCCAACATCGTCGGGCAGATCACAGTGAGCARAGCGGG

TGTTCGACGUGCAGGGGGACGACTCGARCAGGTGAGGATGGGAGGTCCAT

R RN AR R R R R R AR AR R R AR R
TGTTCGACGCGCAGGGGGACGACTCGARCAGGTGAGGATGGGAGGTCCAT
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Fig. 4 (continuacién):
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i1
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664

851
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501
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1001
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1051
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1014

1201
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1251

1114

1301

1164

1351

1214

1401

1264

1451

1314

1364

1551

1414

1601

1464

1651

GAAATCCTACCAGCTGTGAGCATGCATAAAAGTTCATTTGGAAAGARAAG

R R RN R R R RN R R R RN
GAAATCCTACCAGCTGTGAGCATGCATAARAGTTCATTTGGARAGARAAG

ARCATATTTTTCTTACAAATTTATGCTTACTGTTTCTTTAAGTTTCGATA
R AR
AACATATTTTICTTACARATTTATGCTTACTGTTICTTTAAGTTTCGATA

ARGTTTGTARAAARAATT TAGGCTAGTTTGARRCTCCATTTAGGATTTCT
R N AN
ARGTTIGTAARAARAATTTAGGCTAGTTTGARACTCCATTTAGGATTICT

ATTTTCCAARGAARRATAAACGAATTTCTCTTGAARRAATGARRATTCTT

R RN R RN AR R R AR R R RN R R R
ATTTTCCARAGRAARATAAACGAATTTCTCTTGARRAAATGAARARTTCTT

TAGAARARTAGGTTCTCAAACTAGCCCTCAATAARACTTAATGCGATCGT

RN R R R RN RN RN RN RN R AR R RN AR AR
TAGARAARATAGGETTCTCARACTAGCCCTCAATARRACTTAATGCGRTCGT

TTTCTCTGRACTCTCATTCATCTTTCTCTGGTTATCTAATTGGGTCCTTGA

R R R R R R NN RN AR AR A R AR RN R AR
TTTCTCTGACTCTCATTCATCTTTCTCTGGTTATCTAATTGGGTCCTTGA

GAGATGAGTTTACCTGCTI TGTCCT TTATTATTGCARAGACAACATATCTG
R R RN AR R R R AR R R R R R R
GAGATGAGTTTACCTGCTTGTCCTTTATTATTGCARAGACARCATATCTG

ATGCACATGGAACATTGGTGCACATGGTGCACATATGAAATCATCACCAC

R RN R N R R NN RN R R AR R RN
ATGCACATGGARCATTCCTCCACATGCTCCACATATGAARTCATCACCAC

TCATTTTAARRTCTAACGTCTATAGTTGTTTGATATATTTTATTARGGACA

R R AR AR R RN NN R R R AR
TCATTTTARATCTARCGTCTATAGTTGT TTGATATATT T TAT TARGGACA

CCCTCCAACGTGOTGGTCTGTAGTGEIGGAAGGTGT TATTTGTARATTGA

R RN R AR R R AR R R AR AR AR R R AR
CCCTCCAACGTGGETGGTGTGTAGTGETGGAAGGTGTTATTTGTAARTTGA

ATAATCAACTAGAGACGTTAGATCTAAAATGAGTGGTGATGATTTAATAT

R RN N R RN R R AR NN RN
ATRATCAACTAGAGACGTTAGATCTARAATGAGTGGTGAT GATTTAATAT

GTGCACCATGTGCACCAGTCTTCTATGTGCACCAGATATGTCCTCTATTG

PELTEEEE R e bbb e e e e b
GTGCACCATCTGCACCACTCTTICTATCTGCACCAGATATGTCCTCTATTC

CAAATGCTAGACGGRACACCAGCTAGCACTAGCAGACTGTTTATGTGGAA

BERR R R R R R R R R AR AR R R AR RN RN AR
CARATGCTRGACGGAACACCAGCTAGCACTAGCAGACTGTTTATGTGGAA

AGARRAAACTTAAAAAGATCAGCTAGGAAGCTGCTGTCATCTGTACGTAT

R RN N AR N AR AR R RN RN R AR
AGAAARPACTTRAARARGRTCAGCTAGGAAGCTGCTGTCATCTGTACGTAT

ATATGGETGAAGACTGAACAATCTGCATGACAAGCARARACTTAGCTTARAR
R RN N RN N RN RN R R RN R R R R
ATATGETGARGACTGAACAATCTGCATGACAAGCARRACTTAGCTTAARR

GCGARRAGRAGCGATGGARACGGCCGCTCGATARATRAATTAATGAGAGTCT

AR RN R AR RN AR AR RN R AR A RN AR
GCGAAARRGAGCGATGGARACGGCCGCTCGATARATARTTARTGAGAGTCT

TGCGATTTTITCATCCATCGRARARAACARAGCTCCCATTTTTCATCTAAT

R R R N R R R AR R RN RN
TGGGATTTTITCATGCATGGARAARARCAARGCTGGCATTTTTCATCTAAT
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NO:
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NO:

NO:

NO:
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HO:

HO:

HO:
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HO:

HO:
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il

11

i1

11

1514

1701

1564

1751

1614

1801

1664

1851

1714

1301

1764

1951

1814

2001

1864

2051

1914

2101

1964

2151

2014

2201

2064

2251

2114

2301

2164

2351

2214

2401

2264

2451

2314

2501

ATAATATATAACGCTGATATCATATTGCGTGCAGATACARGGACATGATC

RN RN AR R N R R RN R RN AN
ATRAATATATARCGCTGATATCATATTGCGTGCAGATACARAGGACATGATC

GTGTCGCTGCIGACCGGCACGGGCATGTTCAACATCAGCGACTTCGTGCC
RN R A R RN R R RN A
GTGTCGCTGCTGACCGGCACGGGCATGT TCAACATCAGCGACTTCGTIGCC

GGCGCTGGCGCGTCTGCGACCTGCAGGGCGETGCAGGCGAAGCTGLGLLGCG

R R R R AR R R R RN R AN
GGCGCTGEGCECETCTGGACCTGCAGGGCGTGCAGGCGARGCTGCEGCGCG

TCCACCGCCAGTTCGACGGCCTCATCACCARGCTGCTGGCCGAGCACGCC
R N R AR R R AR R AR AR R AR R R R RN RN
TCCACCGUCAGTTCGACGGCCTCATCACCAAGCTGCTGGCCGAGTACGLT

GCGACGGCCGCGGACCGCGCGECGCCAGGGCCGCCCGGACTTCGTCGACCG

R RN RN NN RN R AR R R RN N
GCGACBECCGCGEACCGCGCGCECCAGGGCCECCCGEACTTCGTCGACCE

GCTCCGCGCCACGATGCACGCCGGCGCCGCCECCGACCACGAGAGCEGCG

A R N RN R R RN R R AR R
GCTCCGCGCCACGATCCACGCCGGCGCCGCCCCCGRACGACGAGRGCGGLG

AGACCATCACCGAGGTCARCATCAAGGEGCCTCATCTTCGTAAGCICCCTG
R R R R AR AR R AR R R R RN RN
AGACCATCACCGAGGTCAACATCARGGGCCTCATCTTCGTAAGCTCCCTG

CTTTTTCCTCGCCCCCAACCATGCATCATCATATGCACTTATATTTTACA

R R RN RN AR RN R AR R AR RN AR R RN NN
CTTTTTCCTCGCCCCCARCCATGCATCATCATATGCACTTATATTTTACA

CTTGCTCGGTTTTCCTTTAGTAACTARCTAATCCGTCGCAGCTGOGATAC

R R R RN AR R RN AR R AR NN AR R AN NN
CTTGCTCGGTTTTCCTTTAGTAACTAACTAATCCGTCGCAGCTGCGATAC

ACGTAGCACTAGTACTACAGCGATGGGTCATCGGTAACTGAATCTAAGGT

R R RN RN RN R R R R RN R
ACGTAGCACTAGTACTACAGCGATGGGTCATCGGTAACTGAATCTAAGGT

GCAATAGAGTGCACGGCCGCGGGATCATGGCGTGACATGGGAGCTAAGCT

R R R N R R RN R RN NN
GCRATAGAGTGCACGGCCGCGEGATCATGGCGTGACATGGGAGCTARGCT

ARGCCAGTGGCCACCTRAACGAAGGCACTGACCGARARGCTCAGTGGCGTGT

AR RN R RN R R R R R RN R
AAGUCAGTGGCCACCTRAACGAAGGCACTGACCGARAGCTCAGTGGCGTGT

TAGGTGGAGRTAGTGGATCGAGTTGTTGGAARGACAATATCARARCCACT

R R R R R AN R R RN NN R R AR NN AR R RN RN
TAGGTGGAGATAGTGGATCGAGTTGT TGGAARGACAATATCAAARCCACT

CTCCAATTGATGATGTGTAGGGCCTGCAGTGTTTTGARTCCACCTTGTTT

R R RN AR R RN RN AR R AR RN AR R RN N
CTCCRATTGATGAT GTGTAGGGCCTGCAGTGTTTTGAATCCACCTTGTIT

GGTCGAACACATTACTAGAGTGAAATATGGTICCAATGTTAATTGATAGT
RN R R R R AR AR RN AR R RN RN R
GGTCGAACACATTACTAGAGTGAARTATGGTTCCARTGTTAATTGATAGT

GCGARAGGGTCTCTAGCGTAATGGTTARACCTTCCGAGTAGCACATCCAG

R R RN R RN AR R R RN AN
GCGARAGGGTCTCTAGCGTAATGGTTARACCTTCCGAGTAGCACATCCAG

GTTGGGTTCGATCCTCTCGAGGGCGAATTTTCARGCTTTGTTARRRARRAT

RN R R R R AR AR RN AR R R R RN R
GTTGGGTTCGATCCTCTCGAGGGUGAATTTTCAAGCTTTGTTARAALAAT
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Ho:
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Ho:

HO:

Ho:

Ho:
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HO:
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Ho:

HO:
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Ho:

No:
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1
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11
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11
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2364

2551

2414

2601

2464

2651

2514

2701

2564

2751

2614

2801

2851

2714

2901

2764

2951

2814

3001

2864

3051

2914

3101

2964

3151

3014

3201

3064

3251

3114

3301

3164

3351

TATCTCGTTGTGCCCCGTCCGCTCTCAGGAATCGATATTCTACACGACAC

R R R R RN AR R R R R R R AR R R RN R
TATCTCGTTGTGCCCCGTCCGCTCTCAGGAATCGATATTCTACACGACAC

CCTCCGACTAGTGACAGT TGATTGACTCGTTAGTGATGAGARAGCCATLCT
R R R RN R R R R R R RN
CCTCCGACTAGTGACAGTTGATTGACTCETTAGTGATGAGAAGCCATGCT

AAARPAGTGGAGACGTAGATATGATAGAGGTTCCCTTTCCTARGCARAACG

R R N RN N R R R R R AR R R R RN R
ARAARAGTGGAGACGTAGATATGATAGAGGTTCCCTTTCCTARGCARACG

TGARTGCTATGAARATTATGCAGT TTARARRRRACT TTAARGATARACAG
R R R RN R R R R AR R R R AN
TGAATGCTATGAARATTATGCAGTTTAARARARACT TTARAGATARACAG

GRATTCTCTTTTTTGGAACARACAATACGAATGCACCTCCARATATCTTA

R R R R R R R N AR R R R R AR R
GRATTCTCTTITTTTGGAACARRCAATACGRATGCACCTCCARRTATCTTA

TCCAGTCGACTTTTATGGARTTATTGTTTTTGTTATTTCTAAGATGGGAG

R RN R R R RN AR N R AR AN AR AR N
TCGAGTCGACTTTTATGGAATTATTGTTTTTGTTATTTCTAAGATGGGAG

CCCARAART CACATACARATTATTCAGTGAATGCCTCGGTGTTTITTTATT
R RN R AR RN R R AR R AR R R R AR
CCCARARTCACATACARATTATTCAGTGAATGCCTCGGTGTTTITTTATT

AGTTAAGGGCTCTCATTTTTTTCAAGGGATTTITATTTITTTTCCARARGA

R AR R NN R R AR R R AR R AR R R AR R
AGTTAAGGGCTCTCATTTTTTTCAAGGGATTTTTATTTTTTTCCRARAAACGA

ARATRAACTAATCCTCTTTAGAARRATGGARRTCTATTGGAGRARTGAGS

R R RN R R NN R R R RN RN A RER NN
ARATAAACTAATCCTCTTTAGARAARTGGARATCTATTGGAGRAATGAGG

TTCCTAAACTAGCTCTAACAGTGAGTCAGTTAATCAGGAGAAGATATTAG

R R R R R R R R R R AR AR R R R AR R
TTCCTAAACTAGCTCTRAACAGTGAGTCAGTTARATCAGGAGAAGATATTAG

ACTCCTGTATAGTGTGCAGCAACCACATCCGATTCTGACGTTTITAGCTTA

R R R
ACTCCTGTATAGTGTGCAGCAACCACATCCGATTCTGACGTTTTAGCTTA

ATGCTTCGCTATGTAGACGTCGGGCATAGGGAATGCATTGCTACCAGAACA

R R R R R R R R R R R R AR R R AR R
ATCTTCGCTATCTAGACGTCGCGCATAGGCAATGCATTGCTACCAGAACA

CGAATGACAGCTATGCARGTCTCTAGARCGTTGGAGTAGT TARCARACGT

AR R R R RN RN R R R AR AR AR R RRE NN
CGAATGACAGCTATGCAAGTCTCTAGAACGTTGGAGTAGT TARCARACGT

GATAGATGTAACCTCTGGATCATGGTATGATGTCATTTCCTAGACTAGAA

R R AR R RN R R AR R R RN RN R R AR R
GATAGATGTAACCTCTIGGATCATGGTATGATGTCATTTCCTAGACTAGAA

GAATTGGTAGTCAAATCGAGCAAAGTCCCGAARGCACACTGGGCTTTCGA

R R R RN R R R AR R AR RN
GAATTGGTAGTCARATCGAGCARAGTCCCGRAARGCACACTGGGCTTTCGA

CACAGTGATACCAAAGATGCTGAARARGAACTGAGGCACGATARACTGTTC

RN R R RN R R RN AR N AR AR AR R N
CACAGTGATACCAARGATGCTGAARAGRACTGAGGCACGATARACTGTTC

GGTGTTCGTCTARACCACCARAGATCCTCARARATAACTGATCGTCACCAT

PErrrrberrrrretbrrrrrtbeeri e et e re b e b et
GETGTTGGTGTAAACGACCAALGATGCTGARAATAACTGATCGTCACCAT
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Fig. 4 (continuacién):
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3901

3764
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3814

4001

3864

4051

3914

4101

3964

4151

4014

4201

CCGTGAATCTARCTTTCGACACACTGTTACCAAATCCTTCGTCAARATTA

R RN R AR AR AR R AR RN
CCGTGAATCTAACTTTCGACACACTGTTACCARATCCITCGTCARAATTA

CAGGAATARTTAAGGUGCTTAGACGATGATAARCCATTTTTTGTCACTAL

N R RN R R RN AR AR R AR RN
CAGGAATARTTAAGGCGCTTAGACGATGATAARRCCATITTTTGTCACTAA

TTAACCACACTGTTCTTTGCTTGACCGTGACAAARALRALCTTITTTGETG

(AR R R AR RN R AR A RN RN RN R
TTAACCACACTGTTCTTTGCTTGACCGTGACAAARAAARACTTTTTTGTG

ARGCASTGTTGCCGTARACCACAACCATCATGARCTCACTIGCCTTGTCA
RN R RN R AR R R R AR R R AR
ARGCAGTGTIGCCGTAAACCACAACCATCATGARCTCACTTGCCTTGTCA

TATGTACTTGTACCATCGARCGCCGCGCGCTAAGACAATGCACCACCTTT

N NN R R AR AR AR R R RN
TATGTACT TGTACCATCGAACGCCGCGCGCTAAGACAATGCACCACCCTT

CRAGTCTTACCTCACTGATACCGCTAATTAAGTTAGATAATCTCCATTAC

R N R R R RN AR AR AR AR
CRAGTCTTAGCTCACTGATACCGCTAATTAAGTTAGATAATGTCGATTAC

TAGITGTCTTACTTCGAACTAT TTCT T I TCGGCARACTGAAGTAARRGACA
RN R RN AR R R R R AR R R AR
TAGTTGTCTTACTTCGARACTAT TTCTTTTCGGCARACTGAAGTAARGACA

ACGTTTTGTTCCGCAGGACATGTTCACGGCGGGTRACGGACACGTCGTCGA

RN R RN R R RN SRR AR R AR
ACGTTTTGTTCCGCAGGACATGTTCACGGCGGGTACGGACACGTCETCGA

TCATCETGGAGTGGGCGATGGCGGAGATGCTCARGRACCCGACCGTCATG

EEE R R N RN RN AR AR R A RN AR
TCATCETGGAGTGGGECGATGGCGGAGATGCTCAAGAACCCGACCGTCATG

GCGCGLGCGCAGGAGGRGCTGGACCGCGCGGTGEGECCGGGECCEGLGCCT

RN R AR R R N AR R R AR RN R AR RN
GCGCGCGCGCAGGAGGAGCTGGACCGCGCEGTGEGCCEGGECCEECGCCT

GGAGGAGTCGGACCTGCCCGGCCTCCCCTACCTGCAGGCGGTGTGCAAGG

AR R R R R R R RN AR
GGAGGAGTCGGACCTGCCCGGCCTCCCCTACCTGCAGGCGGTGTGCAAGG

AGGCCATGUGGUTGCACCCGTCCACGCCGCTCAGCCTCCCGCACTTCTCC

RN RN RN AR R R RN R AR
AGGCCATGCGGCTGCACCCGTCCACGCCGCTCAGCCTCCCGCACTTCTCC

TTGGACGCCTGCGACGRCGTCGACGGCTACCGCGTCCCGGCCARCACCCG

RN RN RN R AR R R RN RN R AR
TTGGACGCCTGCGACGACGTCGACGGCTACCGCGTCCCGGCCARCACCCG

CCTGCTCGTCARCGTCTGGGCCATCGGCCGGEACCCGGAGGCCTGGEAGA

RN RN R RN AR R RN AR R R AR AR
CCTGCTCGTCARCGTCTGGGCCATCGGCCEGGACCCGGAGGCCTGGGAGA

GGCCCCTCGACTTCCGCCCCGAGUGCTTCCTGCCCGGGGGCGGCECGGAG

RN R R R R RN R R N R RN R AR
GGCCCCTCGACTTCCGCCCCGAGCGCTTCCTGCCCGLGGLLGGCECGGEAG

ARGGTCGACCCCCTGGGGAACTGCTTCGAGCTCATCCCGTTCGGCGCCGG

RN RN AR AR AR R A RN
AAGGTCGACCCCCTGGGGAACTGUTTCGAGCTCATCCCGTTCGGCGCCGG

CCGGAGGATCTGCGCGGGGAAGCTGGUCGLGGCATGETGTTCGTGCAGTACT

RN AR RN AR R R N AR AR R AR
CCGGEAGGATCTGCGCGGGGAAGCTGGCGGGCATGGTGTITCGTGCAGTACT
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TCCTGGGCACGCTGCTGCACGCGTTCGACTGGCGCCTGCCTGACGGCGAG

AR R R AR AR R R AR R AR AR R R R
TCCTGGGCACGCTGCTGCACGCGTTCGACTGGCGCCTGCCTGACGGCGAG

GAGAAGCTGGACATGAGCGAGACGTTCGECCTCGCGCTGCCCAAGGCAGT

R R N R R R R RN N AR AR N R
GRGAAGCTGGACATGAGCGAGACGTTCGGCCTCGCGCTGCCCAAGGCAGT

GCCGCTCCGCGCCGTCGCCACGCCACGGUTCGTGLCGGAAGCCTATGCCT

PEEEErerrrrrererrrrrrererprrrrrre et bt
GCCGCTCCGCGCCGTICGCCACGCCACGGCTCGTIGCCGGRAGCCTATGCCT
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