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DESCRIPCION

Control de la dehiscencia de la fruta en Arabidopsis por genes indehiscentes 1.

Declaracién con respecto a los derechos de las invenciones realizadas bajo la investigacion y el desarrollo con
apoyo federal.

La presente invencion se realizé con el apoyo del Gobierno bajo el nimero de la National Science Foundation
Grant IBN-9985530. El Gobierno tiene ciertos derechos sobre la presente invencion.

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a la ingenieria genética de plantas. En particular, la presente invencién se refiere a
procedimientos y composiciones que modulan la dehiscencia de los frutos en plantas.

Antecedentes de la invencion

La semilla de colza es uno de los cultivos de semillas oleaginosas después de la soja y la semilla del algodén,
representando el 10% de la produccién mundial de semillas oleaginosas en 1990. La semilla de colza contiene un
40% de aceite, que se prensa a partir de la semilla, dejando una masa de semilla elevada en proteinas de valor para la
alimentacion de animales y fertilizante con nitrégeno. El aceite de la semilla de colza, también conocido como aceite
de canola, es un producto valioso, que representa el cuarto aceite vegetal mas habitualmente comercializado en el
mundo.

Desafortunadamente, el rendimiento de la semilla del aceite de colza y plantas relacionadas estd limitado por la
dehiscencia de las vainas, que es un proceso que aparece de forma tardia en el desarrollo del fruto, mediante el cual la
vaina se abre y se liberan las semillas encerradas. La degradacién y la separacion de las paredes celulares a lo largo de
una capa discreta de células dividiendo las dos mitades de la vaina, denominadas la “zona de dehiscencia”, dan lugar
a la separacion de las dos mitades de la vaina y la liberacién de las semillas contenidas. La zona de dehiscencia es una
region de sélo una a tres células de anchura que se extiende a lo largo a la longitud completa del limite vdlvula/replum
(Meakin y Roberts, J. Exp. Botany 41: 995-1002 (1990)). A medida que las células en la zona de dehiscencia se separan
entre si, las valvulas se separan del replum, permitiendo la dispersion de las semillas. El “desgrane” de las semillas,
mediante el cual las semillas son despojadas prematuramente a través de la dehiscencia antes de poder recoger la
cosecha, es un problema significativo afrontado por los productores de semillas comerciales y representa una pérdida
de ingresos en la industria. Las condiciones climatoldgicas adversas exacerban el proceso de dehiscencia, dando lugar
a mas de un 50% en la pérdida de rendimiento de las semillas.

El fruto, una estructura compleja dnica de las plantas que florecen, media en la maduracién y dispersion de las
semillas. En la mayoria de las plantas que florecen el fruto consiste en el pericarpio, que deriva de la pared del ovario,
y las semillas, que se desarrollan a partir de 6vulos fertilizados. La Arabidopsis, que es la habitual de mas de 3000
especies de Brasssicaceae, produce un fruto en el que las dos vdlculas de carpelo (paredes del ovario) se unen al
replum, una sutura visible que divide los dos carpelos.

La hormona etileno de las plantas se produce mediante el desarrollo de semillas y parece ser un importante regu-
lador del proceso de dehiscencia. Una linea de evidencia que soporta un papel para el etileno en la regulacién de la
dehiscencia proviene de estudios de maduracién de los frutos, que, como la dehiscencia de los frutos, es un proceso
que implica la rotura de la materia de la pared celular. En la maduracién del fruto, el etileno actia en parte mediante
la activacién de las enzimas que degradan la pared celular, tales como poligalacturonasa (Theologis et al., Develop.
Genetics 14: 282-295 (1993)). Ademas, en plantas de tomate modificadas genéticamente en que se bloquea la respues-
ta del etileno, tales como plantas transgénicas de tomate que expresan poligalacturonasa antisentido, existe un retraso
significativo en la maduracién del fruto (Lanahan et al., The Plant Cell 6: 521-530 (1994); Smith et al., Nature 334:
724-726 (1988)).

En la dehiscencia, cambios estructurales que culminan en la degradacion de la lamela media de las paredes celulares
de la zona de dehiscencia debilitan las vainas de las semillas de colza y finalmente conducen al desgrane de la vaina.
Como en la maduracién del fruto, las enzimas hidroliticas incluyendo las poligalacturonasas juegan un papel en esta
rotura programada. Por ejemplo, en la colza oleaginosa, una endopoligalacturonasa especifica, RDPG1, se sobrerregula
y se expresa exclusivamente en la zona de dehiscencia de forma tardia en el desarrolla de las vainas (Petersen et
al., Plant Mol. Biol. 31: 517-527 (1996), que se incorpora en la presente por referencia). El etileno puede regular
la actividad de enzimas hidroliticas implicadas en el proceso de dehiscencia al igual que en la maduracion del fruto
(Meakin y Roberts, J. Exp. Botany 41: 1003-1011 (1990), que se incorpora en la presente por referencia). Sin embargo,
hasta ahora, las proteinas que controlan el proceso de dehiscencia, tales como las que regulan las enzimas hidroliticas
pertinentes, no han sido identificadas.

Los intentos para resolver el problema del desgrane de la vaina y la dehiscencia prematura del fruto durante los
ultimos 20 afios se han centrado en la reproduccion de variedades resistentes al desgrane. Sin embargo, estos hibridos
de plantas son frecuentemente estériles y pierden las caracteristicas favorables que se deben recuperar mediante retro-
cruzamiento, que consume tiempo y es laborioso. Otras estrategias para paliar el desgrane de las vainas incluyen el
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uso de productos quimicos, tales como sellantes de vainas o técnicas mecénicas, tales como la envoltura para reducir
el desgrane estimulado por el viento. Hasta la fecha, sin embargo, no se ha descrito un procedimiento sencillo para
producir plantas modificadas genéticamente que no se abran y liberen sus semillas de manera prematura.

De este modo, existe la necesidad para identificar genes que regulen el proceso de dehiscencia y para desarrollar
genéticamente variedades de plantas modificadas en las que se retrasa el proceso natural de dispersion de las semillas.
La presente invencidn satisface esta necesidad y proporciona también ventajas relacionadas.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién proporciona una cassette de expresion que comprende un promotor unido operativamente a
una secuencia de polinucledtidos IND1, o complemento de la misma, que codifica un polipéptido IND1 idéntica por
lo menos aproximadamente en un 70% a la SEC ID No: 1. El cassette de expresién, por ejemplo, puede comprender
un polinucledtido que codifica la SEC ID No: 2. En otra realizacion, el cassette de expresion, por ejemplo, puede
comprender las posiciones desde aproximadamente 2765 hasta aproximadamente 3361 de la SEC ID No: 1. Por
ejemplo, el cassette de expresién puede comprender la SEC ID No: 1. En algunas realizaciones, el cassette de expresion
comprende un promotor. El promotor, por ejemplo, puede ser constitutivo o especifico de tejido. En un aspecto de la
presente invencion, el promotor es un promotor especifico de la zona de dehiscencia. En otro aspecto, el promotor
puede comprender las posiciones desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 2764 o las posiciones desde
aproximadamente 3362 hasta aproximadamente 3856 de la SEC ID No: 1.

La presente invencién también proporciona una planta que comprende un cassette de expresion recombinante que
comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido IND1
idéntica por lo menos aproximadamente en un 70% a la SEC ID No: 1. En un aspecto, la secuencia de polinucleé-
tidos que codifica el polipéptido IND1 estd unida operativamente al promotor en la orientacion antisentido. En otro
aspecto, la secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido IND1 esta unida operativamente al promotor en la
orientacion de sentido. La secuencia de polinucledtidos puede comprender ademds una segunda secuencia de polinu-
cleétidos que codifica el polipéptido IND1, donde la segunda secuencia de polinucledtidos estd unida operativamente
a un segundo promotor en la orientacién antisentido. En algunas realizaciones, la planta de la invencién ha reducido
la lignificacién en células del margen de las vélvulas. En otras realizaciones, el promotor es un elemento regulador
selectivo de la zona de dehiscencia. En algunas de estas realizaciones, el elemento regulador comprende las posiciones
desde aproximadamente 1 a aproximadamente 2764 o desde aproximadamente 3362 a aproximadamente 3856 de la
SEC ID No: 1.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de retraso de la dehiscencia del fruto en una planta
que comprende la supresion de la expresion de un dcido nucleico de IND1 en la planta mediante la introduccién en la
planta de un cassette de expresién recombinante que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia
de polinucleétidos que codifica un polipéptido IND1 idéntica por lo menos en un 70% a la SEC ID No: 2. En algunas
realizaciones, el polipéptido INDI es la SEC ID No: 2. En otras realizaciones, el polinucleétido IND1 comprende
las posiciones desde aproximadamente 2765 hasta aproximadamente 3361 de la SEC ID No: 1. En un aspecto de la
presente invencion, el polinucleétido IND1 comprende la SEC ID No: 1. El procedimiento puede incluir una secuencia
de polinucleétidos que codifica el polipéptido IND1 unido operativamente al promotor en la orientacién antisentido.
En otra realizacion, el promotor estd unido al promotor en la orientacidn de sentido. La secuencia de polinucleétidos
puede comprender ademds una segunda secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido IND1, donde la se-
gunda secuencia de polinucledtidos estd unida operativamente a un segundo promotor en la orientacidn antisentida. En
algunas realizaciones, el procedimiento da lugar a una planta con una lignificacién reducida en las células del margen
de las valvulas. En otras realizaciones, el promotor es un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia. En
algunas de estas realizaciones, el elemento regulador comprende las posiciones desde aproximadamente 1 a aproxi-
madamente 2764 o desde aproximadamente 3362 a aproximadamente 3856 de la SEC ID No: 1. En un aspecto, el
cassette de expresion recombinante se introduce en la planta con Agrobacterium.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de retraso de la dehiscencia del fruto en una planta
que comprende la supresion de la expresion de un gen de IND1 en la planta mediante la introduccién en la planta de un
cassette de expresion recombinante que comprende una secuencia de polinucledtidos idéntica por lo menos aproxima-
damente en un 70% con las posiciones desde aproximadamente 1 a aproximadamente 2764 o desde aproximadamente
3362 a aproximadamente 3856 de la SEC ID No: 1. En un aspecto de la presente invencion, la secuencia de polinu-
cledtidos comprende las posiciones desde aproximadamente 1 a aproximadamente 2764 o desde aproximadamente
3362 a aproximadamente 3856 de la SEC ID No: 1. En algunos aspectos, la lignificacién se reduce en las células del
margen de las vdlvulas.

Definiciones

La expresion “4cido nucleico” se refiere a un polimero de cadena tinica o doble cadena de bases de desoxiribo-
nucledtido o ribonucleétido leido desde el extremo 5’ al extremo 3’. Los 4cidos nucleicos también pueden incluir
nucledtidos modificados que permiten la lectura correcta a través de una polimerasa y no alteran la expresién de un
polipéptido codificado por el dcido nucleico.
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La expresion “secuencia de polinucledtidos” o “secuencia de dcidos nucleicos” incluye las cadenas de sentido y
antisentido de un 4cido nucleico como cadenas Unicas individuales o en dobles cadenas. Incluye, pero no se limita a,
plasmidos autoreplicantes, secuencias cromosémicas y polimeros infecciosos de ADN o ARN.

La expresion “secuencia de dcido nucleico que codifica” se refiere a un acido nucleico que dirige la expresion de
una proteina o péptido especifico. Las secuencias de acidos nucleicos incluyen tanto la secuencia de cadena de ADN
que se transcribe en ARN y la secuencia de ARN que se traduce en proteina. Las secuencias de dcidos nucleicos
incluyen las secuencias de acidos nucleicos de longitud completa, asi como las secuencias que no son de longitud
completa derivadas de las secuencias de longitud completa. Deberia entenderse ademds que la secuencia incluye los
codones degenerados de la secuencia o secuencias nativas que se pueden introducir para proporcionar una preferencia
de coddn en una célula huésped especifica.

El término “promotor” o “elemento regulador” se refiere a una regién o secuencia determinantes localizadas en
direccién 5° o direccién 3’ desde el inicio de la transcripcidn y que estdn implicadas en el reconocimiento y unién
de ARN polimerasa y otras proteinas para iniciar la transcripcién. Un “promotor de planta” es un promotor capaz de
iniciar la transcripcién en células vegetales. Dichos promotores no necesitan tener un origen vegetal, por ejemplo, se
pueden utilizar en la presente invencién promotores derivados de virus de plantas, tales como el promotor CaMV35S.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia”
se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando estd unida operativamente a una molécula de dcido nucleico,
confiere una expresion selectiva sobre la molécula de 4cido nucleico unida operativamente en un nimero limitado de
tejidos vegetales, incluyendo el margen de las valvulas o zona de dehiscencia. El margen de las vélvulas es el futuro
sitio de la zona de dehiscencia y comprende los margenes del replum externo, asi como las células de las véalvulas
adyacentes al replum externo. La zona de dehiscencia, que se desarrolla en la regién del margen de las vdlvulas, se
refiere al grupo de células que se separan durante el proceso de dehiscencia, permitiendo que las valvulas se separen del
replum y las semillas atrapadas se liberen. De este modo, un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia,
tal como se define en la presente invencion, confiere una expresion selectiva en la zona de dehiscencia madura, o
confiere una expresion selectiva en el margen de las vélvulas, que marca el futuro sitio de la zona de dehiscen-
cia.

Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia puede conferir una expresion especifica exclusivamente
en células del margen de las vélvulas o zona de dehiscencia o puede conferir una expresion selectiva en un nime-
ro limitado de células vegetales tipos incluyendo las células del margen de las valvulas o zona de dehiscencia. Un
elemento regulador SHATTERPROOF1 o SHATTERPROOF?2 (SHP1 y SHP2, también denominados como AGL! y
AGLS5, respectivamente), por ejemplo, que confiere una expresion selectiva en évulos y la placenta, asi como en la
zona de dehiscencia, es un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia tal como se define en la presente
invencién. De manera similar, un elemento regulador de IND1 también confiere una expresion selectiva en la zona de
dehiscencia. Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia generalmente se distingue de otros elementos
reguladores confiriendo una expresion selectiva en el margen de las vélvulas o la zona de dehiscencia sin conferir
expresion a través de las valvulas de carpelo adyacentes.

Se entiende que se pueden realizar modificaciones limitadas sin destruir la funcién biolégica de un elemento
regulador y que dichas modificaciones limitadas pueden dar lugar a elementos reguladores selectivos de la zona de
dehiscencia que tienen una funcién sustancialmente equivalente o mejorada en comparacién con un elemento regulador
de INDI de tipo natural. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de la mutagénesis dirigida de
sitio, o pueden ser accidentales, como a través de la mutacién en huéspedes que albergan el elemento regulador. Todas
estas secuencias de nucledtidos modificadas estdn incluidas en la definicién de un elemento regulador selectivo de la
zona de dehiscencia siempre y cuando la capacidad para conferir una expresion selectiva en el margen de las valvulas
o la zona de dehiscencia se mantenga sustancialmente.

El término “planta” incluye plantas completas, 6rganos/estructuras vegetativas de un brote (por ejemplo, hojas,
tallos, y tubérculos), raices, flores y érganos/estructuras florales (por ejemplo, bracteas, sépalos, pétalos, estambres,
carpelos, anteras y 6vulos), semilla (incluyendo embriones, endospermas y recubrimiento de semilla) y fruto (el ovario
maduro), tejido vegetal (por ejemplo, tejido vascular, tejido fundamental y similares) y células (por ejemplo, células
de guarda, 6vulos, tricomas y similares), y la progenie de los mismos. La clase de plantas que se pueden utilizar en
procedimiento de la presente invencidn es generalmente tan amplia como la clase de plantas superiores e inferiores
susceptibles para técnicas de transformacion, incluyendo angiospermas (plantas monocoltilédoneas y dicotiledéneas),
gimnospermas, helechos y algas multicelulares. Incluye plantas de una variedad de niveles de ploidia, incluyendo
aneuploide, poliploide, diploide, haploide y hemicigético.

El término “planta con semilla” significa angiosperma o gimnosperma. Una angiosperma es una planta portadora
de semillas, las cuales se transportan en un ovario maduro (fruto). Una angiosperma se reconoce habitualmente como
una planta que florece. Las angiospermas se dividen en dos clases ampliar en base al nimero de cotiledéneas, que
son las hojas de semilla que generalmente almacenan o absorben comida. De este modo, una angiosperma monoco-
tiledénea es una angiosperma que tiene una unica cotiledénea, mientras que una angiosperma dicotiledénea es una
angiosperma que tiene dos cotiledéneas. Se conoce una serie de angiospermas que incluyen, por ejemplo, plantas
de colza, plantas leguminosas, plantas con fruto, flores ornamentales, plantas de cereales y drboles de madera noble,
cuyas clases generales no son necesariamente exclusivas. El técnico en la materia entenderd que los procedimientos
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de la presente invencion se pueden poner en practica estas u otras angiospermas, segin se desee. Una gimnosperma es
una planta portadora de semillas con semillas no incluidas en un ovario.

La expresion “célula huésped” se refiere a una célula de cualquier organismo. Las células huésped preferidas deri-
van de plantas, bacterias, levaduras, hongos, insectos u otros animales. Los procedimientos para introducir secuencias
de polinucledtidos en varios tipos de células huésped son bien conocidos en la técnica.

El término “retrasado”, tal y como se utiliza en la presente invencién en referencia al tiempo para la dispersion de
las semillas en un fruto producido por una planta no natural de la invencidn, significa un tiempo significativamente
posterior de la dispersién de las semillas en comparacion con el tiempo en que las semillas se dispersan normalmente
de una planta correspondiente en la misma etapa de desarrollo que expresa niveles naturales de IND1. De este modo,
el término “retrasado” se utiliza ampliamente para comprender tanto la dispersién de las semillas que se postpone
significativamente en comparacion con la dispersién de las semillas en una planta correspondiente, como cuando la
dispersion de las semillas estd totalmente descartada, de manera que los frutos nunca liberan sus semillas a menos que
exista intervencién humana o cualquier otro tipo de intervencion.

Se entiende que puede haber una variacién natural del tiempo de dispersién de las semillas en una especie o
variedad de planta. Sin embargo, un “retraso” en el tiempo de la dispersioén de las semillas en una planta no natural de
la presente invencion se puede identificar ficilmente mediante el muestreo de una poblacién de las plantas no naturales
y la determinacién de que la distribucién normal de los tiempos de dispersion de las semillas son significativamente
posteriores, de promedio, que la distribucién normal de los tiempos de dispersion de las semillas en una poblacién de
la especie o variedad de planta correspondiente que no contiene un polinucleétido IND1 exégeno. De este modo, la
produccion de plantas no naturales de la presente invencién proporciona un medio para variar la distribucién normal
del tiempo de dispersion de las semillas de la polinizacién, de manera que las semillas se dispersan, de promedio, por
lo menos aproximadamente un 1%, 2%, 5%, 10%, 30%, 50%, 100%, 200% 6 500% mas tarde que la especie de planta
correspondiente que no contiene una molécula de dcido nucleico exégeno que codifica un producto génico de INDI1.

El término “suprimido” o “disminuido” comprende la ausencia de proteina INDI1 en una planta, asi como la ex-
presion de la proteina que estd presente, pero reducida, en comparacién con el nivel de expresion de proteina IND1
en una planta de tipo natural. Ademds, el término “suprimido” se refiere a la expresién de la proteina IND1 que se
reduce a través del dominio completo de la expresion de IND1 o a la expresion que se reduce en alguna parte del do-
minio de expresion de IND1, con la condicién de que la plamta resultante esté caracterizada por una dispersion de las
semillas retardada. El término “suprimido” también comprende una cantidad de proteina IND1 que es equivalente a la
expresion de IND1 de tipo natural, pero donde la proteina IND1 tiene un nivel de actividad reducido. Tal como se ha
descrito anteriormente, cada IND1 contiene un dominio HLH conservado y basico; mutaciones puntuales o deleciones
masivas con el dominio HLH que reducen la actividad de unién a ADN de IND1 pueden reducir o destruir la actividad
de IND vy, por lo tanto, “suprimir” la expresién de IND1 tal como se define en la presente invencién. Un experto en la
materia entenderd que, preferiblemente, la expresion de IND1 estd esencialmente ausente en el margen de las valvulas
de una planta o la proteina IND1 es esencialmente no funcional.

Una actividad o expresién de IND1 “incrementada” o “aumentada” de un gen IND] se refiere a un cambio por
aumento en la actividad de IND1. Entre los ejemplos de dicha actividad o expresién incrementada se incluyen los
siguientes: actividad o expresion de IND1 del gen INDI se incrementa por encima del nivel plantas de control no
transgénicas de tipo natural (es decir, aumenta la cantidad de actividad o expresién de IND1 del gen INDI). La
actividad o expresién de IND1 del gen IND1 es un érgano, tejido o célula donde no se detecta normalmente en plantas
de control no transgénicas de tipo natural (es decir, aumenta la distribucién espacial de la actividad o expresién de
IND1 del gen IND1. La actividad o expresion de IND1 se incrementa cuando la actividad o expresién de IND1 del gen
IND] esta presente en un érgano, tejido o célula durante un periodo mér largo que en plantas de control no transgénicas
de tipo natural (es decir, aumenta la duracion de la actividad o expresion de IND1 del gen IND1 ).

Una secuencia de polinucledtidos es “heter6loga a” una segunda secuencia de polinucledtidos si se origina a partir
de una especie fordnea, o, si se origina a partir de la misma especie, es modificada por la accién humana a partir de
su forma original. Por ejemplo, un promotor unido operativamente a una secuencia codificante heteréloga se refiere a
una secuencia codificante de una especie diferente de aquella de la que deriva el promotor, o, si se origina de la misma
especie, una secuencia codificante que es diferente de cualquier variante alélica natural.

Un polinucleétido “exégeno a” una planta individual es un polinucleétido que se introduce en la planta, o una
generacion predecesora de la planta, mediante cualquier medio diferente del cruzamiento sexual. Una molécula de
acido nucleico ex6gena puede tener una secuencia de nucle6tidos natural o no natural y puede ser una molécula de
dcido nucleico heter6loga derivada de especies de plantas diferentes de la planta en la que se introduce la molécula de
dcido nucleico o puede ser una molécula de dcido nucleico derivada de la misma especie de planta que la planta en
la que se introduce. A continuacién se describen ejemplos de medios mediante los cuales esto se puede llevar a cabo
e incluyen la transformacién mediada por Agrobacterium, métodos biolisticos, electroporacidn, técnicas en plantas, y
similares.

Un “polinucledtido IND1” es una secuencia de dcidos nucleicos que comprende (o consiste en) una regién co-
dificante de aproximadamente 50 a aproximadamente 4000 nucleétidos, algunas veces de aproximadamente 100 a
aproximadamente 3000 nucleédtidos y algunas veces de aproximadamente 200 a aproximadamente 600 nucleétidos,
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que se hibrida la SEC ID No: 1 en condiciones astringentes (tal como se definen a continuacién), o que codifica un po-
lipéptido IND1 o fragmento de por lo menos 15 aminoacidos del mismo. Los polinucleétidos IND1 también se pueden
identificar por su capacidad para hibridarse en condiciones de baja astringencia (por ejemplo, Tm ~ 40°C) a sondas
de 4cidos nucleicos que tienen la secuencia de SEC ID No: 1. La SEC ID No: 1 es un ejemplo de un polinucleétido
INDI.

Un “promotor de un gen INDI” o “promotor INDI” tendrd habitualmente de aproximadamente 500 a aproximada-
mente 3000 nucleétidos de longitud, normalmente de aproximadamente 750 a 2750. Las secuencias de promotores de
ejemplo se muestran como SEC ID No: 3 y SEC ID No: 4. La SEC ID No: 3 representa la regién no traducida 5’ del
IND1 y la SEC ID No: 3 representa la region no traducida 3° de IND1. Un promotor INDI también se puede identificar
por su capacidad para dirigir la expresion en el margen de las védlvulas del fruto. En particular el promotor INDI dirige
la expresion en el margen de las valvulas del gineceo en desarrollo justo antes de la fertilizacién (etapa 13) a través de
la maduracién del fruto (etapa 17). El promotor no proporciona una expresion significativa en el tejido de la hoja.

Un “polipéptido IND1” es una secuencia de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, algunas veces de 100
a 190, y preferiblemente 198 residuos de aminodcidos codificados por un polinucleétido IND1. Los polipéptidos
INDI se caracterizan por la presencia de un dominio basico hélice-bucle-hélice (HLH) que se une a secuencias de
polinucleédtidos especificas. Por ejemplo, los residuos de aminodcidos ISDDPQTVVARRRRERISEKIRILKRIVPG
GAKMDTASMLDEAIRY TKFLK representan el dominio HLH del polipéptido mostrado en la SEC ID No: 2. El
dominio HLH es conocido en la técnica y es compartido por otros factores de transcripcién incluyendo secuencias no
caracterizadas representadas por el nimero de acceso del Banco de Genes E1283552 y 2262147 y el producto génico
PIF3 (Ni et al. Cell 95: 657 (1998)). El dominio HLH de IND1 es por tanto un dominio de unién a ADN.

Tal como se utiliza en la presente invencién, un homélogo de un gen INDI particular (por ejemplo, la SEC ID
No: 1) es un segundo gen en el mismo tipo de planta o en un tipo de planta diferente, que tiene una secuencia de
polinucleétidos de por lo menos 50 nucleétidos contiguos que son sustancialmente idénticos (determinada tal y como
se describe a continuacién) a una secuencia en el primer gen. Se cree que, en general, los homdlogos comparten un
pasado evolutivo comun.

Una “secuencia de polinucleétidos de” un gen particular es una subsecuencia o secuencia de polinucleétidos de
longitud completa de un gen IND1 que, cuando estd presente en una planta transgénica, tiene el efecto deseado. Por
ejemplo, un efecto es la inhibicién de la expresion del gen endégeno que conduce la expresion de un polinucleétido
heter6logo. Una secuencia de longitud completa de un gen particular descrito en la presente invencién puede contener
aproximadamente un 95%, habitualmente por lo menos aproximadamente un 98% de una secuencia completa mostrada
en el Listado de Secuencias posterior.

El término “tejidos reproductores” tal como se utiliza en la presente invencién incluye fruto, évulos, semillas,
polen, pistilos, flores o cualquier tejido embrionario.

Un “cassette de expresion” se refiere a una construccion de dcidos nucleicos que, cuando se introduce en una célula
huésped, da lugar a la transcripcion y/o traducciéon de un ARN o polipéptido, respectivamente. Las construcciones
antisentido o de sentido que no se traducen o no se pueden traducir estdn inluidos expresamente en esta definicion.

En el caso de tanto la expresion de transgenes como la inhibicién de genes endégenos (por ejemplo, por supresion
antisentido o de sentido), un experto entenderd que la secuencia de polinucleétidos insertada no necesita ser idéntica y
puede ser “sustancialmente idéntica” a una secuencia del gen del que deriva. Tal como se explica a continuacidn, estas
variantes estdn especificamente cubiertas por este término.

En el caso en el que la secuencia de polinucledtidos insertada se transcribe y traduce para producir un polipéptido
funcional, un experto entenderd que debido a la degeneracién de codones una serie de secuencias de polinucleétidos
codificardn el mismo polipéptido. Estas variantes estin especificamente cubiertas por el término “secuencia de polinu-
cledtidos de” un gen particular del margen de las valvulas, tal como IND 1. Ademads, el término incluye especificamente
las secuencias (por ejemplo, las secuencias de longitud completa) sustancialmente idénticas (determinadas tal como
se describe a continuacién) con una secuencia del gen IND1 y que codifican proteinas que retienen la funcién de un
polinucleétido IND1.

En el caso de polinucleétidos utilizados para inhibir la expresién de un gen enddgeno, la secuencia introducida
no necesita ser perfectamente idéntica a una secuencia del gen enddgeno diana. La secuencia de polinucleétidos
introducida habitualmente serd por lo menos sustancialmente idéntica (tal como se determina a continuacién) a la
secuencia enddgena diana.

Dos secuencias de dcidos nucleicos o polipéptidos se dice que son “idénticas” si la secuencia de nucleétidos
o residuos de aminodcidos, respectivamente, en las dos secuencias es la misma cuando se alinea para la maxima
correspondencia tal como se describe a continuacion. El término “complementaria a” se utiliza en la presente invencién
para indicar que la secuencia es complementaria a toda o parte de una secuencia de polinucleétidos de referencia.

La alineacion 6ptima de secuencias para la comparacion se puede realizar mediante el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman Add. APL. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién por homologia de
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Needle man y Wunsch J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de bisqueda de similitud de Pearson y Lipman
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444 (1988), mediante implementaciones informédticas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el Paquete Informatico de Genética de Wisconsin, Genetics Computer
Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante inspeccion.

El “porcentaje de identidad en la secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de manera ptima
sobre una ventana de comparacion, donde la parte de la secuencia de polinucledtidos en la ventana de comparacién
puede comprender adiciones o deleciones (es decir, espacios) en comparacién con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones o deleciones) para la alineacidon 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determi-
nando el nimero de posiciones en que la base del acido nucleico o el residuo de aminoacido idénticos aparecen en
ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coinciden-
tes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para producir
el porcentaje de identidad en la secuencia.

El término “identidad sustancial” de secuencias de polinucledtidos significa que un polinucleétido comprende una
secuencia que tiene por lo menos una identidad en la secuencia del 25%. Alternativamente, el porcentaje de identidad
puede ser cualquier nimero entero desde el 25% al 100%. Las realizaciones mds preferidas incluyen por lo menos:
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 710%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99%, en comparacién con una
secuencia de referencia utilizando los programas descritos en la presente invencion; preferiblemente BLAST utilizan-
do pardmetros estandar, tal como se describe a continuacién. Por consiguiente, las secuencias de IND1 de la presente
invencion incluyen secuencias de 4cidos nucleicos que tienen una identidad sustancial con la SEC ID No: 1. Las
secuencias de IND1 de la presente invencion también incluyen secuencias de polipéptidos que tienen una identidad
sustancial con la SEC ID No: 2. Un experto entenderd que estos valores se pueden ajustar de manera apropiada para
determinar la identidad correspondiente de proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en cuenta
la degeneracion de codones, la similitud de aminoacidos, la posicién del marco de lectura y similares. La identidad
sustancial de secuencias de aminodcidos para estos objetivos significa normalmente la identidad en la secuencia de
por lo menos un 40%. El porcentaje preferido de identidad de polipéptidos puede ser cualquier nimero entero desde
el 40% al 100%. Las realizaciones mds preferidas incluyen por lo menos un 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99%. Las realizaciones ain mas preferidas incluyen por lo menos un 61%, 62%, 63%,
64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 10%, T1%, T2%, 13%, 74% y 75%. Los polipéptidos que son “sustancialmente
similares” comparten secuencias tal como se ha indicado anteriormente a excepcién de que las posiciones de los resi-
duos que no son idénticos pueden diferir por cambios de aminodcidos conservativos. Las sustituciones de aminoacidos
conservativos se refieren a la posibilidad de intercambio de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejem-
plo, un grupo de aminoécidos que tienen cadenas laterales alifdticas es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un
grupo de aminodcidos que tienen cadenas laterales hidroxilalifaticas es serina y treonina; un grupo de aminoécidos que
tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoécidos que tienen cadenas
laterales bésicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos; y un grupo de aminodcidos que tienen ca-
denas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustitucién de aminoécidos conservativos
preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanita-valina, 4cido aspdrtico-dcido
glutdmico, y asparagina-glutamina.

Otra indicacion de que las secuencias de nucledtidos son sustancialmente idénticas es si dos moléculas se hibridan
entre si, 0 a un tercer 4dcido nucleico, en condiciones astringentes. Las condiciones astringentes son dependientes de las
secuencias y serdn diferentes en circunstancias diferentes. En general, las condiciones astringentes se seleccionan para
que sean aproximadamente 5°C inferior al punto de fusion térmico (Tf) para la secuencia especifica a una fuerza iénica
y pH definidos. La Tf es la temperatura (a una fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana se
hibrida a una sonda perfectamente coincidente. Habitualmente, las condiciones astringentes serdn aquellas en las que
la concentracién de sal es de aproximadamente 0,01 molar a pH 7 y la temperatura es por lo menos aproximadamente
60°C.

En la presente invencion, el ARNm codificado por genes IND1 de la presente invencién se pueden identificar en
transferencias Northern en condiciones astringentes utilizando ADNc de la presente invencion o fragmentos de por
los menos aproximadamente 100 nucleétidos. Para los objetivos de esta descripcion, las condiciones astringentes para
dichas hibridaciones ARN-ADN son aquellas que incluyen por lo menos un lavado en 0,2xSSC a 63°C durante 20
minutos, o condiciones equivalentes. El ADN genémico o ADNc que comprende genes de la presente invencidn se
pueden identificar utilizando los mismos ADNc (o fragmentos de por los menos aproximadamente 100 nucleétidos) en
condiciones astringentes, que para los objetivos de esta descripcion, incluyen por lo menos un lavado (habitualmente
dos) en 0,2xSSC a una temperatura de por lo menos aproximadamente 50°C, normalmente aproximadamente 55°C,
durante 20 minutos, o condiciones equivalentes.

Breve descripcion de los dibujos

La figura I ilustra los tipos de células del fruto de Arabidopsis en la madurez.
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Descripcion detallada
L. Introduccion

La presente invencién proporciona procedimientos de modulacién del desarrollo del fruto en plantas. En particular,
la presente invencién proporciona procedimientos para el retraso o prevencion de la dehiscencia del fruto mediante la
supresion de la expresion de un gen bHLH, tal como IND1 en una planta. La presente invencién también proporciona
plantas transgénicas que comprenden varios polinucleétidos que codifican un polipéptidos bHLH, tal como INDI1.

La presente invencidn se refiere al descubrimiento previo de que una planta con el doble mutante agll aglj tiene
fenotipo de la dispersion de semillas retardada (Liljegren et al., Nature 404: 766-770 (2000). Las mutaciones con
pérdida de funcién en los genes SHP1 y SHP2 se produjeron mediante la insercién disruptiva de ADN-T y la recom-
binacién homoéloga. En las plantas resultantes con doble mutante shpl y shp2, la zona de dehiscencia no consiguié
desarrollarse con normalidad y los frutos maduros no experimentaron dehiscencia. De este modo, se requiere la ex-
presion de los genes SHP1 o SHP2 para el desarrollo de la zona de dehiscencia. Estos resultados indican que SHP/
y SHP2 regulan la dehiscencia de la vaina y que la manipulacién de la expresiéon de SHP1 y SHP2 puede permitir el
proceso de desgrane de la vaina a controlar.

La presente invencion proporciona evidencia de que IND1 estd regulado por SHPI y SHP2 y que la expresion de
IND1 modula la dehiscencia del fruto. La presente invencién también proporciona procedimientos para el retraso de
la dehiscencia del fruto mediante la supresion de la expresién de IND1.

Los genes SHP1 y SHP2 de Arabidopsis codifican las proteinas caja MADS con un 85% de identidad a nivel de
aminodcidos. Los patrones de expresion de ADN de SHPI y SHP2 también son notablemente similares. En particular,
ambos ARN se expresan especificamente en flores, donde se acumulan en los carpelos en desarrollo. En particular, la
fuerte expresion de estos genes se observa en el replum externo a lo largo del limite valvula/replum (Ma et al., supra,
1991; Savidge et al., The Plant Cell 7: 721-723 (1995); Flanagan et al., The Plant Journal 10: 343-353 (1996)). De
este modo, SHPI y SHP2 se expresan en el margen de las valvulas, por lo menos en las células del replum externo.

En general, 1a nomenclatura y los procedimientos de laboratorio en la tecnologia de ADN recombinante descritos
a continuacién son aquellos bien conocidos y utilizados normalmente en la técnica. Las técnicas estdndar se utilizan
para la clonacion, aislamiento de ADN y ARN, amplificacién y purificacion. Las reacciones generalmente enzimaticas
que implican la ADN ligasa, la ADN polimerasa, las endonucleasas de restriccion y similares, se realizan segun las
esecificaciones del fabricante. Estas técnicas y varias otras técnicas se realizan en general segin Sambrook et al.,
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold spring Harbor, Nueva Cork,
(1989).

II. Aislamiento de los dcidos nucleicos de la invencion

El aislamiento de secuencias de los genes de la presente invencidn se puede realizar mediante una serie de técnicas.
Por ejemplo, las sondas de oligonucledtidos basadas en las secuencias descritas en la presente invencién se pueden
utilizar para identificar el gen deseado en una biblioteca de ADNc o ADN gendmico de una especie de planta deseada.
Para construir bibliotecas gendmicas, se generan grandes segmentos de ADN gendémico mediante fragmentacién alea-
toria, por ejemplo, utilizando endonucleasas de restriccion, y se ligan con ADN vector para formar concatemeros que
se pueden empaquetar en el vector apropiado. Para preparar una biblioteca de ADNc especificas de embriones, tales
como INDI, se aisla el ARNm de los embriones y se prepara a partir del ARNm una biblioteca de ADNc que contiene
los transcritos de genes.

EL ADNCc o biblioteca genémica se puede entonces cribar utilizando una sonda basada en la secuencia de un gen
INDI clonado, tal como los polinucleétidos descritos en la presente invencion. Las sondas se pueden utilizar para
hibridarse con secuencias de ADN gendémico o ADNc para aislar genes homélogos en la misma o diferentes especies
de plantas.

Alternativamente, los dcidos nucleicos de interés se pueden amplificar a partir de las muestras de 4cido nucleico
utilizando técnicas de amplificacién. Por ejemplo, la tecnologia de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar las secuencias de los genes directamente de ARNm, de ADNCc, de bibliotecas gendmicas o bibliotecas de
ADNCc. La PCR vy otros procedimientos de amplificacién in vitro también pueden ser ttiles, por ejemplo, para clonar
secuencias de 4cidos nucleicos que codifican para proteinas a expresar, para fabricar dcidos nucleicos a utilizar como
sondas para detectar la presencia del ARNm deseado en muestras, para secuenciar dcidos nucleicos, o para otros
propdsitos.

Los cebadores y sondas apropiadas para identificar genes, tales como IND1, de tejidos vegetales se generan a partir
de comparaciones de las secuencias proporcionadas en la presente invencién. Para una visién general de la PCR, véase
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications. (Innis, M, Gelfand, D., Sninsky, J. y White, T., eds.), Academic
Press, San Diego (1990). Los cebadores apropiados para la amplificacién de la region gendmica de INDI o el ADNc
de IND1 incluyen los siguientes pares de cebadores: 5°-gatgaaaatggaaaatggtatgtata-3’ and 5’-gttcatcagggttgggagttgtg-
3’. Las condiciones de amplificacion son habitualmente las siguientes. Componentes de reaccion: 10 mM de Tris-HCI,
pH 8,3, 50 mM de cloruro potésico, 1,5 mM de cloruro magnésico, geltain al 0,001%, 200 uM de dATP, 200 uM de
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dCTP, 200 uM de dGTP, 200 uM de dTTP, 0,4 uM de cebadores, y 100 unidades por ml de Taq polimerasa. Programa:
96 C durante 3 min., 30 ciclis de 96 C durante 45 s, 50 C durante 60 s, 72 durante 60 s, seguido de 72 C durante 5 min.

Los polinucledtidos también se pueden sintetizar mediante técnicas bien conocidas tal como se describe en la
literatura técnica. Véase, por ejemplo, Carruthers et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47: 411-418 (1982),
y Adams et al., J. Am. Chem: Soc. 105: 661 (1983). A continuacién, se pueden obtener fragmentos de ADN de doble
cadena mediante la sintesis de la cadena complementaria y la hibridacién de las cadenas en condiciones apropiadas,
o mediante la adicién de la cadena complementaria utilizando ADN polimerasa con una secuencia de cebadores
adecuada.

El género de secuencias de dcidos nucleicos IND1 de la presente invencién incluye genes y productos génicos iden-
tificados y caracterizados por andlisis utilizando secuencias de dcidos nucleicos de la presente invencién, incluyendo
la SEC ID No: 1, y secuencias de proteinas de la presente invencidn, incluyendo la SEC ID No: 2. Las secuencias de
IND1 de la presente invencién incluyen secuencias de dcidos nucleicos que tienen una identidad sustancial con la SEC
ID No: 1. Las secuencias de IND1 de la presente invencidn también incluyen secuencias de polipéptidos que tienen
una identidad sustancial con la SEC ID No: 2.

III. Uso de los dcidos nucleicos de la invencion
A. Uso de los dcidos nucleicos de la invencion para inhibir o suprimir la expresion de genes

La presente invencién proporciona procedimientos de modulacién de la dehiscencia del fruto en una planta me-
diante la introduccion en una planta de un cassette de expresion recombinante que comprende un elemento regulador
unido operativamente a un polinucle6tido HLH, tal como IND1. La presente invencién también proporciona procedi-
mientos para retrasar la dispersion de semillas en una planta mediante la supresion de la expresion de una molécula
de 4cido nucleico que codifica un producto génico INDI. En una planta transgénica de la presente invencidn, una
molécula de acido nucleico, o construcciones antisentido de la misma, que codifican un producto génico IND1 pueden
estar unidos operativamente a un elemento regulador exégeno. La presente invencién proporciona, por ejemplo, una
planta transgénica caracterizada por una dispersion de semillas retardada que tiene una molécula de dcido nucleico
expresada que codifica un producto génico INDI, o construccién antisentido del mismo, que estd unido operativa-
mente a un elemento regulador constitutivo ex6geno. En una realizacién, la presente invencién proporciona una planta
transgénica que estd caracterizada por la dispersion de semillas retardada debido a la supresion de una molécula de
acido nucleico que codifica un ortélogo de IND1. En algunas realizaciones preferidas, la supresién de IND1 da lugar
a una menor lignificacion en las células del margen de las védlvulas. Véase, también, U.S. 6.410.826.

Las secuencias IND1 preparadas tal como se describe en la presente invencidn, se pueden utilizar para preparar
cassettes de expresion utiles en una serie de técnicas, incluyedo la inhibicién o supresién de la expresion. Se pueden
utilizar una serie de procedimientos para inhibir la expresién génica en plantas. Por ejemplo, se puede utilizar de
manera conveniente la tecnologia antisentido. Para llevar a cabo esto, un segmento de dcido nucleico del gen deseado
se clona y se une operativamente a un promotor, de manera que se transcribird la cadena antisentido de ARN. A
continuacidn, el cassette de expresion se transforma en plantas y se produce la cadena antisentido de ARN. En las
células vegetales, se ha sugerido que el ARN antisentido inhibe la expresién génica mediante la prevencién de la
acumulacién de ARNm que codifica la enzima de interés, véase, por ejemplo, Sheehy et al., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, 85: 8805-8809 (1988); Pnueli et al., The Plant Cell 6: 175-186 (1994); y Hiatt et al., U.S. Patent No. 4.801.340.

La secuencia de 4cido nucleico antisentido transformada en las plantas serd sustancialmente idéntica a por lo menos
una parte del gen o genes endégenos a reprimir. Sin embargo, la secuencia no tiene que ser perfectamente idéntica
para inhibir la expresion. De este modo, una molécula de 4cido nucleico antisentido o de sentido que codifica sélo una
parte de IND1 puede ser ttil para producir una planta en la que se suprime la expresiéon de IND1. Los vectores de la
presente invencion se pueden disefiar de manera que el efecto inhibidor se aplica a otras proteinas en una familia de
genes que exhiben una homologia o una homologia sustancial con el gen diana.

Para la supresion antisentido, la secuencia introducida tampoco necesita que sea de longitud completa con respecto
al producto de transcripcién primaria o el ARNm totalmente procesado. En general, se puede utilizar una homologia
mads elevada para compensar el uso de una secuencia mas corta. Ademas, la secuencia introducida no necesita tener
el mismo patrén de intrones o exones, y la homologia de segmentos no codificantes puede ser igualmente efectiva.
Normalmente, deberia utilizarse una secuencia entre aproximadamente 30 6 40 nucledtidos y aproximadamente nu-
cledtidos de longitud completa, se prefiere mediante una secuencia de por lo menos aproximadamente 100 nucleétidos,
es mds preferido una secuencia de por lo menos aproximadamente 200 nucleétidos, y es especialmente preferido una
secuencia de por lo menos aproximadamente 500 nucleétidos.

Las moléculas de ARN cataliticas o ribozimas también se pueden utilizar para inhibir la expresion de genes IND1.
Es posible disefiar ribozimas que se emparejan especificamente con practicamente cualquier ARN diana y dividen el
esqueleto foasfodiéster en un punto especifico, inactivando funcionalmente de esta manera el ARN diana. Al realizar
esta division, el ribozima no se altera y, de este modo, es capaz de reciclarse y dividir otras moléculas, convirtiéndole
en una verdadera enzima. La inclusién de secuencias de ribozimas en los ARN antisentido les confiere actividad de
divisiéon de ARN, aumentando asi la actividad de las construcciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 301 539 T3

Se han identificado una serie de tipos de ribozimas. Un tipo de ribozimas deriva de una serie de ARNs circulares
pequefios que son capaces de autodividirse y replicarse en plantas. Los ARN se replican solos (ARNS tiroides) o con
un virus auxiliar (ARNs satélites). Entre los ejemplos se incluyen ARNSs del viroide de la mancha del sol de aguacate
y los ARNS satélites de virus del mosaico anular del tabaco, virus del rayado transitorio de la alfalfa, virus del mosaico
del tabaco de terciopelo, virus del mosaico del solanum nodiflorum, y virus del mosaico del trébol subterraneo. El
disefio y uso de ribozimas especificos de ARN diana se describe en Haseloff et al., Nature, 334: 585-591 (1988).

Otro método de supresion es la supresion de sentido (también conocido como cosupresion). Se ha observado que la
introduccion de cassettes de expresion en los que un 4cido nucleico estd configurado en la orientacién de sentido con
respecto al promotor es un medio eficaz por el cual se bloquea la transcripcién de los genes diana. Para un ejemplo
del uso de este método para modular la expresion de genes enddgenos, véase Napoli et al., The Plant Cell 2: 279-
289 (1990); Flavell, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91: 3490-3496 (1994); Kooter y Mol, Current Opin. Biol. 4: 166-171
(1993); y las Patentes de Estados Unidos 5.034.323, 5.231.020 y 5.283.184.

En general, donde se desea la inhibicion de la expresion, aparece cierta transcripcion de la secuencia introducida.
El efecto puede aparecer donde la secuencia introducida no contiene secuencia codificante per se, sino solamente
secuencias de intrones o no traducidas homoélogas a las secuencias presentes en el transcrito primario de la secuencia
endégena. La secuencia introducida en general serd sustancialmente idéntica a la secuencia endégena que se pretende
reprimir. Esta identidad minima serd habitualmente mayor de aproximadamente un 65%, pero una mayor identidad
podria ejercer una represion mas eficaz de la expresion de las secuencias endégenas. Se prefiere una identidad sustan-
cialmente mayor de mds de aproximadamente un 80%, aunque lo mds preferido seria aproximadamente de un 95% a
la identidad absoluta. Con respecto a la regulacion antisentido, el efecto deberia aplicarse a cualquier otra proteina en
una familia similar de genes que exhiben homologia u homologia sustancial.

Para la supresién de sentido, la secuencia introducida en el cassette de expresion, que necesita menos que la
identidad absoluta, tampoco necesita ser de longitud completa, en relacién con el producto de transcripcién primario
o el ARNm totalmente procesado. Esto puede ser preferible para evitar la produccion simultdnea de algunas plantas
que son sobreexpresadoras. Una mayor identidad en una secuencia més corta que la longitud completa compensa una
secuencia mds larga pero menos idéntica. Ademads, la secuencia introducida no necesita tener el mismo patrén de
intrones o exones y la identidad de segmentos no codificantes serd igualmente eficaz. Normalmente, se utiliza una
secuencia de los rangos de tamafio indicados anteriormente para la regulacién antisentido.

En una realizacién preferida, la expresién de un dcido nucleico de interés se puede suprimir por la expresion
simultianea de las construcciones tanto de sentido como antisentido (Waterhouse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:
13959-13964 (1998). Véase también Tabara et al. Science 282: 430-431 (1998).

Un experto en la materia entenderd que utilizando la tecnologia basada en secuencias de nucleétidos especificas
(por ejemplo, tecnologia de supresion antisentido o de sentido), las familias de genes homdlogos se pueden suprimir
con un tnico transcrito de sentido o antisentido. Por ejemplo, si un transcrito de sentido o antisentido estd disefiado para
tener una secuencia que se conserva entre una familia de genes, entonces se pueden suprimir multiples miembros de
una familia de genes. En cambio, si el objetivo es solamente suprimir un miembro de una familia de genes homdélogos,
entonces el transcrito de sentido o antisentido deberia dirigirse a secuencias con la mayor variacién posible entre
miembros de la familia.

Otro medio para inhibir la funcién de INDI en una planta es mediante la creaciéon de mutaciones negativas do-
minantes. En esta estrategia, se intoducen en la planta polipéptidos IND1 mutantes no funcionales, que retienen la
capacidad de interaccionar con subunidades naturales. También se puede utilizar una construccidon negativa dominante
para suprimir la expresién IND1 en una planta. Una construccién negativa dominante 1til en la presente invencién con-
tiene en general una parte de la secuencia codificante de IND1 completa suficiente, por ejemplo, para la unién a ADN
0 para una interaccién proteina-proteina, tal como una interaccion proteina-proteina homodimérica o heterodimérica,
pero que carece de la actividad transcripcional de la proteina de tipo natural. Por ejemplo, un mutante por delecién
carboxi terminal de AGAMOUS se utilizé como construccién negativa dominante para suprimir la expresion del gen
AGAMOUS de la caja MADS (Mizukami et al., Plant Cell 8:831.844 (1996)). Un experto en la materia entiende que,
de manera similar, una construccién IND1 negativa dominante se puede utilizar para suprimir la expresién de IND1
en una planta.

B. Uso de dcidos nucleicos de la invencion para aumentar la expresion génica

Las secuencias aisladas preparadas tal como se describe en la presente invencién también se pueden utilizar para
preparar cassettes de expresién que aumentan o incrementan la expresion del gen IND1 end6geno. Cuando se desea
la sobreexpresién de un gen, el gen deseado de una especie diferente se puede utilizar para disminuir los efectos
potenciales de la supresion de sentido. La expresion aumentada de polinucledtidos de IND1 es 1til, por ejemplo, para
producir plantas con fruto pequefio.

Se pueden utilizar cualquiera de los medios conocidos en la técnica para aumentar la actividad de IND1 en plantas.
Cualquier 6rgano puede estar marcado, tal como 6rganos/estructuras vegetativas de un brote (por ejemplo, hojas, tallos
y tubérculos), raices, flores, y 6rganos/estructuras florales (por ejemplo, bracteas, sépalos, pétalos, estambres, carpelos,
anteras y 6vulos), semilla (incluyendo embriones, endospermas y recubrimiento de semilla) y fruto. Alternativamente,
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uno o varios de los genes IND1 se pueden expresar de manera constitutiva (por ejemplo, utilizando el promotor CaMV
358).

Un experto entenderd que los polipéptidos codificados por los genes de la presente invencién, como otras proteinas,
tienen dominios diferentes que realizan diferentes funciones. De este modo, las secuencias de genes no necesitan ser de
longitud completa, siempre y cuando se exprese el dominio funcional deseado de la proteina. Tal como se ha explicado
anteriormente, los polipéptidos IND1 portan un dominio bHLH, que es capaz de unirse a ADN. De este modo, sin
estar unido a ninguna teoria o0 mecanismo, IND1 actiia probablemente como un modulador transcripcional.

C. Modificacion de genes INDI enddgenos

Los procedimientos para introducir mutaciones genéticas en genes de plantas y seleccionar plantas con las ca-
racteristicas deseadas son bien conocidos. Por ejemplo, las semillas u otro material vegetal se pueden tratar con una
sustancia quimica mutagénica, segun las técnicas estandar. Entre dichas sustancias quimicas se incluyen, pero no se
limitan a, las siguientes: sulfato de dietilo, etilen imina, metanosulfonato de etilo y N-nitroso-N-etilurea. Alternativa-
mente, se puede usar también la radiacién ionizante de fuentes tales como rayos X o rayos gamma.

Las cadenas de proteinas modificadas también se pueden disefiar facilmente utilizando varias técnicas de ADN
recombinante bien conocidas por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., supra.
La hidroxilamina también se puede utilizar para introducir mutaciones de bases individuales en la region codificante
del gen (Sikorski, et al. (1991) Meth. Enzymol. 194: 302-318). Por ejemplo, las cadenas pueden variar de la secuencia
natural a nivel de estructura primaria mediante sustituciones, adiciones, deleciones de aminodcidos, y similares. Estas
modificaciones se pueden utilizar en una serie de combinaciones para producir la cadena de proteina final modificada.

Alternativamente, se puede utilizar una recombinacién homéloga para inducir las modificaciones en el gen marcado
marcando especificamente el gen IND1 in vivo (ver, en general, Grewal y Klar, Genetics 146: 1221-1238 (1997) y Xu
et al., Genes Dev. 10: 2411-2422 (1996)). Se ha demostrado la recombinacién homdloga en plantas (Puchta et al.,
Experiencia 50: 277-284 (1994), Swoboda et al., EMBO J. 13: 484-489 (1994); Offringa et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 7346-7350 (1993); y Kempin ef al. Nature 389: 802-803 (1997)).

Al aplicar la tecnologia de recombinacién homdloga a los genes de la presente invencién, se realizan mutaciones
in vitro en partes seleccionadas de secuencias de un gen INDI (incluyendo regiones en direccion 5°, regiones en
direccién 3’ e intragénicas), tales como las descritas en la presente invencién y, a continuacion, se introducen en la
planta deseada utilizando técnicas estindar. Debido a que se sabe que la recombinacién homéloga es dependiente de
los vectores utilizados, se utilizan vectores dicistrénicos dirigidos a genes tal como se describen en Mountford et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4303-4307 (1994); y Vaulont et al., Transgenic Res. 4: 247-255 (1995) de manera
conveniente para aumentar la eficacia de la seleccion de la expresion del gen IND1 alterada en plantas transgénicas. El
gen mutado interaccionara con el gen natural diana de manera que la recombinacién homéloga y la sustitucién dirigida
del gen natural tendrd lugar en células de plantas transgénicas, dando lugar a la supresion de la actividad de INDI1.

Alternativamente, se pueden utilizar oligonucle6tidos compuestos de un tramo contiguo de residuos de ARN y
ADN en una conformacién de doble cadena con cabezas de horquillas dobles en los extremos. La secuencia de
ARN/ADN se disefia para alinearse con la secuencia del gen INDI diana y contener el cambio de nucleétido de-
seado. La introduccién del oligonucledtido quimérico en un plasmido de ADN-T extracromosémico da lugar a una
conversion eficaz y especifica del gen IND1 dirigida por moléculas quiméricas en un pequefio nimero de células ve-
getales transformadas. Este método se describe en Cole-Strauss et al., Science 273: 1386-1389 (1996) y Yoon et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 2071-2076 (1996).

En otras realizaciones, los promotores derivados de los genes IND1 de la presente invencion se pueden utilizar
para dirigir la expresién de genes heter6logos de manera especifica en el margen de las valvulas. Entre los genes
estructurales que podrian utilizarse para este objetivo se incluyen genes que codifican proteinas citotéxicas tal como
se describen a continuacién.

Habitualmente, los promotores deseados se identifican mediante el andlisis de las secuencias 5° de un clon ge-
némico correspondiente a los genes IND1 descritos en la presente invencidn. Las secuencias caracteristicas de las
secuencias de promotor se pueden utilizar para identificar el promotor. Las secuencias que controlan la expresion de
genes eucariotas han sido ampliamente estudiadas. Por ejemplo, los elementos de la secuencia de promotor incluyen
la secuencia de consenso de la caja TATA (TATAAT), que estd habitualmente de 20 a 30 pares de bases en direccién
5’ del punto de inicio de la transcripcién. En la mayoria de los casos, se requiere la caja TATA para un inicio de la
transcripcion precisa. En las plantas, mds adelante la direccién 5° de la caja TATA, en las posiciones -80 a -100, existe
habitualmente un elemento promotor con una serie de adeninas que rodean el trinucleétido G (o T) N G. J.Messing et
al., in GENETIC ENGINEERING IN PLANTS, paginas 221-227 (Kosage, Meredith and Hollaender, eds. (1983)).

Existen una serie de métodos que son conocidos por los expertos en la materia para identificar y caracterizar las
regiones de promotores en ADN genémico de planta (véase, por ejemplo, Jordano, et al., Plant Cell, 1: 855-866 (1989);
Bustos, et al., Plant Cell, 1: 839-854 (1989); Green, et al., EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell, 3,
309-316 (1991); y Zhang, et al., Plant Physiology 110: 1069-1079 (1996)).
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IV. Preparacion de vectores recombinantes

Para usar las secuencias aisladas en las técnicas anteriores, se preparan vectores de ADN recombinante adecuados
para la transformacion de células vegetales. Las técnicas para transformar una amplia variedad de especies de plantas
superiores son bien conocidas y se describen en la literatura técnica y cientifica. Véase, por ejemplo, Weising et al.
Ann Rev. Genet., 22: 421-477 (1988). Una secuencia codificante de ADN para el polipéptido deseado, por ejemplo,
una secuencia de ADNc que codifica una proteina de longitud completa, se combinara preferiblemente con secuencias
reguladores de iniciacion transcripcional y traduccional que dirigirdn la transcripcién de la secuencia del gen en los
tejidos pretendidos de la planta transformada.

Por ejemplo, para la sobreexpresion, se puede utilizar un fragmento de promotor de planta que dirigira la expresion
del gen en todos los tejidos de una planta regenerada. A dichos promotores se hace referencia en la presente invencién
como promotores “constitutivos” y son activos en la mayoria de condiciones ambientales y estados de desarrollo o
diferenciacion celular. Entre los ejemplos de promotores constitutivos se incluyen la regién de iniciacién de la trans-
cripcién del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 358, el promotor 1’ 6 2’ derivado de ADN-T de Agrobacterium
tumafaciens, y otras regiones de iniciacion de la transcripcién de varios genes de planta conocidos por los expertos en
la materia.

Alternativamente, el promotor de la planta puede dirigir la expresion del polinucleétido de la presente invencién
en un tejido especifico (promotores especificos de tejido) o puede estar sind bajo un control ambiental mas preciso
(promotores inducibles). Entre los ejemplos de promotores especificos de tejido bajo control de desarrollo se incluyen
promotores que inician la transcripcién sélo en ciertos tejidos, tales como fruto, semillas o flores. Tal como se ha
indicado anteriormente, los promotores de los genes IND1 descritos en la presente invencién son particularmente
utiles para dirigir la expresion génica, de manera que un producto génico deseado se localiza en el margen de las
valvulas de fruto. Otros promotores adecuados incluyen aquellos de genes tales como SHP1 o SHP2 (Savidge, B.,
Rounsley, S.D., y Yanofsky, M.F. (1995) Plant Cell 7: 721-733). Entre los ejemplos de condiciones ambientales que
pueden afectar a la transcripcién por promotores inducibles se incluyen condiciones anaerdbicas, temperatura elevada,
o la presencia de luz.

Si se desea la correcta expresion del polipéptido, deberia incluirse una regién de poliadenilacién en el extremo 3’
de la region codificante. La region de poliadenilacién puede derivar del gen natural, de una variedad de otros genes de
plantas o de ADN-T.

El vector que comprende las secuencias (por ejemplo, promotores o regiones codificantes) de genes de la presente
invencion comprendera habitualmente un gen marcador que confiere un fenotipo seleccionable en células vegetales.
Por ejemplo, el marcador puede codificar resistencia a biocida, particularmente resistencioa a antibiético, tal como
resistencia a kanamicina, G418, bleomicina, higromicina o resistencia a herbicida, tal como resistencia a clorosluforon
o Basta.

Las secuencias de acido nucleico IND1 de la presente invencion se expresan recombinantemente en células vege-
tales para aumentar e incrementar los niveles de polipéptidos IND1 enddgenos. Alternativamente, las contrucciones
antisentido u otras construcciones IND1 (descritas anteriormente) se utilizan para suprimir los niveles de expresion
de INDI1. Se pueden preparar una serie de diferentes construcciones de expresion diferentes, tales como cassettes de
expresion y vectores adecuados para la transformacién de células vegetales. Las técnicas para transformar una amplia
variedad de especies de plantas superiores son bien conocidas y se describen en la literatura técnica y cientifica. Véa-
se, por ejemplo, Weising ef al., Ann. Rev. Genet. 22: 421-477 (1988). Una secuencia de ADN que codifica para un
polipéptido IND1, por ejemplo una secuencia de ADNc que codifica una proteina de longitud completa, se puede com-
binar con secuencias reguladoras transcripcionales que actdan en cis (promotor) y actian en trans (potenciador) para
dirigir el transcurso, el tipo de tejido y los niveles de transcripcion en los tejidos pretendidos de la planta transformada.
También se pueden utilizar elementos de control traduccionales.

La presente invencién proporciona un dcido nucleico IND1 unido operativamente a un promotor que, en una rea-
lizacién preferida, es capaz de dirigir la transcripcién de la secuencia codificante de IND1 en plantas. El promotor
puede derivar, por ejemplo, de fuentes vegetales o virales. El promotor puede ser, por ejemplo, constitutivamente
activo, inducible o especifico de tejido. En la construccién de cassettes de expresion, vectores, transgénicos recombi-
nantes, de la presente invencion, se pueden elegir y utilizar diferentes promotores para dirigir de manera diferencial
de la expresién génica, por ejemplo, en algunos o todos los tejidos de una planta o animal. Habitualmente, tal como se
ha descrito anteriormente, los promotores deseados se identifican analizando las secuencias 5’ de un clon genémico
correspondiente a los genes IND1 descritos en la presente invencidn.

A. Promotores constitutivos

Se puede utilizar un fragmento de promotor que dirigird la expresién del 4cido nucleico IND1 en todas las células
de tejido transformadas, por ejemplo, como las de una planta regenerada. El término “elemento regulador constituti-
vo” significa un elemento regulador que confiere un nivel de expresién sobre una molécula de dcido nucleico unida
operativamente que es relativamente independientemente del tipo de célula o tejido en el que se expresa el elemen-
to regulador constitutivo. Un elemento regulador constitutivo que se expresa en una planta generalmente se expresa
ampliamente en un gran nimero de tipos de células y tejidos. A los promotores que dirigen la expresién de manera
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continua en condiciones fisiolégicas se hace referencia como promotores “constitutivos” y son activos bajo la mayoria
de condiciones ambientales y estados de desarrollo o diferenciacion celular.

En la técnica son conocidas una serie de elementos reguladores constitutivos ttiles para la expresion ectdpica en
una planta transgénica. El promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S (CaMV 358), por ejemplo, es un elemento
regulador constitutivo bien caracterizado que produce un nivel elevado de expresion en todos los tejidos de plantas
(Odell et al., Nature 313: 810-812 (1985)). El promotor de CaMV 35S puede ser particularmente til debido a su
actividad en numerosas especies de plantas diversas (Benfey y Chua, Science 250: 959-966 (1990); Futterer et al.,
Physiol. Plant 79: 154 (1990); Odell et al., supra, 1985). Un promotor de 35S en tandem, en el que el elemento
promotor intrinseco ha sido duplicado, confiere niveles de expresién mas elevados en comparacién con el promotor
de 35S no modificado (Kay et al., Science 236: 1299 (1987)). Entre otros elementos reguladores constitutivos ttiles
se incluyen, por ejemplo, el promotor de virus del mosaico del mosaico de la coliflor 19S; el promotor del virus del
mosaico de Figwort; y el promotor del gen de la nopalina sintasa (nos) (Singer et al., Plant Mol. Biol. 14: 433 (1990);
An, Plant Physiol. 81: 86 (1986)).

En la técnica se conocen elementos reguladores constitutivos adicionales que incluyen aquellos para la expresion
eficaz en monocots, por ejemplo, el promotor pPEmu y promotores basados enla regién 5’ Actin-1 del arroz (Last et al.,
Theor. Appl. Genet. 81: 581 (1991); Mcelroy et al., Mol. Gen. Genet. 231: 150 (1991); Mcelroy et al., Plant Cell 2:
163 (1990)). Los elementos reguladores quiméricos, que combinan elementos de genes diferentes, también pueden ser
utiles para expresar de manera ectépica una molécula de 4cido nucleico que codifica un polinucleétido IND1 (Comai
et al., Plant Mol. Biol. 15: 373 (1990)).

Otros ejemplos de promotores constitutivos incluyen el promotor 1’ o 2’ derivado de ADN-T de Agrobacterium
tumafaciens (véase, por ejemplo, Mengiste (1997) supra; O’Grady (1995) Plant Mol. Biol. 29: 99-108); promotores de
actina, tales como promotor del gen de actina de Arabidopsis (vedse, por ejemplo, Huang (1997) Plant Mol. Biol. 1997
33: 125-139); promotores del gen de la alcohol deshidrogenasa (Adh) (véase, por ejemplo, Millar (1996) Plant Mol.
Biol. 31: 897-904); ACT11 de Arabidopsis (Huang et al. Plant Mol. Biol. 33: 125-139 (1996)), Cat3 de Arabidopsis
(Banco de Genes No. U43147, Zhong et al., Mol. Gen. Genet. 251: 196-203 (1996)), el gen que codifica la proteina
portadora estearoil-acilo desaturasa de Brassica napus (Banco de Genes No. X74782, Solocombe et al. Plant Physiol.
104: 1167-1176 (1994)), GPcl de maiz (Banco de Genes No. X15596, Martinez et al. J. Mol. Biol 208: 551-565
(1989)), Gpc2 de maiz (Banco de Genes No. U45855, Manjunath et al., Plant Mol. Biol. 33: 97-112 (1997)), otras
regiones de iniciacion de la transcripcion de varios genes de plantas conocidos por los expertos en la materia. Véase
también Holtorf Plant Mol. Biol. 29: 637-646 (1995).

B. Promotores inducibles

Alternativamente, un promotor de planta puede dirigir la expresién del dcido nucleico IND1 de la presente inven-
cion bajo la influencia del cambio en las condiciones ambientales o las condiciones de desarrollo. Entre los ejemplos
de condiciones ambientales que pueden afectar a la transcripcién mediante promotores inducibles se incluyen condi-
ciones anaerdbicas, temperatura elevada, SECuia, o la presencia de luz. A dichos promotores se les hace referencia
en la presente invencién como promotores “inducibles”. Por ejemplo, la presente invencién incorpora el promotor
inducible por la SECuia del maiz (Busk (1997) supra); el promotor inducible por el frio, la SECuia y la sal elevada de
la patata (Kirch (1997) Plant Mol. Biol. 33: 897-909).

Alternativamente, los promotores de plantas que son inducibles tras la exposicién a hormonas de plantas, tales co-
mo auxinas, se utilizan para expresar los dcidos nucleicos de la presente invencién. Por ejemplo, la presente invencién
puede utilizar el fragmento de promotor de elementos de respuesta a auxina E1 (AuxREs) en la soja (Glycine max L.)
(Liu (1997) Plant Physiol. 115: 397-407); el promotor GST6 de Arabidopsis sensible a auxina (también sensible a ci-
do salicilico y peréxido de hidrégeno) (Chen (1996) Plant J. 10: 955-966); el promotor parC inducible por auxina del
tabaco (Sakai (1996) 37: 906-913); un elemento de respuesta a la biotina de planta (Streit (1997) Mol. Plant Microbe
Interact. 10: 933-93.7); v, el promotor sensible a la hormona del estrés, dcido abscisico (Sheen (1996) Science 274:
1900-1902).

Los promotores de plantas que son inducibles tras la exposicién areactivos quimicos que se pueden aplicar a
la planta, tal como herbicidas o antibiéticos, también se utilizan para expresar los 4cidos nucleicos de la presente
invencién. Por ejemplo, se puede utilizar el promotor In2-2 del maiz, activado por el antidoto (“safener’) de herbicidas
bencenosulfonamida, (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38: 568-577); la aplicacién de diferentes antidotos de
herbicidas induce diferentes patrones de expresion génica, incluyendo la expresion en la raiz, hidatodos, y el meristema
apical del brote. La secuencia codificante de IND1 también puede estar bajo el control de, por ejemplo, un promotor
inducible por tetraciclina, por ejemplo, tal como se describe con plantas transgénicas del tabaco que contienen el gen
de la arginina carboxilasa de la Avena sativa L. (avena) (Masgrau (1997) Plant J. 11: 465-473); o, un elemento sensible
a dcido salicilico (Stange (1997) Plant J. 11: 1315-1324; Uknes et al., Plant Cell 5: 159-169 (1993); Bi et al., Plant J.
8:235-245 (1995)).

Entre los elementos reguladores inducibles particularmente ttiles se incluyen elementos reguladores inducibles por
sobre (Mett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 4567-4571 (1993); Furst et al., Cell 55: 705-717 (1988)); elementos
reguladores inducibles por tetraciclina y cloro-tetraciclina (Gatz et al., Plant J. 2: 397-404 (1992); Roder et al., Mol.
Gen. Genet. 243: 32-38 (1994); Gatz, Meth. Cell Biol. 50: 411-424 (1995)); elementos reguladores inducibles por
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ecdisona (Christopherson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6314-6318 (1992); Kreutzweiser et al., Ecotoxicol.
Environ. Safety 28: 14-24 (1994)); elementos reguladores inducibles por choque térmico (Takahashi ez al., Plant
Physiol. 99: 383-390 (1992); Yabe et al., Plant Cell Physiol. 35: 1207-1219 (1994); Ueda et al., Mol. Gen. Genet. 250:
533-539 (1996)); y elementos del operén lac, que se utilizan en combinacién con un represor lac expresado de manera
constitutiva para conferir, por ejemplo, una expresion inducible por IPTG (Wilde et al., EMBO J. 11: 1251-1259
(1992)). Un elemento regulador inducible util en las plantas transgénicas de la presente invencion también pueden ser,
por ejemplo, un promotor inducible por nitrato derivado del gen de la nitrito reductasa de la espinaca (Back et al.,
Plant Mol. Biol. 17: 9 (1991)) o un promotor inducible por la luz, tal como el asociado con la pequefia subunidad de
la RuBP carboxilasa o las familias de genes LHCP (Feinbaum ez al., Mol. Gen. Genet. 226: 449 (1991); Lam y Chua,
Science 248: 471 (1990)).

C. Promotores especificos de tejido

Alternativamente, el promotor de planta puede dirigir la expresién del polinucledtido dela presente invencién en
un tejido especifico (promotores especificos de tejido). Los promotores especificos de tejido son elementos de control
transcripcional que s6lo son activos en células o tejidos concretos en momentos especificos durante el desarrollo de
la planta, tal como en tejidos vegetativos o tejidos reproductores. Los promotores de los genes INDI de la presente
invencién son particularmente ttiles para la direccién especifica de tejido de la expresidon génica, de manera que
un producto génico deseado se genera s6lo o preferencialmente en embriones o semillas, tal como se describe a
continuacion.

Entre los ejemplos de promotores especificos de tejido bajo el control del desarrollo se incluyen promotores que
inician la transcripcion sélo (o principalmente s6lo) e ciertos tejidos, tales como tejidos vegetativos, por ejemplo,
raices u hojas, o tejidos reproductores, tales como fruto, dvulos, semillas, polen, pistilos, flores, o cualquier tejido
embrionario. Los promotores reproductores especificos de tejido pueden ser, por ejemplo, especificos de 6vulo, es-
pecificos de embridn, especificos de endosperma, especificos de integumento, especificos de semilla y cubierta de
semilla, especificos de polen, especificos de pétalo, especificos de sépalo, o alguna combinacién de los mismos.

La presente invencién proporciona una planta transgénica que se caracteriza por una dispersion de semillas retarda-
da debido a la expresién de una molécula de 4cido nucleico que codifica un producto génico IND1, o una construccién
antisentido del mismo, unido operativamente a un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia. El elemento
regulador selectivo de la zona de dehiscencia puede ser, por ejemplo, un elemento regulador SHPI o un elemento
regulador SHP2. El elemento regulador SHP1 puede derivar de la secuencia genémica SHPI de Arabidopsis descrita
en la presente invencién como SEC ID No: 5 y puede ser, por ejemplo, una secuencia reguladora 5’ o un elemento
regulador intrénico. De manera similar, el elemento regulador SHP2 puede derivar de la secuencia genémica SHP2 de
Arabidopsis descrita en la presente invencién como SEC ID No: 6 y puede ser, por ejemplo, una secuencia reguladora
5’ o elemento regulador intrénico.

Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia puede derivar de un gen que es un ortélogo de IND1
de Arabidopsis y se expresa selectivamente en el margen de las valvulas o la zona de dehiscencia de una planta con
semilla. Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia puede derivar, por ejemplo, de un ortélogo de
IND] de Brassicaceae, tal como ortélogo IND1 de Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica campestris, Brassica
Jjuncea, Brassica nigra o Brassica carinata. Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia puede derivar,
por ejemplo, de un ort6logo de INDI de canola. Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia también
puede derivar, por ejemplo, de un ortélogo de IND1 de leguminosa, tal como soja, guisante, garbanzo, aconitifolia,
habas, alubia de rifién, alubia lima, lenteja, frijol de vara, habas secas, cacahuete, alfalfa, forraje, lotus cornilatus,
trébol, stylosanthes, lotononis bainessii, u ortélogo IND1 de sainfoin.

Un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencias también puede derivar de una variedad de otros genes
que se expresan selectivamente en el margen de las valvulas o la zona de dehiscencia de una planta con semillas. Por
ejemplo, el gen RDPGI de la semilla de colza se expresa selectivamente en la zona de dehiscencia (Petersen et al.,
Plant Mol. Biol. 31: 517-527 (1996)). De este modo, el promotor RDPG1 o un fragmento activo del mismo puede ser
un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia tal como se define en la presente invencién. También se
sabe que genes adicionales tales como el gen SACS51 de la semilla de colza se expresan selectivamente en la zona de
dehiscencia; el promotor SAC51 o un fragmento activo del mismo también puede ser un elemento regulador selectivo
de la zona de dehiscencia de la presente invencion (Coupe et al., Plant Mol. Biol. 23: 1223-1232 (1993)). El técnico
en la materia entiende que un elemento regulador de cualquiera de los genes expresados selectivamente en células del
margen de las vdlvulas o zona de dehiscencia puede ser un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia tal
como se define en la presente invencion.

Los elementos reguladores selectivos de la zona de dehiscencia adicionales se pueden identificar y aislar utilizando
metodologia de rutina. Las estrategias de cribado diferencial utilizando, por ejemplo, ARN preparado de la zona de
dehiscencia y ARN preparado de material de la vaina adyacente se puede utilizar para aislar ADNc expresado selecti-
vamente en células de la zona de dehiscencia (Coupe et al., supra, 1993); posteriormente, los genes correspondientes
se afslan utilizando la secuencia de ADNc como sonda.

Las estrategias de atrapamiento de potenciador o atrapamiento de genes también se pueden utilizar para identificar
y aislar un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia de la presente invencién (Sundaresan et al., supra,
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1995; Koncz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8467-8471 (1989); Kertbundit et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88: 5212-5216 (1991); Topping et al., Development 112: 1009-1019 (1991)). Los elementos de atrapamiento del
potenciador incluyen un gen informador tal como GUS con un promotor débil o minimo, mientras que los elementos de
atrapamiento de genes carecen de una secuencia de promotor, dependiendo de la transcripcién de un gen cromosémico
flanqueante para la expresién de un gen informador. Los elementos transposables incluidos en las construcciones
median las fusiones a loci enddgenos; las construcciones expresadas selectivamente en el margen de las védlvulas o
la zona de dehiscencia se identifican por su patrén de expresién. Con el elemento insertado como una etiqueta, el
elemento flanqueante regulador selectivo de la zona de dehiscencia se clona utilizando, por ejemplo, la metodologia
de reaccidn en cadena de la polimerasa inversa (véase, por ejemplo, Aarts et al., Nature 363: 715-717 (1993); véase
también, Ochman et al., “Amplification of Flanking SECuences by Inverse PCR”, in Innis et al., supra, 1990). El
sistema de transposicion Ac/Ds de Sundaresan et al., Genes. Devel. 9: 1797-1810 (1995), puede ser particularmente
util en la identificacion y aislamiento de un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia de la presente
invencion.

Los elementos reguladores selectivos de la zona de dehiscencia también se pueden aislar mediante la insercién de
una biblioteca de fragmentos aleatorios de ADN gendmico delante de un gen informador sin promotor y el cribado
de plantas transgénicas transformadas por la biblioteca para la expresion del gen informador selectivo de la zona
de dehiscencia. El vector sin promotor pROA97, que contiene el gen npt y el gen GUS, cada uno bajo el control el
promotor de 35S minimo, puede ser Util para dicho cribado. La biblioteca genémica puede ser, por ejemplo, fragmentos
Sau3A de ADN gendémico de Arabidopsis thaliana o ADN gendmico de, por ejemplo, otra Brassicaceae de interés
(Ott et al., Mol. Gen. Genet. 223: 169-179 (1990); Claes et al., The Plant Journal 1: 15-26 (1991)).

La expresion selectiva de la zona de dehiscencia de un elemento regulador de la presente invencion puede demos-
trarse o confirmarse mediante técnicas rutinarias, por ejemplo, utilizando un gen informador y un andlisis de expresién
in situ. Los informadores GUS y luciferasa de luciérnaga son particularmente ttiles para la localizacién in sifu de la
expresion gemca de la planta (Jefierson et al., EMBO J. 6: 3901 (1987); Ow et al., Science 334: 856 (1986)), y los
vectores sin promotor que contienen el cassette de expresion GUS estan dlspombles comercialmente, por ejemplo,
en Clontech (Palo Alto, CA). Para identificar un elemento regulador selectivo de la zona de dehiscencia de interés
tal como un elemento regulador /NDI, se pueden generar una o mas partes de nucleétidos del gen INDI utilizando
metodologia enzimética o basada en PCR (Glick y Thompson, supra, 1993; Innis et al., supra, 1990); los segmentos
resultantes se fusionan a un gen informador, tal como GUS, y se analizan tal como se ha descrito anteriormente.

Otros promotores especificos de tejido incluyen promotores de semillas. Los promotores especificos de semilla
adecuados derivan de los siguientes genes: MACI de maiz (Sheridan (1996) Genetics 142: 1009-1020); Cat3 de maiz
(Banco de Genes No. L05934, Abler (1993) Plant Mol. Biol. 22: 10131-1038); vivparous-1 de Arabidopsis (Banco
de Genes No. U93215); atmycl de Arabidopsis (Urao (1996) Plant Mol. Biol. 32: 571-57; Conceicao (1994) Plant 5:
493-505); napA de Brassica napus (Banco de Genes No. J02798, Josefsson (1987) JBL 26: 12196-1301); y la familia
de genes napin de Brassica napus (Sjodahl (1995) Planta 197: 264-271).

También se pueden utilizar una serie de promotores especificamente activos en tejidos vegetativos, tales como
hojas, tallos, raices y tubérculos, para expresar los dcidos nucleicos INDI de la presente invencién. Por ejemplo, se
pueden utilizar los promotores que controlan la patatina, la principal proteina de almacenamiento del tubérculo de
la patata, vése, por ejemplo, Kim (1994) Plant Mol. Biol. 26: 603-615; Martin (1997) Plant J. 11: 53-62. También
se puede utilizar el promotor ORF13 de Agrobacterium rhizogenes que muestra una gran actividad en raices (Hansen
(1997) Mol. Gen. Genet. 254: 337-343. Otros promotores vegetativos ttiles especificos de tejido incluyen: el promotor
tarin del gen que codifica una globulina de una familia principal de proteinas del bulbo del taro (Colocasia esculenta
L. Schott), tarin (Bezerra (1995) Plant Mol. Biol. 28: 137-144); el promotor curculin activo durante el desarrollo del
bulbo del taro (de Castro (1992) Plant Cell 4: 1549-1559) y el promotor para el gen TobRB7 especifico de la raiz del
tabaco, cuya expresion se localiza en el meristema de la raiz y las regiones inmaduras del cilindro central (Yamamoto
(1991) Plant Cell 3: 371-382).

Se pueden utilizar promotores especificos de hojas, tales como promotores de ribulosa bifosfato carboxilasa
(RBCS). Por ejemplo, los genes del tomate RBCS1, RBCS2 y RBCS3A se expresan en hojas y plantas de semi-
lleros que crecen con la luz, s6lo RBCS 1 y RBCS2 se expresan en frutos tomate en desarrollo (Meier (1997) FEBS
Lett. 415: 91-95). Se pueden utilizar promotores de ribulosa bisfosfato carboxilasa expresados casi exclusivamente
en células mesofilicas en l1dminas foliares y las vainas de las hojas a niveles elevados, descritos por Matsuoka (1994)
Plant J. 6: 311-319. Otro promotor especifico de hoja es el promotor del gen de la proteina de unidn a la clorofila a/b
fotorreceptora, véase, por ejemplo, Shiina (1997) Plant Physiol. 115: 477-483; Casal (1998) Plant Physiol. 116: 1533-
1538. El promotor del gen relacionado con myb de Arabidopsis thaliana (Atmyb5) descrito por Li (1996) FEBS Lett.
379: 117-121, es especifico de hoja. El promotor Atmyb5 se expresa en tricomas, estipulas, y células epidérmicas de
hojas en desarrollo en los margenes de hojas de rosetas jévenes y hojas caulinares, y en semillas inmaduras. El ARNm
de Atmyb5 aparece entre la fertilizacién y la etapa de 16 células del desarrollo embrionario y persiste mds alld de la
etapa de corazén. También se puede utilizar un promotor de hoja identificado en el maiz por Busk (1997) Plant J. 11:
1285-1295.

Otra clase de promotores vegetativos ttiles especificos de tejido son promotores meristematicos (root punta de raiz
y brote apical). Por ejemplo, se pueden utilizar los promotores “SHOOTMERISTEMLESS” y “SCARECROW”, que
son activos en el brote en desarrollo o los meristemas apicales de la raiz, descritos por Di Laurenzio (1996) Cell 86:

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 301 539 T3

423-433; y, Long (1996) Nature 379: 66-69. Otro promotor ttil es aquel que controla la expresion del gen de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa HMG?2, cuya expresion estd limitada a tejidos meristeméticos y florales
(zona secretora del estigma, granos de polen maduros, tejido vascular del gineceo, y 6vulos fertilizados) (véase, por
ejemplo, Enjuto (1995) Plant Cell. 7: 517-527). También son ttiles los genes relacionados con knl del maiz y otras
especies que muestran una expresion especifica en el meristema, véase, por ejemplo, Granger (1996) Plant Mol. Biol.
31: 373-378; Kerstetter (1994) Plant Cell 6: 1877-1887; Hake (1995) Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 350:
45-51. Por ejemplo, el promotor KNAT1 de Arabidopsis thaliana. En el brote apical, el transcrito KNAT1 se localiza
principalmente en el meristema apical del brote; la expresién de KNAT1 en el meristema del brote disminuye durante
la transicidn floral y estd limitada al cértex del tallo con inflorescencia (véase, por ejemplo, Lincoln (1994) Plant Cell
6: 1859-1876).

Un experto en la material entenderd que un promotor especifico de tejido puede provocar la expresién de secuencias
unidas operativamente en tejidos diferentes del tejido diana. De este modo, tal como se utiliza en la presente invencién
un promotor especifico de tejido es aquel que provoca la expresioén preferencialmente en el tejido diana, pero también
conduce a cierta expresion en otros tejidos.

En otra realizacion, un dcido nucleico INDI se expresa a través de un elemento trasposable. Esto permite la ex-
presion constitutiva, aunque periddica e infrecuente, del polipéptido consitutivamente activo. La presente invencién
también se proporciona para el uso de promotores especificos de tejido derivados de virus que pueden incluir, por
ejemplo, el promotor sugbgendémico de tobamovirus (Kumagai (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 1679-1683; el
virus baciliforme tungro del arroz (RTBV), que se replica sélo en células de floema en plantas de arroz infectadas, con
su promotor que provoca la expresion fuerte del gen informador especifico de floema; el promotor del virus de mosaico
de la vena de la mandioca (CVMV), con la mayor actividad en los elementos vasculares, en células mesofilicas de la
hoja, y en puntas de raiz (Verdaguer (1996) Plant Mol. Biol. 31: 1129-1139).

V. Produccion de plantas transgénicas

Las construcciones de ADN de la invencién pueden introducirse en el genoma de la planta huésped deseada me-
diante una serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, puede introducirse la construccién de ADN directamente
en el ADN genémico de la célula vegetal utilizando técnicas tales como la electroporacién y la microinyeccién de
protoplastos de célula vegetal, o pueden introducirse las construcciones de ADN directamente en el tejido vegetal
utilizando métodos balisticos, tales como el bombardeo de particulas de ADN. Alternativamente, las construcciones
de ADN pueden combinarse con regiones flanqueantes adecuadas de ADN-T e introducirse en un vector huésped de
Agrobacterium tumefaciens convencional. Las funciones virulentas del huésped de Agrobacterium tumefaciens dirigi-
rdn la insercion de la construccion y el marcador contiguo en el ADN de la célula vegetal cuando se infecte la célula
por las bacterias.

Las técnicas de microinyeccién son conocidas en la técnica y estdn bien descritas en la literatura cientifica y de
patentes. La introduccién de construcciones de ADN utilizando la precipitacion de polietilenglicol estd descrita en
Paszkowski et al Embo J. 3:2717-2722 (1984). Las técnicas de electroporacion se describen en Fromm et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:5824 (1985). Las técnicas de transformacion balistica se describen en Klein et al. Nature
327:70-73 (1987).

Las técnicas de transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens, incluyendo el desarme y el uso de vec-
tores binarios, se han descrito en la literatura cientifica. Ver, por ejemplo, Horsch et al. Science 233:496-498 (1984),
y Fraley et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983).

Las células vegetales transformadas que se derivan mediante cualquiera de las técnicas de transformacidn citadas
anteriormente pueden cultivarse para regenerar una planta completa que posea el genotipo transformado y de este
modo el fenotipo deseado tal como la falta de semillas. Dichas técnicas de regeneracién dependen de la manipulacion
de ciertas fitohormonas en un medio de crecimiento de cultivo tisular, dependiendo habitualmente de un marcador
biocida y/o herbicida que ha sido introducido junto con las secuencias de nucleétidos deseadas. La regeneracion de
plantas a partir de protoplastos cultivados se describe en Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook
of Plant Cell Culture, pag. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York, 1983; y Binding, Regeneration
of Plants, Plant Protoplasts, pag. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. La regeneracién también puede obtenerse a
partir de callo de planta, explantes, 6rganos o partes de la misma. Tales técnicas de regeneracion se describen de forma
general en Klee ef al. Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486 (1987).

Los 4cidos nucleicos de la invencién pueden utilizarse para conferir los rasgos deseados a esencialmente cualquier
planta. De este modo, la invencién puede usarse sobre un amplio rango de plantas, incluidas las especies de los géne-
ros Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Cucumis, Cucurbita, Daucus, Fragaria, Glycine,
Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lycopersicon, Malus, Mani-
hot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Oryza, Panieum, Pannesetum, Persea, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Secale,
Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Trigonella, Triticum, Vitis, Vigna, y, Zea. Una planta de semilla dehiscente pue-
de ser una planta qtil en la invencidn, y puede ser una planta particularmente util un miembro de las Brassicaceae,
como por ejemplo la semilla de colza, o un miembro de las Fabaceae, como por ejemplo una planta de soja, guisante,
lenteja o alubia.
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En una realizacién, la invencién proporciona una planta de semilla dehiscente que se caracteriza por una dispersion
de semilla retardada debida a la expresion suprimida de una molécula de dcido nucleico que codifica un producto
génico IND1 en la planta de semilla dehiscente. Tal y como se utiliza en la presente invencidn, el término “planta de
semilla dehiscente” significa una planta que produce un fruto dehiscente seco, que tiene paredes en el fruto que se
abren para permitir la salida de las semillas contenidas en el mismo. Los frutos dehiscentes contienen normalmente
varias semillas e incluyen los frutos conocidos, como por ejemplo, las legumbres, las cdpsulas y las silicuas.

En una realizacion, la invencién proporciona una planta que se caracteriza por una dispersioén de semilla retardada
debida a la expresion suprimida de una molécula de dcido nucleico que codifica un producto génico IND1, en la que la
planta es un miembro de las Brassicaceae. Las Brassicaceae, cominmente conocidas como las Brassicas, son un grupo
diverso de plantas de cultivo con gran valor econdémico en el mundo entero (ver, por ejemplo, Williams y Hill, Science
232:1385-1389 (1986)). Las Brassicaceae producen aceites de semilla para la margarina, aceite para ensaladas, aceite
para cocinar, usos plésticos e industriales; mostaza de condimento; verduras de hojas, almacenadas, elaboradas y en
vinagre; forraje de animales y abonos verdes para el rejuvenecimiento de la tierra. La planta de la colza oleaginosa es
una planta Brassica de la invencién particularmente ttil que no se encuentra de forma natural.

Hay seis especies de Brassica principales de importancia econdmica, cada una conteniendo un rango de formas de
planta. Las Brassica napus incluyen plantas como la colza oleaginosa y el colinabo. Las Brassica oleracea son los
cultivos de coles como por ejemplo la col, la coliflor, la col verde, el colirrdbano, y las coles de Bruselas. La Brassica
campestris (Bressica rapa) incluye: plantas como la col china, el nabo, y el pak choi. La Brassica juncea incluye una
variedad de mostazas; la Brassica nigra es la mostaza negra; y la Brassica carinata es la mostaza etiope. El experto en
la materia entiende que cualquier miembro de las Brassicaceae pude modificarse tal y como se describe en la presente
invencién para producir una planta Brassica que no se encuentra de forma natural caracterizada por una dispersién de
semilla retardada.

En una segunda realizacidn, la invencidn proporciona una planta que se caracteriza por una dispersién de semilla
retardada debida a la expresioén suprimida de una molécula de 4cido nucleico que codifica un producto génico INDI,
en la que la planta es un miembro de las Fabaceae. Las Fabaceae, que son cominmente conocidas como miembros de
la familia del guisante, son plantas que producen un fruto dehiscente seco caracteristico conocido como una legumbre.
La legumbre deriva de un tnico carpelo y se dehisza a lo largo de la sutura de los margenes del carpelo y a lo largo de
la vena mediana. Las Fabaceae comprenden tanto las legumbres de grano como las legumbres de pasto. Las legumbres
de grano incluyen, por ejemplo, la soja (glicina), el guisante, el garbanzo, aconitifolia, haba, alubia de riiién, alubia
lima, lenteja, frijol de vara, habas secas y cacahuete. Las legumbres de pasto incluyen alfalfa, forraje, lotus cornilatus,
el trébol, las especies del género Stylosanthes, el lotononis bainessii y sainfoin. El experto en la técnica entenderd que
cualquier miembro de las Fabaceae puede modificarse tal y como se explica en la presente invencién para producir
una planta de la invencién que no se encuentra de forma natural caracterizada por una dispersion de semilla retardada.

Una planta de la invencién que no se encuentra de forma natural caracterizada por una dispersién de semilla re-
tardada también puede ser un miembro del género de plantas Cuphea (familia Lythraceae). Una planta Cuphea es
particularmente vélida ya que las semillas oleaginosas de la Cuphea contienen acidos grasos de cadena media impor-
tantes industrial y nutricionalmente, especialmente el dcido laurico, que es suministrado actualmente s6lo mediante
aceites de coco y de nuez de palma.

Una planta de la invencién que no se encuentra de forma natural también puede ser, por ejemplo, una de las hierbas
monocotiledéneas, las cuales producen muchos de los cultivos vdlidos de cereal de grano pequefio del mundo. La
supresion de la expresion de IND1 tal y como se ha descrito anteriormente, puede ser ttil en la generacién de una
nueva planta de cereal de grano pequefo que no se encuentre de forma natural, como por ejemplo las plantas de la
cebada, el trigo, la avena, el centeno, el dictilo, la hierba de guinea, el sorgo o la hierba de césped caracterizadas por
la dispersion de semilla retardada.

VI. Modificaciones adicionales que modulan la dispersion de la semilla

Debe entenderse que una planta de la invencién, que contiene un polinucledtido INDI exdgeno, también puede
contener una o mas modificaciones adicionales, incluyendo las modificaciones naturales o no naturales, que pueden
modular el retraso en la dispersién de la semilla. Por ejemplo, la hormona de la planta etileno fomenta la dehiscencia
del fruto, y la expresioén o la actividad modificada de reguladores positivos o negativos de la respuesta de etileno
pueden incluirse en una planta de la invencién (ver, de forma general, Meakin y Roberts, J. Exp. Botany 41:1003-1011
(1990); Ecker, Science 268:667-675 (1995); Chao et al., Cell 89:1133-1144 (1997)).

Las mutaciones en reguladores positivos de la respuesta de etileno muestran una reduccidn o ausencia de la sen-
sibilidad al tratamiento con etileno exdgeno. Las mutaciones de Arabidopsis en reguladores positivos de la respuesta
de etileno incluyen mutaciones en etr, que inactivan un receptor de etileno histidina quinasa (Bleeker et al., Science
241:1086-1089 (1988); Schaller y Bleeker, Science 270:1809-1811 (1995)); ers (Hua y otros, Science 269:1712-1714
(1995)); ein2 (Guzman y Ecker, Plant Cell 2:513 (1990)); ein3 (Rothenberg y Ecker, Sem. Dev. Biol. Plant Dev. Genet.
4:3-13 (1993); Kieber y Ecker, Trends Genet. 9:356-362 (1993)); ainl (van der Straeten et al., Plant Physiol. 102:401-
408 (1993)); eti (Harpham et al., An. Bot. 68:55 (1991)) y ein4, ein5, ein6, y ein7 (Roman et al., Genetics 139: 1393-
1409 (1995)). En otras especies de plantas se encuentran funciones genéticas similares; por ejemplo, la mutacién nun-
ca-madura corresponde a efr y confiere insensibilidad al etileno en el tomate (Lanahan et al., The Plant Cell 6:521-530
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(1994); Wilkinson et al., Science 270:1807-1809 (1995)). Una planta de la invencién puede incluir una modificacién
que da lugar a una expresion o actividad alterada de cualquiera de los reguladores positivos de la respuesta del etileno.
Puede incluirse, por ejemplo, una mutacién en un regulador positivo en una planta de la invencién y puede modificar
el retraso en la dispersion de la semilla en dichas plantas, por ejemplo, mediante el aplazamiento adicional del retraso
en la dispersién de la semilla.

Las mutaciones en reguladores negativos de la respuesta del etileno manifiestan sensibilidad del etileno en ausencia
de etileno exdgeno. Dichas mutaciones incluyen aquellas relativas a la sobreproduccion del etileno, por ejemplo, los
mutantes etol, eto2, y eto3, y aquellas relativas a la activacién constitutiva del mecanismo de sefializacion del etileno,
por ejemplo, mutaciones en CTR1, un regulador negativo con similitud de secuencias con la familia Raf de proteina
quinasas (Kieber et al., Cell 72: 427-441 (1993)).

Una planta de la invencién puede incluir una modificaciéon que da lugar a la expresion o la actividad alterada de
cualquiera de los reguladores negativos de la respuesta del etileno. Puede incluirse, por ejemplo, una mutacién que de
lugar a una sensibilidad del etileno en ausencia de etileno exdgeno en una planta de la invencién que no se encuentra
de forma natural y puede modificar, por ejemplo, disminuir, el retraso en la dispersién de la semilla.

También puede incluirse mutaciones morfolégicas del fruto en una planta de la invencién. Tales mutaciones in-
cluyen aquellas en los genes de identidad del carpelo como por ejemplo AGAMOUS (Bowman et al., ver referencia
anterior, 1989; Yanofsky et al., ver referencia anterior, 1990) y en genes requeridos para el desarrollo normal del fruto
como por ejemplo ETTIN, CRABS CLAW, SPATULA, AGL8 y TOUSLED (Sessions et al., Development 121:1519-
1532 (1995); Alvarez y Smyth, Flowering Newsletter 23:12-17 (1997); y Roe et al., Cell 75:939-950 (1993)). De este
modo, se entiende que una planta de la invencién puede incluir una o mas modificaciones genéticas adicionales, las
cuales pueden disminuir o aumentar el retraso en la dispersion de la semilla.

VIL. Expresion de productos génicos citotoxicos

La presente invencién también proporciona una molécula de dcido nucleico recombinante que incluye un elemento
regulador selectivo de la zona dehiscente unido operativamente a una molécula de dcido nucleico que codifica un
producto génico citotoxico. Adicionalmente en la presente invencion se proporciona una planta de la invencién que
se caracteriza por una dispersién de la semilla retardada debida a la expresién de una molécula de 4cido nucleico
recombinante que tiene un elemento regulador selectivo de la zona dehiscente unido operativamente a una molécula
de 4cido nucleico que codifica un producto génico citotéxico.

Un producto génico citotoéxico es un producto génico que causa la muerte de la célula en la cual se expresa y,
preferiblemente, no da lugar a la muerte de células diferentes de la célula en la que se ha expresado. De este modo,
la expresion de un producto génico citotdxico a partir de un elemento regulador selectivo de la zona dehiscente puede
utilizarse para extirpar la zona dehiscente sin células vecinas perturbantes del replum o la vélvula. En la técnica
se conoce una variedad de productos génicos citotdxicos Utiles en plantas de semillas incluyendo, por ejemplo, los
polipéptidos de cadena A de la toxina de la difteria; RNasa T1; Barnasa RNasa; polipéptidos de cadena A de la toxina
de la ricina; y productos génicos de la timidina quinasa (tk) del virus de herpes simplex. A pesar de que la cadena A
de la toxina de la difteria, la RNasa T1 y la Barnasa RNasa son productos génicos citotéxicos preferentes, el experto
en la materia entiende que estos, u otros productos génicos citotdéxicos pueden utilizarse con un elemento regulador
selectivo de la zona dehiscente para generar una planta de semilla que no se encuentra de forma natural caracterizada
por la dispersion de la semilla retarda.

La toxina de la difteria es la toxina natural de la Comebacterium diphtariae, la cual cataliza la ADP-ribosilacién del
alargamiento del factor 2, dando lugar a la inhibicién de la sintesis proteica y la consecuente muerte celular (Collier,
Bacteriol. Rev. 39:54-85 (1975)). Una sola molécula de la toxina completamente activa es suficiente para matar una
célula (Yamaizumi et al., Cell 15:245-250 (1978)). La toxina de la difteria tiene dos subunidades: la cadena B de la
toxina de la difteria dirige la internalizacion hacia la mayoria de células eucariotas a través de un receptor de membrana
especifico, mientras que la cadena A codifica el dominio catalitico téxico. La cadena DT-A catalitica no incluye un
péptido sefial y no se secreta. Adicionalmente, cualquier DT-A liberado por células muertas en ausencia de la cadena
B de la toxina de la difteria se excluye de la unién celular. De esta manera, la DT-A es auténoma respecto la célula y
dirige la citdlisis s6lo de las células en las que se expresa sin dafio aparente hacia las células vecinas. El cassette de
expresion de DT-A de Palmiter et al., que contiene los 193 residuos de la cadena A disefiada con un ATG sintético y
con una carencia de la secuencia lider nativa, es particularmente 1til en las plantas de semilla de la invencién (Palmiter
et al., Cell 50:435-443 (1987); Greenfield et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80: 6853-6857 (1983)).

La RNasa T1 de Aspergillus oryzae y la Barnasa RNasa de Bacillus amylolique-faciens también son productos
génicos citotoxicos utiles en las plantas de semillas de la invencién (Thorsness and Nasrallah, Methods in Cell Biology
50:439-448 (1995)). La Barnasa RNasa generalmente puede ser mds toxica para las plantas que la RNasa T1 y, de esta
manera se la prefiere en los procedimientos de la invencion.

La ricina, una proteina desactivadora de ribosoma producida por semillas de ricino, también es un producto génico
citotéxico ttil en una planta de semilla de la invencién no natural. El polipéptido de la cadena A de la toxina de la
ricina puede utilizarse para dirigir la ablacion especifica de la célula tal y como se describe, por ejemplo en Moffat
et al., Development 114:681-687 (1992). Los ribosomas de la planta son variablemente susceptibles a la toxina de la
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ricina derivada de la planta. El experto entiende que la toxicidad de la ricina depende de si es variable y debe valorarse
su toxicidad en las especies de la planta de semilla de interés (ver Olsnes y Phil, Molecular Action of Toxins and
Viruses, pags. 51-105, Amsterdam: Elsevier Biomedical Press (1982)).

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invencién reivindicada.
Ejemplo 1

El marcador del margen de la valvula GT140 (Sundaresan, V., et al. Genes Dev. 9, 1797-1810 (1995)) se expresa
en el margen de la vélvula del gineceo en desarrollo justo antes de la fertilizacién (etapa 13) y este patrén persiste en
el fruto maduro (etapa 17). Como expresion de que este marcador estd en gran parte ausente de los margenes de la
valvula de los frutos indehescentes shp! shp2 (Liljegren, S.J., Ditta, G.S., Eshed, Y., Savidge, B., Bowman, J.L., and
Yanofsky, M.F. Nature, en la prensa), se esperaba que el gen correspondiente a este marcador también podria estar
involucrado en el desarrollo del margen de la vélvula y ser requerido para la dehiscencia del fruto.

Para aislar la secuencia genémica flanqueante del sitio de insercion del marcador GT140, se realizé una TAIL/PCR
tal y como se ha descrito anteriormente (Tsugeki, R., ef al. Plant J. 10, 479-489 (1996)). La secuenciacién posterior
de los productos de la PCR aislados demostré que se corresponden a un BAC completamente secuenciado a partir del
cromosoma 4, disponible en la base de datos publica como parte de la Arabidopsis Genome Initiative. La insercién
de GT140 se localiza entre dos genes, uno que codifica un factor de trascripcién hélice-bucle-hélice basico (bHLH)
pronosticado y otro que representa un gen novedoso.

Mediante diferentes lineas de posterior investigacidn, se confirmé que el factor de trascripcion bHLH (en la presen-
te invencion referido como IND] tal como se indica a continuacion) era el gen relevante (SEC ID N°:1). Las fusiones
promotor/potenciador::GUS del gen IND] se introdujeron en plantas de tipo natural y se descubri6é que expresaban
GUS en un patrén idéntico al de la linea del marcador de GT140. De modo interesante, aproximadamente el 25% de
las lineas transgénicas no consiguieron expresar actividad de GUS significativa y se manifest6 un fenotipo indehiscen-
te. La explicacién mds probable de estos resultados es que las fusiones INDI::GUS, ademads del gen IND1 endégeno,
se cosuprimieron. La transferencia de ARN posterior confirm6 una subregulacién del gen IND1 en estas lineas, y una
transferencia de ARN adicional mostrd, tal y como se esperaba, una disminucion en la expresién del gen de INDI en
los frutos shpl shp?2.

En paralelo a los estudios del marcador GT140 del margen de las valvulas descrito anteriormente, también se
llevaron a cabo cribados para los mutantes de Arabidopsis que producen frutos indehiscentes. Ademas de la obtencién
de alelos adicionales de SHPI y SHP2 mediante mutagénesis EMS de las existencias de semillas shp2-1y shpl-1, se
obtuvieron también mutantes indehiscentes que no eran alélicos a SHP1 o SHP2, respectivamente. Debido a que los
estudios de GT140 sugirieron la posibilidad de que uno o mds de esos mutantes indehiscentes pudiera corresponder
al gen INDI, se cloné y se secuencié IND1 de varios de estos mutantes. Cuatro alelos representan alelos mutantes
independientes de IND1. El alelo mds fuerte, ind1-2, contiene una unica delecién de nucleétido dentro del codén 55
que da lugar a un desplazamiento del marco de lectura y la produccién de una proteina truncada de 64 en lugar de
198 aminodcidos. Los alelos indI-1 y ind1-3 contienen substituciones de nucledtidos en los codones 141 y 128 que
cambian un aminodcido de leucina por uno de fenilalanina y una arginina por una histidina, respectivamente. Estos
aminodcidos afectados se encuentran ambos en posiciones conservadas dentro del dominio de bHLH. El alelo ind-4
contiene una substitucién de nucleétido en el codén 92 que cambia una glutamina por un codén de parada, causando la
produccién de una protefna truncada de 91 aminodcidos. Dado que la inactivacion de este factor de trascripcion bHLH
previene la deshidencia del fruto, el gen es referido como INDEHISCENTEI (IND1) y el mutante como, ind/. Hasta
la fecha, indI representa la inica mutacién génica individual descrita en Arabidopsis que bloquea especificamente la
dehiscencia del fruto.

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante se muestra inicamente para conveniencia del lector. No forma
parte del documento de Patente Europea. Aunque se ha tenido una gran precaucién a la hora de recopilar las referen-
cias, no se pueden excluir errores u omisiones y la Oficina Europea de Patentes declina cualquier responsabilidad al
respecto.
Documentos de patente citados en la descripcion

e US 6410826 B [0058]

e US 4801340 A [0059]

o US 5034323 A [0064]

o US 5231020 A [0064]
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o US 5283184 A [0064]
e US 0111967 W [0138]
e US 09548971 B [0138]

Documentos que no son patentes citados en la descripcion

e MEAKIN; ROBERTS. J. Exp. Botany, 1990, vol. 41, 995-1002 [0004]
e THEOLOGIS et al. Develop. Genetics, 1993, vol. 14, 282-295 [0006]

e LANAHAN et al. The Plant Cell, 1994, vol. 6, 521-530 [0006] [0123]

e SMITH et al. Nature, 1988, vol. 334, 724-726 [0006]

e PETERSEN et al. Plant Mol. Biol., 1996, vol. 31, 517-527 [0007] [0100]

e MEAKIN; ROBERTS. J. Exp. Botany, 1990, vol. 41, 1003-1011 [0007] [0122]

o Nl et al. Cell, 1998, vol. 95, 657 [0032]

o SMITH; WATERMAN. Add. APL. Math., 1981, vol. 2, 482 [0041]

e NEEDLE MAN; WUNSCH. J. Mol. Biol., 1970, vol. 48, 443 [0041]

e PEARSON; LIPMAN. Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 1988, vol. 85, 2444 [0041]
o LILJEGREN et al. Nature, 2000, vol. 404, 766-770 [0048]

o SAVIDGE et al. The Plant Cell, 1995, vol. 7, 721-723 [0050]

e FLANAGAN et al. The Plant Journal, 1996, vol. 10, 343-353 [0050]

¢ SAMBROOK et al. Molecular Cloning - A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, 1989 [0051]
e PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications. Academic Press, 1990 [0055]

e CARRUTHERS et al. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 1982, vol. 47, 411-418 [0056]
o ADAMS et al. J. Am. Chem: Soc., 1983, vol. 105, 661 [0056]

e SHEEHY et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1988, vol. 85, 8805-8809 [0059]

e PNUELI et al. The Plant Cell, 1994, vol. 6, 175-186 [0059]

e HASELOFF et al. Nature, 1988, vol. 334, 585-591 [0063]

e NAPOLI et al. The Plant Cell, 1990, vol. 2, 279-289 [0064]

e FLAVELL. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1994, vol. 91, 3490-3496 [0064]

¢ KOOTER; MOL. Current Opin. Biol., 1993, vol. 4, 166-171 [0064]

e WATERHOUSE et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, vol. 95, 13959-13964 [0067]

o TABARA et al. Science, 1998, vol. 282, 430-431 [0067]

o MIZUKAMI et al. Plant Cell, 1996, vol. 8, 831-844 [0069]

o SIKORSKI et al. Meth. Enzymol., 1991, vol. 194, 302-318 [0074]

e GREWAL; KLAR. Genetics, 1997, vol. 146, 1221-1238 [0075]

e XU et al. Genes Dev., 1996, vol. 10, 2411-2422 [0075]
e PUCHTA et al. Experientia, 1994, vol. 50, 277-284 [0075]
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e KEMPIN et al. Nature, 1997, vol. 389, 802-803 [0075]

e MOUNTFORD et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, vol. 91, 4303-4307 [0076]
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REIVINDICACIONES

1. Cassette de expresion que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de polinucledtidos
IND1, o un complemento de la misma, que codifica un polipéptido IND1 idéntica por lo menos aproximadamente en
un 70% ala SEC ID No: 2.

2. Cassette de expresion segun la reivindicacién 1, en el que el polipéptido IND1 comprende la SEC ID No: 2.

3. Cassette de expresion segun la reivindicacion 1, en el que el polinucledtido IND1 comprende las posiciones
desde aproximadamente 2765 a aproximadamente 3361 de la SEC ID No: 1.

4. Cassette de expresion segtn la reivindicacion 3, en el que el polinucleétido IND1 comprende la SEC ID No: 1.

5. Cassette de expresion que comprende un promotor heter6logo unido operativamente a un polinucleétido, o
un complemento del mismo, en el que el polinucleétido es idéntico por lo menos en un 60% a por lo menos 200
nucledtidos contiguos de una secuencia que codifica la SEC ID No: 2.

6. Cassette de expresion segtn la reivindicacién 5, en el que la secuencia es la SEC ID No: 1.

7. Cassette de expresion segun la reivindicacion 5, en el que el polinucleétido es idéntico por lo menos en un 60%
a una secuencia de nucleétidos que codifica la SEC ID No: 2.

8. Cassette de expresion segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el promotor es constitutivo.

9. Cassette de expresion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el promotor es especifico de
tejido.

10. Cassette de expresion segun la reivindicacion 9, en el que el promotor es un promotor especifico de la zona de
dehiscencia.

11. Cassette de expresion segin la reivindicacion 10, en el que el promotor comprende las posiciones desde apro-
ximadamente 1 a aproximadamente 2764 o desde aproximadamente 3362 a aproximadamente 3856 de la SEC ID No:
1.

12. Planta que comprende un cassette de expresion recombinante que comprende un promotor unido operativamen-
te a una secuencia de polinucleétidos IND1 que codifica un polipéptido IND1 idéntica por lo menos aproximadamente
enun 70% ala SEC ID No: 2.

13. Planta que comprende un cassette de expresion recombinante tal como se define en la reivindicacién 5.

14. Procedimiento para retrasar la dehiscencia del fruto en una planta, comprendiendo el procedimiento la supre-
sién de la expresion de un 4cido nucleico INDI en la planta mediante la introduccién en la planta de un cassette de
expresion recombinante que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de polinucleétidos que
codifica un polipéptido IND1 idéntica por lo menos aproximadamente en un 70% a la SEC ID No: 2.

15. Planta segun la reivindicacién 12 6 13, en la que la secuencia de polinucledtidos estd unida operativamente al
promotor en la orientacién antisentido.

16. Procedimiento segtn la reivindicacién 14, en el que la secuencia de polinucleétidos estd unida operativamente
al promotor en la orientacidn antisentido.

17. Planta segtin la reivindicacién 12 6 13, en la que la secuencia de polinucleétidos estd unida operativamente al
promotor en la orientacién de sentido.

18. Procedimiento segin la reivindicacion 14, en la que la secuencia de polinucleétidos estd unida operativamente
al promotor en la orientacién de sentido.

19. Planta segtin la reivindicacién 17, cuando depende de la reivindicacién 12, en la que la secuencia de polinu-
cledtidos comprende ademds una segunda secuencia de polinucledtidos que codifica el polipéptido IND1 donde la
segunda secuencia de polinucleétidos estd unida operativamente a un segundo promotor en la orientacién antisentido.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que la secuencia de polinucle6tidos comprende ademds una
segunda secuencia de polinucledtidos que codifica el polipéptido IND1 donde la segunda secuencia de polinucle6tidos
estd unida operativamente a un segundo promotor en la orientacién antisentido.

21. Planta segun la reivindicacién 17, cuando depende de la reivindicacién 13, en la que la planta comprende
ademads un segundo polinucleétido idéntico por lo menos en un 60% a por lo menos 200 nucleétidos contiguos de una
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secuencia que codifica la SEC ID No: 2, donde la segunda secuencia de polinucledtidos estd unida operativamente a
un segundo promotor en la orientacién antisentido.

22. Planta segtin la reivindicacién 12 6 13, en la que la lignificacién se reduce en las células del margen de las
valvulas.

23. Procedimiento segtin la reivindicacién 14, en el que la lignificacion se reduce en las células del margen de las
véalvulas.

24. Planta segun la reivindicacién 12, en la que el promotor es tal como se define en la reivindicacién 10 o la
reivindicacién 11.

25. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el promotor es tal como se define en la reivindicacién 10
o la reivindicacién 11.

26. Planta segtn la reivindicacion 13, en la que el promotor es tal como se ha definido en la reivindicacién 8 6 10.

27. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el cassette de expresion recombinante se introduce en la
planta utilizando Agrobacterium.

28. Procedimiento segtin la reivindicacion 14, en el que el polipéptido IND1 comprende la SEC ID No: 2.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el polinucleétido IND1 comprende las posiciones desde
aproximadamente 2765 a aproximadamente 3361 de la SEC ID No: 1.

30. Procedimiento segtn la reivindicacion 14, en el que el polinucledtido IND1 comprende la SEC ID No: 1.
31. Planta segtn la reivindicacion 13, en la que la secuencia es la SEC ID No: 1.

32. Planta segun la reivindicacién 13, en la que el polinucledtido es idéntico por lo menos en un 60% a una
secuencia de nucleétidos que codifica la SEC ID No: 2.

33. Planta segun la reivindicacién 13, en la que la planta estd caracterizada por una dehiscencia de la semilla
retardada en comparacién con una planta que no comprende el cassette de expresion.

34. Procedimiento para retrasar la dehiscencia del fruto en una planta, comprendiendo el procedimiento:

(i) suprimir la expresion de un gen IND1 o un polipéptido idéntico por lo menos en un 60% a la SEC ID No: 2 en
la planta mediante la introduccion en la planta de un cassette de expresion recombinante que comprende una secuencia
de polinucleétidos idéntica por lo menos aproximadamente en un 70% a las posiciones desde aproximadamente 1 a
aproximadamente 2764 o desde aproximadamente 3362 a aproximadamente 3586 de la SEC ID No: 1; y

(i) seleccionar una planta con dehiscencia de fruto retardada en comparacién con una planta en la que la expresién
del gen IND1 o el polipéptido no estd suprimida.

35. Procedimiento segtn la reivindicacién 34, parte (i), en el que la secuencia de polinucleétidos comprende las
posiciones desde aproximadamente 1 a aproximadamente 2764 o desde aproximadamente 3362 a aproximadamente
3856 de la SEC ID No: 1.

36. Procedimiento segtin la reivindicacién 34, en el que la lignificacion se reduce en las células del margen de las
véalvulas.

37. Procedimiento para retrasar la dehiscencia del fruto en una planta, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

(i) tratar las semillas o material vegetal con una sustancia quimica mutagénica o con radiacién ionizante;

(ii) identificar las plantas con un gen INDI mutado, en las que el gen IND1, antes de mutar, codifica un polipéptido
que tiene una identidad en la secuencia de por lo menos un 60% con la SEC ID No: 2; y

(iii) seleccionar una planta con dehiscencia del fruto retardada en comparacién con una planta en la que el gen
INDI1 no estd mutado.

38. Procedimiento segtn la reivindicacion 34, parte (i), en la que la etapa de supresién comprende la introduccién
en la planta de un cassette de expresion recombinante tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

39. Procedimiento segtn la reivindicacion 38, en el que el polinucledtido estd unido operativamente al promotor
en la orientacién antisentido.
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40. Procedimiento segun la reivindicacién 38, en el que el polinucleétido estd unido operativamente al promotor
en la orientacion de sentido.

41. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que el polinucleétido comprende ademds un segundo polinu-
cledtido idéntico por lo menos en un 60% a por lo menos 200 nucleétidos contiguos de una secuencia que codifica la
SEC ID No: 2, donde el segundo polinucledtido estd unido operativamente a un segundo promotor en la orientacioén
antisentido.

42. Procedimiento segtn la reivindicacién 38, en el que el promotor es un elemento regulador selectivo de la zona
de dehiscencia

43. Procedimiento segtin la reivindicacién 38, en el que el cassette de expresién recombinante se introduce en la
planta utilizando Agrobacterium.

44. Planta que comprende un polinucleétido modificado idéntico por lo menos en un 65% a la SEC ID No: 1, en la
que la planta muestra una dehiscencia de fruto retardada en comparacién con una planta que carece del polinucledtido
modificado.

45. Planta segtin la reivindicacién 44, en la que el polinucle6tido modificado es idéntico por lo menos en un 70%
ala SECID No: 1.

46. Procedimiento de creacidn de una planta con dehiscencia de fruto retardada, comprendiendo el procedimiento
la introduccién en dicha planta de un cassette de expresién recombinante que comprende un promotor unido opera-
tivamente a un polinucleétido que es idéntico por 1o menos en un 60% a por lo menos 200 nucleétidos contiguos de
la SEC ID No: 1 y la seleccién de una planta con dehiscencia de fruto retardada en comparacién con una planta que
carece del cassette de expresion recombinante.

47. Procedimiento segtn la reivindicacién 46, que comprende la expresion en la planta de un polinucledtido de
sentido idéntico por lo menos en un 65% a por lo menos 200 nucleétidos contiguos de la SEC ID No: 1 y la expresion
en la planta de un polinucleétido antisentido idéntico por lo menos en un 65% a por lo menos 200 nucledtidos contiguos
de la SEC ID No: 1.
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Zona de
dehiscencia

Margen de las valvulas
lignificadas

Capas mesofilicas

Epidermis externa

semillas

Capa lignificada

Epidermis interna
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CTCTAGACCA

TGCAAATACC

TGTARAAGAA

ARATTTTTAT

TGTATTAALCT

ACTGGTATAT

TGTCTTGAAC

ATCTTCTAGC

TGGACAACGA

ATATARTTAG

ACCTTAATGT

GTTAAATCGT

AACGTTGAAG

GCCGTTGARA

GARATAGAARG

GAGAGAGAGA

TAACTATTAC

CGCTCCTTTT

CTAGAARTTT

CACTATTTCT

GCTCCCTACG

SEC ID No: 1 IND1 genémico

Rango de secuencia: 1 a 3856

TCTACTATCC

ATATGTCCAT

AARAACCTTAT

TATAAGATTA

AATAARANGG

TGTTGATGAA

TCATTAAAGG

TTTGTCGATT

CATTTAGACG

TGGTGATTAT

CGARAGRAGC

CAAATAAAAC

AACGTCATTTA

GGGCTTGTAA

AACAATGATG

AGRAAATTAG

AAGAGCGACT

TTGCCCTAAT

ARTCCCTTGT

TCTATCTTTT

TACGTATACG
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LISTA DE SECUENCIAS

GGTTGTTGAC

ATCCATCCTT

GTTAATATCA

TACATTCTCT

ACGAAAGTAG

TATAACAAGT

CAATGTGAAA

TTAAATCTAT

GTATCTTAAT

AAGTTTACTT

CGTCCCCALT

AACTTAAGAA

TCGTATCCAG

GARAATGTCG

TTARMATTGCC

GTCAAAATAA

TATGCTTCCT

TTCGTARRGT

TCTTGATCTT

GTGGTCTATA

AATTTRARTG

CCTTAAAGCT

TTCTITIGTT

CCGTAGGCAA

CGTTGTAAGA

GAAGCTTATA

ATGAACATTA

AGRRGATGTG

GARATGARCG

TAGACCGATT

ATCCACTTGA

TCGTGTAATG

CTAGAAATTG

CTCATATTTC

AAGAARCCGT

TATTTTGGTG

TGAGCACTAA

TATGGCAATG

CTCTCTCCTT

GCTTTTTGAG

GGATTTTGCT

GTTATAACAA

ARRRAATATC

GTTACTCCAA

ATTAATTGAT

ATGCATGAAA

AGGTCTCATT

CAACATATAG

AATTAGTART

GAATTTAAAC

AGTTATGGGG

ACACCAAAAA

CTAGCTAAGA

GGGGTTTAGA

TATAGGAGTT

AARTGGAGAC

ATATCCAAAC

CTTCGTCCTT

TARCCATGAT

TTATATGTGT

GGTTTATATA

60
ACTAGAATAA

120
ATTCTAATTT

180
TCATCATATT

240
TTGCAAGTGT

300
GTTGCATAGT

360
CGGGGTATTT

420
TTGAAAATTT

480
AAATTTCATG

540
ATACTTATAT

600
AATGGGCAAT

660
GAGAGATCCT

720
TCATAAAGAG

780
TCAAATCAAG

840
AGAAAGACAA

900
GTCAAAAGAG

960
ATGTGTTGAG

1020
CARAGTGCAA

1080
AGGAAAARCC

1140
TTTGACCACA

1200
TTCTTGTATY

1260
AACTAGCACA
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AATGAGTCCA

ATATATATAR

TTTCCTTTGC

CATTCACACA

TCGAAARARRA

ATAAARTGAR

ATATCTGATT

TCACAATAAC

TCAGCTTTCT

TTGATTTCTT

CTTTTCTTGT

CATATAGTTA

AGTTETACTA

GTATAATGTG

TATTGGGGAM

ACTATTTIGCA

TAAGCAGGTT

GGTTGGGTTC

GGAAATAACT

ACGCACATAT

GCRACCATTC

CTTAARATTT

TGAAATTTGT

CAAATTAATC

ACACTAAACT

TTTAGTTATG

GTAATATTGA

AAATTGTTCA

TARTATATAT

CCARCCTACT

ATGTTTTITIA

TTTCTAAAGT

TCTTTTAATA

ATGTTTGTGT

GGTTAAATTT

TCAGTATATT

AAATTATAAT

TGAATCTITGG

ARAAGCCTTT

TGAGTCATAA

TAAGAARGTTA

ATARAACART

ACATATAAAT

ES 2 301

TAGCGAAAAA
AAACTTAGCT
ACATGCACGG
TAATTAGAAC
AAAACAATTC
TATGTATGTA
TGCAGGCCCA
TCAAAAAAAT
AAACTAGTTT
TTTATGGAAT
TACTTTTGTA
TATGTCTAGT
ARAARAATCTG
AGTRATTTTIT
AGCTTGGGTA
TTAGTCCOGA

AARAATTTTGT

AAAATAATGG
GTTTITTTTIC
ACTATTARRG

TTACAARACA

539 T3

GGTAGAAATA
TTAATCATGA
ATTTTTGGCA
TCTAGGARAT
CAGARATTAAA
ATAACATATC
TGTCACTATG
AGTTTTGTCR
GGAATGTTCT
TTTAAGACGG
AACTCATCTC
TGATAAARRA
ATATTATGAR
TACATARATA
ACTATACTTC
AAARTACAGA
ATACATAACC
CATTTITTAR
TTATTTTGTA
ACTACCARAT
AATATARATA

TCTAATTART

TATTGAGTCT

TCTAATGATR

AGTTATGTGT

ATTTTAAAAT

CATGAGCTAT

TGATTGCGGT

ATGTCATCAC

GATTAARTTT

CTTCTTTATT

ATTGTTTAGG

CTCCCAATTA

ARTGAARRAAR

TCTAATCRAT

AGAACTGTAA

TGGAAATACT

CGACGGGACA

TATARTARATA

ATTCAAGGAC

AGGTTTTTTT

ATCAATTAAT

ATCACAAARAT

TGARAACAGAK

1320
TTAARCGGCA

1380
TTYTCTTTAA

1440
CGAATTCTTC

1500
GACAACTTTA

1560
ATAATTTAAG

3620
RARAAAARAANC

1680
GTTTTTATTT

1740
TTTTTGGTGG

1800
TITCTTITTTC

1860
TCGTTTCTCT

1920
GACAGTCAAT

1980
TACTGGTGGT

2040
TTCTTTGATC

2100
TGTTGATGTA

2160
TGAAGATTTA

2220
CGACAACATA

2280
CTAATGTTCT

2340
ATTTTACATA

2400
TTTGATTARAA

2460
TTAAAACCAT

2520
ATTARATACA

2580
AGGAAAAGGT

2640
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ARAAATATATC

ATAATAAGAG

TAAMTACATA

GARAATGGAA
M £

AGCCATACGT
A I R

GATTGGAGCT
I G A

ATGAACTACA

GTTGATATAT

ATTATTATIC

TATGCATAAR

ATTGATTGTT

TCGRTATATA

TTTGTATCAA

ATAAAATGAG

ACATGCATGT

TCTGTATATT

AATGGTATGT
N G "

AACCACAGCC
N H S

AACAAAGCTA
N K A

CTCATGTTAG
L M L

GAAGACATGG
E D M

ATCGACCCTG
1 D P

CAGACGGTGS
o T v

AGGATCSTGC
R I Vv

TACACCAAGT
Y T K

CCTATGGCTA
P M A

CAGAAGCTCG

TATATATAGR

TAAGATATAT

TAATTGGTGA

ARTTAGGCGTT

TATATATATA

TTATCTGAAT

AGGGTTCCCT CTAGAG

ES 2 301

ACATATATCC
ARGCATTEGG
TCTGGAARAA

ATAAAAAGAA
Y XK X K

CCARRAGAAG
P K R S

ATGATCTTCT
N D L L

ATCCACCTCC
D P P P

CCACGGTCCC
AT V P

TTGCTCGTCG
vV A R R

CTGGTCGTGC
P G G A

TCTTGAAACG
F L X R

ACCCCTCTTA
N P S Y

CTAGCTAGAC
TGCATARAGA
GATGTACAAT
ATAAAAAGAA
TGATCATTCT
TGGAGAATAT

CTGATGAGTG

539 T3

TATARRARAA
TTAATTAATC
GAATATATAT

AGGAGTCSTGC
G v ¢

CATGATGGAG
M M E

CACACAAGAA
T C E

CGAAACCCTA
E T L

GAAGATGGAC
K M D

GCAGGTGAGC
Q V R

CCTTTGTTIAT
L C Y

ATTTGGTGTC
TTCGATCCAA
TGTGTACCAA
GATATTGATT
GTATGAAAGC
ARTATCAAATA

TRGGTTATAT

RAAATGAGGCA

GAGTCAAAGA

ATTGAGAAAT

GACTCTTGTG
D § C

CCTCAGCCTC
P Q P

CACGCAGCTT
H A A

ATTCACTTGG
1 H L

TACATGATCG
¥y M 1

CGCCGTAACG
R R N

AGGATCAGCG
R 1 S

ACAGCTTCCA
T A S

ATTCTTCAGC

ATCCTCTCAA

GATTGTATGG

GTTTCTTIAT

GTAAACAAAA

ATGGATTAGC

TATGAAGTAA

2700
TATATATCAG

2760
AAGAAAAGAT

2820
TCTCGTCCAN
vV 8§ 8§ K>

2680
ACCATCTCCT
H H L L»

2940
TTCTCAATGA
F L N D>

3000
ACGAAGACGA
D E D E»

3060
CCGTCATGCA
AV M O

3120
TAAGGATARG
VvV R 1 8>

3180
AGAAGATCCG
E X I R>»

3240
TGCTCGACGA
M L D E>

3300
CTCACTCTCA
P B § 0O

3360
CCCAACCCTG
S O P *»

3420
CCTTTTTCAT

3480
GTGTTTTAAT

3540
CTTGATATCA

3600
AAAAGAAGAT

3660
AAATTAATTT

3720
TTGACTATAA

2780
ARRRARARGAIA

3640

ACAACCATTA TTACQGCACCT ACATTAAAAA TCATCCACCA AAGAAGAARAC CATCCTCAAG
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SEC ID No: 2 Proteina IND1

N G M ¥
S N B S
W N K A
H L M L
D E D M
b 1 D P
P O T V
K R X V
R Yy T K
A P M A

SEC ID No: 3 Promotor 5’ de IND1

60

CTCTAGACCA

TGCAARTACC

TCTAARAGAA

AAATTTTTAT

TGTATTAACT

ACTGGTATAT

TCTCTTGAAC

ATCTTCTAGC

TGGACARCGA

ATATARTTAG

ACCTTAATGT

GTTAARTCGT

ES 2 301 539 T3

K K X

o
o)
]

o
Q@ >
124

TCTACTATCC

ATATGTCCAT

RAAACCTTAT

TATAAGATTA

AATARMAAGG

TGTTGATGAR

TCATTAAAGG

TITTGTCGATT

CATTTAGACG

TGGTGATTAT

CGARAGAAGC

CAAATARARC

= v
(o]

v

“ x Yy »n

GGTTGTIGAC

ATCCATCCTT

GTTAATATCA

TACATTCTICT

ACGAMRGTAG

TATAACARGT

CAATGTGAAR

TTAAATCTAT

GTATCTTAAT

AAGTTTACTT

CGTCCCCACT

ARCTTRAAGAA

- 0O

4
Z O r ™
]

e O x n x m
X
o)
-3

o
™
~ =

CCTTAARGCT

TICTTTIGTT

CCGTAGGCAA

CCTTGTAAGA

GAAGCTTATA

ATGAACATTA

AGAAGATGTG

GAAATGARCG

TAGACCGATT

ATCCACTTGA

TCGTGTARTG

CTAGAMATTG

(@]
<
7]

e 4
-t
¥ o

TTTGAAGACT

TGAACTGAAC

ARAAARTATC

GTTACTCCAA

ATTAATTGAT

ATGCATGAAA

AGGTCTCATT

CAACATATAG

AATTAGTAAT

GAATTTARAC

AGTTARTGGGG

ACACCAAAAA

|
z
(o]

0o X ©rr X ®Ww < =™
(]

ACTAGAATIA

120
ATTCTAATTT

180
TCATCATATT

240
TTGCAAGTGT

300
GTIGCATAGT

360
CGGGGTATTT

420
TTGAAARTTT

480
ARRTTTCATG

540
ATACTTATAT

600
AATGGGCAAT

660
GAGAGATCCT

720
TCATAAAGAG
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AACGTTGARG

GCOGTTGARA

GAARATAGAAG

GAGAGAGAGA

TAACTATTAC

CGCTCCTTTT

CTAGAAATTT

CACTATTTCT

GCTCCGTACG

AATGAGTCCA

ATATATATAA

TTTCCTITGC

CATTCACACR

TOGAAMAARA

ATARAATGAA

ATATCTGATT

TCACAATAAC

TCAGCTTICT

TTGATTTCTT

CTTTTCTTGT

CATRTAGTTA

AGTTCTACTA

ANGTCATTTA

GGGCTTGTAA

AACAATGATG

AGAAAATTAG

AAGAGCGACT

TTGCCCTAAT

AATCCCTITGT

TCTATCTTTT

TACGTATACG

TGARATTTGT

TTTTGCTGCA

CAAATTAATC

ACACTAAACT

TTTAGTTATG

GTAATATTGA

AAATTGTTCA

TAATATATAT

CCAACCTACT

ATGTTTTTITA

TTTCTRAAGT

TCTTTTRATA

ATGTTTGTGT

ES 2 301

TCGTATCCARG
GAAAATGTCG
TTAAATTGCC
GTCAAAATAA
TATGCTTCCT
TTCGTAAARGT
TCTTGATCTT
GTGGTCTATA
AATTTAAARTG
TAGCGARAAA
AAACTTAGCT
ACATGCACGG
TAATTAGAAC
AAAACAATTC
TATGTATGTA
TGCAGGCCCA
TCAAARAAAT
ARACTAGTTT
TTTATGGAAT
TACTTTTGTA
TATGTCTAGT

RARRALTCTG

539 T3

CTCATATTIC
AAGAAACCGT
TATTTTGGTG
TGAGCACTAR
TATGGCAATG
CTCTCTCCTT
GCTTTTTIGARG
GGATTITGCT
GTTATAACAA
GGTAGAAATA
TTAATCATGA
ATTTTTGOCA
TCTAGGARAT
CAGAATTAAA
ATAACATATC
TGTCACTATG
AGTTTTGTCA
GGARTGTTCT
TTTAAGACGG
AACTCATCTC
TGATAAKARA

ATATTATGAR

CTAGCTAAGA

GGGGTTTAGA

TATAGGAGTT

AMATGGAGAC

ATATCCAAAC

CTTCGTCCTT

TAACCATGAT

TTATATGTGT

GGTTTATATA

TATTGRGTCT

TCTAATGATA

AGTTATGTGT

ATTTTARART

CATGAGCTAT

TGATIGCGGT

ATGTCATCAC

GATTAARATTT

CTTCTTTATT

ATTGTTTAGG

CTCCCAATTA

ARTGARAARRA

TCTAATCART

780
TCAAATCAAG

840
AGAAAGACAA

500
GTCAAAAGAG

960
ATGTGTTGAG

1020
CAAAGTGCAA

1080
AGGAAAAACC

1140
TTTGACCACA

1200
TTCTTGTATT

1260
AACTAGCACA

1320
TTAARCGGCA

1380
TTTTCTTTAR

1440
CGARTTCTTC

1500
GACAACTTTA

1560
ATAATTTARG

1620
AAAARRARAC

1680
GTTTTTATTT

1740
TTTTTGGTGG

1800
TITCTTTTIC

1860
TCGTTICTCT

1820
GACAGTCAAT

1980
TACTGGTGGT

2040
TTCTTTGATC

2100
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GTATARTGTG

TATTGGGGAA

ACTATTTGCA

TAAGCAGGTT

GGTTGGGTTC

GGAAATAAGT

ACGCACATAT

GCAACCATTC

CTTAALATTT

AARAATATATC

ATAATAAGAG

TARATACATA

GRARA

GGTTAAATTT

TCAGTATATT

AAATTATRAT

TGAATCTTGG

ARRAGCCTTT

TGAGTCATAA

TAAGAAGTTA

ATAAARCAAT

ACATATAAAT

ATAAAATGAG

ACATGCATGT

TGTGTATATT

ES 2 301 539 T3

AGTAATTTTT

AGCTTGGGTA

TTAGTCCCGA

ARAATTTTGT

TCAAAAGTTC

ARARTAATGG

GTTTTTTTTC

ACTATTAAAG

TTACAARACA

ACATATATCC

AAGCATTCGG

TCTGGAARAA

TACATAAATA AGAACTGTAA

ACTATACTTC TGGAAATACT

AAARTACAGA CGACGGGACA

ATACATAACC TATATARATA

CATTTTTTAA ATTCAAGGAC

TTATTTTGTA AGGTTITTTT

ACTACCAAAT ATCAATTAAT

AATATAAATA ATCACAARAAT

TCTAATTAAT TGAAACAGAA

TATAAARRAA ARATGAGGCA

TTAATTAATC GAGTCAAAGA

GARTATATAT ATTGAGAAAT

SEC ID NO: 4 Promotor 3’ de IND1

3420

ATGAACTACA

GTTGATATAT

ATTATTATTC

TATGCATAAA

ATTGATIGTT

TCGATATATA

TTTCTATCAA

ACAACCATTA

AGGGTTCCCT

CAGARGCTCG CTAGCTAGAC
TATATATAGA TGCATAAAGA
TAAGATATAT GATGTACAAT
TAATIGGTGAR ATARAAAGAA
AATTAGGGTT TGATCATTCT
TATATATATA TGGAGAATAT
TTATCTGAAT CTGATGAGTG

TTACGCACCT ACATTAARRA

CTAGAG

TGTIGATGTA

2160
TGAAGATTTA

2220
CGACAACATA

2280
CTAATGTTCT

2340
ATTTTACATA

2400
TTTGATTAAA

2460
TTAAAACCAT

2520
ATTAAATACA

2580
AGGAAAAGGT

2640
TATGRRGTAA

2700
TATATATCAG

2760
AAGAARAGAT

ATTTGGTGTC ATCCTCTCAA CCTTTITTCAT

3480

GATTGTATGG GTGTTTTAAT

3540

TGTGTACCAA GTTTCTTTAT CTTGATATCA

GATATTGATT

GTATGARAAGC

ATATCAAATA

TAGGTTATAT

TCRTCCACCA

3600

GTAAACAAAA AAAAGAAGAT

3660

TTTIGGOCTGC AAATTAATTT

3720

CTTTTTTAAT TIGACTATAA

3780

ATGGATTAGC AARARAAGAAA

3840

ARGAAGRAAC CRTCCTCARG
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AGATCTGCAA

AGATAATGCT

GATTTCTGTA

TTGCTTTCAG

CTTCTTCACT

ATAATTAACC

GAAGATTAGA

CTCATAGATA

TTTAAGCCTA

ACAARAAAAT

GTTTCTATTT

CGATGTCTAG

ACCCACGCAA

TGAAACTAAG

GARAAARTGAA

AGGATTCAGG

TATTTTTACA

GTATAGCGTA

TGAATGTCCC

ATTCCAARAT

CCTAAATGAT

AGAGTTGCGA

SEC ID NO: 5 SHP1 genémico

CAGTGAARAG

TATTCCCTAA

TCAGTGGTCA

TGCAATTCTA

AAGACACAAT

TCATAATCAA

TACGTATAYT

GTAATATCAT

AAAGTAGTIGT

CGAAAAGAAR

AARARATGCT

ATACTCAGAA

AAGAAAAGAC

AGAGTGAAAG

GATGAAGGAC

TACTAGGAGA

ATTTAATTCA

TTTACATATA

CACGCAAARR

TACCATAARC

TCATGAARTCC

TATTTGTART

ES 2 301 539 T3

AGAAAACAAA

TATGTTGCCA

TATTTGTGGA

ATTCACACGT

ACGGCARRCC

GATTCAATGT

AGTAGATTTA

TGTCARATTC

ATTCGCATAT

ATAATCIGTT

TGAARTTTGA

TTTAATCARG

TARTATGATT

ATTCGARATC

TAARGAACAA

AGTTGAGGCA

CCTAAGTTAT

TGAARTAAART

ARRAATCCCTC

TTTTGGTTTA

TICARTAATC

TTGCTGACCT

ATGGACTTGA

GCCAAGTGTC

TCCARCGTAT

TTAACTTTAA

TTTCAGATTA

TTCTAAATAT

GTCTTTCGTT

CTCTCGGTTT

GACTTATCGT

AAMATATTTTT

CAGTTATGTT

ATGTCTTATC

TTTATTTGGT

CACAATGTTC

TAAGCAACTA

AGTTNNNNNN

TATGCATTIC

TARATATGTC

CAARTATGTC

CAMALGATTT

TGAAGTTTGC

TAAACTTITT

AGAGGTTTTG

AARTTGGCTT

TCATCATCAR

CATGCATGTC

TATTARTCTC

ATATGGACAR

TGCTGCGATAA

AGTCGCTAAA

CCTARCTTTT

TAAGTACTCC

CAACAATTTT

ARATTTGTTG

CTGGATATTT

AAGAGAGCTC

CTTATACCCT

NATTGATTCA

TCATCATTGG

CTCACGTTGC

CACCTTTTCT

CTAGAAATTG

GATRTTTTCG

TTGKTAAAGA

60
ACAATGCCAG

120
TTTARATATG

180
GTTCTCARGT

240
ATTATAATTA

300
CATAAATGAA

360
AATTTACACG

420
GATTAACCAC

480
TTGTATCTTT

540
TTTTTARTTA

600
ATTARGTTTA

660
GAATCATGAG

720
TCACTCGAGG

780
TTGTAGAGGA

840
AAAGCAAAAA

900
ATTTCCATAR

960
ARTTTTCATT

1020
TACATTTTCT

1080
ARGTAGTTAR

1140
TTTCTTITTA

1200
AGGAAGATAT

1260
ATTTTCTTCA

1320
CTARACGTTT
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TTTCTTAAAA

TTCTTGCARA

ATCTTCATGA

CTTGATTCAC

TGGTARTGCA

AGGAGTTTCA

CCATGAAAGA

CTGTAAAAAG

AGAGARTAAA

AGATGATCTG

ARAACTAATA

CTTGAGAACT

GATTTAAAAT

ATGTTTCTTG

CTCTTAAACA

TGGATTTGAT

ATTAGCCTTC

RTTTGGTGAT

TAGCAAGAAA

GTAAMACTTG

AAGAGTTCGY

ACATTARGAA

ATACCCATIC

GAAGGGTAAA

AAARGATGGTT

AATCGGATGG

CTTATTATTA

AARAATACACA

AAAGTGTGAG

TCCATTTTTT

ACCTTCTGTT

AACCCATAAR

ATTAGAAAAG

AGAACRGTTT

CAGGTAAGGT

ARATGTTTCT

GTTATTGCTT

CACAAARGTTT

CTATTTCTTG

TCTCTCTCTC

GTCATATATG

CTAGGGAGAG

ES 2 301

ATTTTATGTT
TAACTGCATT
AAACAATATT
TAGACTTTGG
ARAAGGAAGA
CTGATGAGAA
TCCTCCTTCA
ACCATTTAAT
TCTCACTTAT
TTTCTAGGTA
TCTTTTITTICT
TTCAGCAACT
CCARAATAGA
CAGAAGCAGC
CTCATTACCC
TGTGAATATT
TCTTTCTCTG
ATCAACARNG
CTTIATTTTT
GTTATGTATC
TCTAGATATC
GATCARTGGA

GGARAATAGA

539 T3

TTAGGGTTCT
CTTCAACACT
TGGTTTCGGT
CATAARTTIG
GAGAAAAGGT
ACAGAGCCCA
ATGTCCTCCA
TAATTTCCCC
AGATATCCAT
TGTTGAGTAT
TCTGTGTATA
AGGGTCTTAT
TATTACAARA
AGTTARGTGG
ACCTTCTCCT
ATGCACCATT
ATTCTTGTGT
AGATTTGATC
TAGTTACATC
TTGATCAGGA

TTTCTTGAAT

GATARAGAGG

AGCTCAACTT

ATAARGTGAT

TAGRGCTTGG

ATACGATAGA

GAGAAAGATT

TCCCTCTCCT

CCTACTCTTC

TTCAATTTCA

ATCTATTIAT

GTGCTGTTTG

AATATATTTG

AACCTTCARX

GGAAAGAGAG

TACTGAGATA

TTTTGCTGAT

CATTAACCCT

AACCAATTCA

ATTATARAGT

CCTARTTCTA

TTAGAAATCT

RGTAGTCACG

ATAGAGAACA

1180
TGTATTATAT

1440
TATCAAARAC

1500
TITTGCTTGG

1560
GAGTATCTAA

1620
ACCARAAATA

1680
TTTCCCCTTC

1740
TCTTCTTTCT

1800
GTTTCTAGTT

1860
ATGCATGTAT

1920
GACAATTGTT

1980
AGCACAMAGA

2040
GRAATATTCC

2100
ATATTTTCARA

2160
RATGATATAG

2220
CTATCGTAAT

2280
AAAAATAARGA

2340
TGGGTTTGAT

2400
AGATTAATAA

2460
GACCAGAACA

2520
GATCATCARG

2580
TTATTTAATT

2640
ACGCAGAGAG

2700
CARCAAATCG
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TCAAGTTACT

CTIGTGTGAT

CGCCARCARC

TAAACAAGAT

GGTTAATTTA

TAGTACTCTC

GCAAGAAGAAM

TTTCACTCTT

TTTAATTTTG

GTCTGGTGAA

TTTAATCCCA

CTCTITTTTA

AAGTCCTAAA

TGTAAATTG

GTGTATATAT

CTCAGAGAAG

GTTTATAATA

TCTGTTAGAA

TTCTGCAAAC

GCCGARGTTG

AGGTACGCTT

CCTAGTTCAA

GAAMCCAGA

TCCTCTATAT

GAAGAAAAAG

TTTTCTGCAA

ACGGCCCATC

TTAGCATGTA

ACTAGGGACA

ACAAARATGA

AATAACTTTA

AATCAATAAR

TACARATAAT

ATATATATAT

TGTCGGAART

TIGTTATTAG

ATGTAATATA

CCATAATATT

CCTTCGTGAAT

TARATTTATA

ES 2 301

GACGCAATGG
CCCTCGTCAT
CTCCTACTCT
ATGATAACAA
TTTCACTTGT
ATGTGTGGGT
TTATCTTGTC
ATCATTIGAA
ARRTTTCCTIA
TATATAARAA
AAGTCTACTG
MCAAAATTT
TATTATGTAG
CACACGGATG
GAAATTARAG
GTATATITGT
TARAATGGTA
ARRRAAARRA
CACGATACAT
TACTAGTATG
TAAGAAAAKA

ARTTTTCYTCC

539 T3

TCTTCTCAAG
CTTCTCCACT
ATTTCTTGAT
AGTGGGGATT
TGATACATTT
GTGTGTGTAA
TTCTCAAATT
CCTGATGCAT
GGGTTTIACTT
TAGGGGATGA
ATGAGTIGTC
TGAGAATTTA
ATTTGTATIT
ACTTTGTCTA
ATTTAGTCTC
TGCATTGATA
CGAGCCAATT
ARARAATCCT
GGTCTAATTC
TTTATATATC
ARRRIRIAAAC

TCGTACTGGT

AAAGCTTATG

CTIGTITTTCT

GAGAGCCAAG

AATATCTCTC

GTGTGTATAT

CTGATCAGCT

GTCAGTTTCT

CAGTGAACAA

TCAAGACTTA

ACTAGGGATC

TATGCTGAAG

AGGGTAATTT

ACATTGTATC

TTTTATITTT

TATCAATGAG

GGAATCTCTG

TTAARGATAC

CTCCTCARAC

CTIACTTTAA

TTGTGGATCT

CAGATATTGG

2760
RACTCTCTGT

2820
TCTATGAGTA

2880
TAATTTTAAC

2940
ATTAGGGTTT

3000
TAGCTAGATT

3060
GTATGCAAAT

3120
TTGRCCTTAG

3180
ACAATACACT

3240
AATTGGGTTC

3300
TGTAACCTCT

3360
CATTTGATCA

3420
TTTTTCAACC

3480
GTCCAACTAG

3540
AGTCATCAAN

3600
TTTGTTTAGG

3660
AGGGAGARGAM

3720
GCATTCTGAG

3780
CTTCATGRTG

3840
CCTAATTACC

3300
GARCATTGTTY

3860
ATTCAAGCCA

4020
TCCARACTCC

4080
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AAAGCCTTCC

TCCTACAATG

AATTGAAAGG

TAATACTCAG

TATATATATG

TTGTAGTTITT

TGTTGGGGAA

TGAAAAAGGA

TGTCTCIGTC

GAGAATTTTG

AACGTTTCTC

CCCATAMATC

GTTAGCCACS

CTAAGATAMC

GCCAGATTGA

TCCGGTGTAT

CTTCTTGAAC

CTCAARRACAT

CATTTTATAT

AMARCTGTTG

CTTTTCAGGA

TATACATCTA

TACAAGAARG

GTACCAATTT

ATCRACARAR

CGTTATGGTG

CGGAGGCAGA

CTTCGATTTG

CTTTAGAAGT

TCACTTGGTT

ATCAGCOGTG

TCTCTCTCTA

CAGAATGAGC

CCATTCCAAG

ATGTGTAGGA

TTCTGTTCCA

GTGAATAACA

ATCCGGACCA

CITCTCATGA

CGAATCAGCA

GATAACTTGT

TTATAACGCG

TTTCTTTGCT

ES 2 301

AARAAAACAT
ATGTTTITTIC
CTTGTTCCGA
ATATTGTTTG
MTATARCCT
TTTGAATACA
TTCGAGATAT
GTATTAGCTC
ICTTTIGTIT
CCTTGAACTT
TCCGCTCCAA
TATATAGTCC
TGTTAGTGGC
TAATTAGATC
MTGGAGTTG
AATCTTAATC
RGAAAACTTT
GCAGGAATCG
CCAGTCGCAG
ATTCTCCGGL
TTCTTCCCCT
ACTGTGTATT

TAATTACARTC

539 T3

TTCGAMTTA
CGCGATCTTA
TGCCGTCAAC
ATTCTCTTIG
ACAAAAAGAG
TGGATTTTTG
TCAGAARTTCA
ACTTAATTTG
AATGTTCATG
CAAGGAACTC
AAAGGTAAAA
CTTAGTTTAT
AGAGATAGARG
TTTCTTCGTC
CAACACARTA
TCAATATCTA
TCTTTTIGGG
AGTGTGATAC
CATTATAATC
CAAGACCAAC
CATARCGATT
CATAGTTTAG

AACATTTAAR

10

ACTCTAATTA

CTTATTAGTG

CCTCCTTCCG

TTTTATCTTC

AGAGTTCANG

RAAGTACTATC

AATAGGTAAT

GTGTCGGTCC

TTTACAAATT

AAAAACCTAG

TCTACGTTGC

ATAGTTCATC

TATATGCAGA

TTTCTGAGGS

ACATGTACCT

CTCTTITCTIT

TTTAATAGAT

RRGGGACGAC

GGAACTATAT

CTCCTCTTCA

RAGAGAGAGA

GTTCTARATAA

TCCAAAGTTC

ATCAAGAATT

4140
TGAGGGGTAC

4200
TCACCGAAGC

4260
TTCTTTTCAT

4120
GAAATGCATT

4360
AGCAAGARGC

4440
TCATTAACTT

4500
AAAAGTCCGC

4560
GAAGGCATAT

4620
AAGGACGTCT

4680
TCTCTCTCTG

4740
ACCCTTTITGT

4800
AGAGGGTAAG

4860
TTTGAGTTTT

4920
GOGAGCAAAG

4980
CATTGTATAR

5040
AGCCGAAGGC

$100
AGTTTACGAA

$160
TCCGGTGAAC

5220
ACTTGTGTAA

5280
CGAGAGAGTT

5340
TGATAATAAC

5400
TAAACACGT
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ES 2 301 539 T3

5460

CGAGATCCAA AGTTTGTCAT ACAAGATTAG ACGCATACAC GATCAGTTAA TAGATTTTAA

8520

GTGCCTTTTA ARTATTTACAT ATAGTTGCAG CTICGATTAG ATCATGTCCA CCARACACTC

5580

ACAATTAGAG ACAAGCAAAA CTATAAACAT TGATCATAAA ATGATTACAA CATGTCCATA

AATTAATTAT GGATTACAARA AATAAAAARCT TACAAAAGAT CT

SEC ID No: 6 SHP2 genémico

60

GAATTCGTAA

GATAGCTCGA

TCTAACATTG

AACTATCAAG

GAGGATAGAG

TAARRATTTG

CTACCCARCT

GAGTTTTTAC

ATATATACAC

ACAAGCCAGG

GTTCTAAGAA

TCCAAAGTET

AAARGATTCT

GRTTGGACGT

TGGRAATLTC

RITATCARTC

AGCARTCTTT

TTCTATTTGA

CAGAATTTAG

ATATCGTTAT

TTGGACTCTC

TTGCATTTCT

AAGCATGACT

ACABATATAG

AGAGCATCAA

TCTTCTTTCA

ARAAGCTTGA

TAAGARTCT

AGAAAARAAT

TGOGGTTTAGY

TITCTTTITIC

ATACACAATT

TCTTTCTITAC

ATCGTTCAAT

ACATAATTCA

TTATGATTAT

TGAATAATAT TGTAATTACC

TAAAGAGTAA ATGATCCAAT

TATIGCTCGA AATGATGCAT

ARAAACCAAA CATTTAAATT

CCAGGCCTGC ATGCAACAAG

TGYTTATITT TATTATATGA

MCGTTTTGC ARTCOGCAATA

ACAGAAACTT TCTCAAACGT

AATTTCTTCAR AGCAAAAGAR

CCAACGCATT GITACGTITT

ATCTCARAGT AAACGTTGGR

ATCCCTATGA ATGOTATTTG

ACAAGAGTTA GTGATCRATA

TGATTATGAT ACTIGACTAA

CCATTIATAT ACTACTICTT

TTGATAARGA TTTAACATIT

TCTTTCTTAC ATATATATAT

TTTGTCATAA AGCTAGTAAA

11

AGGCARGGAC

ATGTARGCCA

ACCTAATCAT

CAGATTTGAT

AARAAGGAAG

GACAGAATTT

ATGAAACCCA

CTTTAGCACT

TCTTTCTGGE

CATGAACCTA

AATTTTCTGR

GRATATGTTT

ACTTATGCAC

ARATCACCTG

TTCATTARAR

TTIGTCACAG

TACCTTTTTC

TTRAACACTC

TCTCCARACG

i20
TTGTTGATCA

180
TTATTCAGTT

240
ATCACTTACA

300
AAAATAATGT

360
GAATAAARTC

420
TTITCTITIT

480
GTGACGTTAG

540
AGTTARGGCA

600
TTTATTATAT

660
TGAAGGGAAR

720
TCGTCAAAAL

780
TAATTARTGA

840
TCCTTTAATT

900
TTAARTTTCA

960
GGCTAGTARA

1020
TTCATTAGTA

1080
GATATGAGAA
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TTATATTACT

CAAARGCATAT

CTCTCATCAA

TGAATGTGAA

GAGGAATGGG

TGAGAAAGGG

GCTTTCATT?

TTCTTTITGTC

CCGTTGGACT

ARCCAGTTAT

TACTATTTAC

GGTAGTTGAC

CACTCATATA

ATTTTITTTA

GGGCAATARA

GTGATTCTGA

ATTGGATGGT

CITICTITTT

ATTTCAATCT

AGAMATGIT

GTTTGAAAAR

AGAAATATTC

TCACGCTAAT

ACTATATATT

TICATGGATA

ACTTTATTAG

TAAATTACGT

ARCCTARTGT

AATATATACT

AGTTTTITTIIT

ARGTTATAAC

AACCACCCAA

TATATAAAAT

ARGAAAAGGA

TGAGAAACAG

CCTCCTTCAR

TCTTCTTITCT

AAATGTATGC

AGAAGTARTG

RAACTACCAR

CTCTARAAGA

ES 2 301 539 T3

TAACTCTTAA

GAGAATATAG

GAARTGATTT

GCTCGTTAAG

ARGAGTTTCC

ATGACTACAC

TTTCATCTTC

AATATGATGT

CCAAGRTTAA

CTTAAATTGC

AATTGGCAAG

ACTCATATIC

ATTCTTAGCA

GCCAGGTARA

GAATAAARAG

AGCCCATACC

TGCTCTCTCC

ARTTTGATAT

ATATAGRATT

GTCCATGTTC

ACCTTCTGTT

AATTETARAG

CACAACAAGA

ACCACGAAAG

TGCAGMTTT

AAAATTGAAT

TTTCGTAACT

ACATGATTAG

TCTAATTATA

AATTAATIAT

GACTTGARCA

CATTTCTGAR

ARCACTGARA

ATATARCCCC

TATTAGCTAA

TATTAACGAC

GGRTTACCAA

TCYICTTTTIT

CCACCCRATC

TTTCTACCAC

TAATTAAAAG

TITCTTICTT

CARAACAGAA

12

ACTAGTGCAT

TCARTCARAA

CCAACTTAAT

AGAAGTACAR

ACAATTAATT

TCATTCCCCG

TTGTCOGCATA

CAAAATAAAT

TAAGAATTTT

CACAACCAAR

TCTTATTCAT

ATTCTAACGT

ATATTGGTTT

ATGCAARTGTA

AAAAGGAAAG

CCTCTAAACA

CAAACCCARC

TTAARTTCCAA

ARTTAGGTGT

TTTCCTTCTA

GGGTTTTTAA

RCCAARAACA

1140
ATTCAACTTT

1200
GACCTACCAG

1260
TAATTCGACA

1320
TGAAAATGAT

1380
ARTGCARATC

1440
TGGGCTCICT

1500
TATGATGCRG

1560
ATTCAAATTIG

1620
GGAAAAACTA

1680
TAATAATATA

1740
TGTCTCGCTT

1800
TGACGACGAA

1860
AATTGGAAAT

1920
TATAGGAGTA

1980
TTTCCAAAAG

2040

2100
TGTCTTCTTY

2160
TCAATTTCAA

2220
GTGATATTTG

2280
TAACACTTCA

2340
ARTACTTCCAA

2600
ARRAKTARAG

2460
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ARTTAACTCT

ATCTTGCTAA

TTTCTCCAAT

GAGTGCARAA

ATGGAGGGTG

ATAGAGATAA

AATGGTTTAC

GTCARTCTICT

AGCTAGATCT

GTTTTTCAAT

CTCTTTAARA

TTTCTCTTAG

CTIGTTCCAG

TATGTCAGTT

AGATTGATCA

ATARTATATA

TAGGGAGAGA

TTGTTAAATC

TCCGARTCCAT

TCTCCACTTC

AGCTCATGTT

KAARTATTGT

AGTTAAGTGG

CTCATAATTC

GCCAGGTATG

CAAATTCTTIC

GGATTTGATC

GTGCGAGTAA

RGAGGATAGA

TCAAGRARGC

CCACTCGAGG

TGATTITTIGTT

CTTTATGGTC

ATCCCCRARA

TARAARAGCA

TCACTTTTTC

TGCTACAAGAC

TTAGGTTTCC

TTATTTGGCT

CTAGTAGGTG

AAGAAAATGA

CAATCAAGAA

ARGTTGGGGA

CATTTCACCA

TTTTATTTGC

ES 2 301 539 T3

TACTGAGATA

ATCTTCCCAT

GTTATTGATG

AGTTAATCCT

TATTTCTCTT

TGAAGTAGCA

GAACACTACG

TTATGAGCTC

CCGTCTCTAC

GRATTTTTTT

TCTTTATAGT

TTAGGATTTIG

GTGAGGGTCT

TCCACAAATC

ACTTCGATCA

ATCATAGTAA

ATATAAAARA

TTTGTCITCT

ATCAGGGACA

ARATARCGAA

CTTGTCATTT

TTTTGATTAT

TTGGCTAGTT

ATAAGAATAG

CCTCACTICT

ATTTACACTT

TATAARCCAT

GTGTTTATAC

GAGAGCAGCA

AATCGTCAAG

TCTCTCTTGCT

GAGTACGCCA

TCTAGAATAA

TTIITTCCTT

TTTAAAARCTA

TCTCTGATCA

CTTATAACAG

ATTTGATGAC

GCTATGTAGA

GACACTTCTC

AAGCTTIATTG

ACAGARAATT

CCGTTTTITCT

TIGTCTGCTT

AATACTATAR

13

TATCTTTAGG

CTTICTTICT

TTCTTTAATC

TTCAGCTAGG

AGAAGATAGG

TCACTTTCTG

CTGACGCTGA

ACAACAGGTA

AGTTTCGACT

AGTTTCTCTG

GGGAACCCTA

TTRAATTAGCA

TATCTRTATA

CCATCAAGTT

GGGTTCTTGA

TTCCTTAARA

TAKTCTTTTG

TIGAGTCACT

TTGATTTTTIG

ATACGTTTCC

TTTRAARGATA

CCAATGAACA

2520
GATATAATTA

25680
GTTTCTTCCT

2640
CAAGGTGTTT

2700
GCTTATAGAA

2760

2820
CAAACGACGC

2880
GGTTGCTCTIT

2940
CACATCTTTIT

3000
CTTCTGGTGG

3060
AAGCTCAAAT

3120

3180
TCCCCCATAC

3240
TGTATCTATT

3300
TTIATTICTGC

3360
TARAATTATA

3420
ATTGATTCAC

3480
GTGAATCCTT

3540
TAATTARTCAR

3600
ATTGTIRTTT

3660
AGCTATTIARC

3720
AATGTTTICA

2780
TGTATGACTA
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TAATCTATAA

CAATGTGAAC

TTTGATTAAC

TATTATCAAA

TACTTITGAC

GTATATGAAT

GCAAAAGATT

ATGTAAATGT

CTAGAGTAGG

GTGAATTTTT

TGTGTCGTAC

TITTTATTTT

CACTTTTTTG

ATATATATAT

ATATCCAAAA

TITTGTCGGTT

CTITCTGTGT

TRIATRTATA

ACAGTTATAG

CGATTGCATC

CTTTGTGTGA

CCGREGCCET

TACACCTAGC

GTCAAGTCTC

TTTCACAACG

AAAAGAGGAR

AGTGTAGTTA

ATTTCTCAAC

ATGAAAGCAT

TACRARTATC

AATGTTCAAR

GAATCTATTG

TAATCTAATT

ATAAATTGGG

CTTCTCCGAT

GGGARGTACA

ATATAACTTT

AAGAAGGCGC

GAATTTAAGS

GTTTTGTATA

TATATATATA

TTTCGTGTGT

TATTTACATA

ATGTTGATGA

TAACCCTCCG

TAGCTACTTC

ES 2 301

ATATCATGGA
ACTAAAGAAC
TGCATTATGT
ACTTTCTIAT
TTCAGCTTTC
ACGTTATGC
ATGTTCTTGG
TATTAATTCA
ACTTGACCTG
AGGCCAARAT
ACCAATTCCA
TTGCTACTTC
CATTAGGGTC
GTGAGATGTC
ARACAARTCR
TTTGGCGTAC
TCCAGAAGAT
TATATATATT
CTTTGTTTTA
TATAGCTACC
AGTGTGAGAG
ACCATCACCG

GTTAATTACT

539 T3

TCTAAGTTAR
TGATCTGARG
ATGTAGRAAC
TTCARACACC

CATTATACAA

AAAATCACTT
ATARTACTAGC
RTTAACTARG
TTTCTTTTGT
TTCTCGANCT
ACTGTTAATA
TATACTATAT
ARACTTTCTT

RAAAARTATCA

CTTGTGGTGE
ACAAARAAGA
GAACAATAGA
RAGCTAATAC

TAATTTCTTC

14

ARCTAGTARA

TTTATAATGG

ATGTGATATA

CTCATGCTTT

CAGCACAATG

AGCTTTTCTT

CTTGCCTCAG

AGAAGAAGCA

CTITTTCTTA

CTAAAATATA

AGCATATGCA

ATGTTTTCAA

TTGATTATAC

GATAATAGGC

GCTACTGCTC

TCAAACCTTT

ATTTCTTTAA

GGTTTTAGTG

TTTAAGTTTG

TTCCATTTTA

AAGGTACKAG

TCAGGTTAGC

TICTTTTAGT

3840
TITGTAGTTT

3500
ACATGACTAA

3960
TATATGTTTC

4020
AGTAGTATCT

4080
TAARTTACTT

4140
TTTCTGTTTT

4200
CCACATATGC

4260
AAATTAGCTT

4320
AAGCCTAGTA

4380
ATTTGGATTT

4440
ATTCRAATTC

4500
ATTAGGATTA

4560
ATATATATAT

4620
ARTAACAATA

4680
CATTCACTAT

4740
ATTATTCCGT

4800
CGACTTCATA

4860
TTTGARTCCA

4920
AGATTTTCAC

4580
AARTCITTTC

5040
AAAGCTTGCT

5100
TITTAATTAA

2160
TATCTGACCT
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TTTTTTCACC

CGTCTAAARCT

AATCTCTTGG

GAATCAGTCG

TTGAATATAT

TCTTAGTTGC

ACAATGAACT

TCTGTTGTCG

CAAGGTTTTA

TCTCTTGATG

ACAAGARTCG

CCAGTCGGGG

TTCCTCCAAC

TTTCCTCAGC

TAGTOGCARG

ACGGGTACAT

GAACGTACGT

<110> Liljegren, Sarah
Yanofsky, Martin F.
The Regents of the University of California

TCTTGTAACA

CCGGAGACAG

TTCCTTGAAL

TGTCCGATCC

ATCCATCTGA

AGAGATTGAA

ACCCCTACTY

CTTGCATTGT

TRCATAACTC

TGCAARTTCT

AGTGTGATAC

CAGTATAACC

CARGACCAAC

CTGAGATCGA

CTGAGGGGAR

TGTTGATGTC

CCGAATTC

LISTADO DE SECUENCIAS

ES 230

ATGATGGGAT

ATTCGGGACA

TTTARGGAAC

ARGAAGGTAC

TTCTTGCCCG

TACATGCAAA

TATTAGCAAC

AGGAARTCGA

TTTTTGGCAT

ARATATCTCT

ATCAAGGGAC

GGAATTATAT

CACCTCTGCA

TCTATAGTGT

CCACTAGTGT

ATGTATGACA

1539713

CGAAATTGAT

TTCAGAATTT

TCAAGRACCT

ATCACTAACT

TTATATTTGG

AARGGGTARA

TTCTCTTTCY

GCTGCAAARC

TTTTGATCAT

GCAGATTACT

AGTTTACGAG

TGCGGTTARC

ACTTGTTTGA

CACCTARATG

CATACGAACC

ATCGCCCARG

15

GARGTACTAT

GAACAGACAC

TGAAAGTAGG

CTCCATCAAT

TTITTCTCTC

AGTARAACCT

GATGATCATC

GATAACATGT

CATTTTTTIC

GAARAGAACAG

TCGGGTGTTA

CTTCTTGAAC

TTCAGTCTAA

CGGCCGCGTC

TCCAAGAGAC

TAAGTATCCA

5220
CAGCAAGAGG

5280
ATTCITGGTG

$340
CTTGAGAAARG

5400
CTCCTTATCA

5460
CAGCACGAGA

§520
ATCTTCCTTC

5580
TTTTTTATTT

5640
ATCTCCGCTC

$700
CGGTAGACAA

5760
GTCTACAGCA

5820
CTTCTTCTCA

£980
CGAATCAGAA

5540
CATARGCTTC

6000
CCTCAACATC

6060
GGTTACACAA

6120
GCTGTGTTCA

<120> Control la dehiscencia del Fruto en Arabidopsis mediante genes INDEHISCENTES 1
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<130> 19452A-000700US

<140> WO PCT/US01/11967

<141> 2001-04-13

<150> US 09/548,971
<151> 2000-04-13

<160>9

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1
<211> 3856
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ES 2 301 539 T3

<223> INDEHISCENTEI (IND1) genémico

<220>
<221> CDS

<222> (2765) .. (3361)_

<223> IND1

<400> 1

ctctagacca
tgcaaatacc
tgtaaaagaa
aaatttttat
tgtattaact
actggtatat
tgtcttgaac
atcttctagce
tggacaacga
atataattag
accttaatgt
gttaaatcgt

aacgttgaag

tctactatcce
atatgtcecat
aaaaccttat
tataagatta
aataaaaagg
tgttgatgaa
tcattaaagg
tttgtegatt
catttagacg
tggtgattat
cgaaagaagc
caaataaaac

aagtcattta

ggttgttgac
atccatcctt
gttaatatca
tacattctet
acgaaagtag
tataacaagt
caatgtgaaa
ttaaatctat
gtatcttaat
aagtttactt
cgtccccact
aacttaagaa

tcgtatccag

ccttaaaget
ttetttegtt
ccgtaggcaa
cgttgtaaga
gaagcttata
atgaacatta
agaagatgtg
gaaatgaacg
tagaccgatt
atccacttga
tcgtgtaatg
ctagaaattg

ctcatatttc

16

tttgaagact
tgaactgaac
aaaaaatatc
gttactccaa
attaattgat
atgcatgaaa
aggtctcatt
caacatatag
aattagtaat
gaatttaaac
agttatgggg
acaccaaaaa

c¢tagctaaga

actagaataa
attctaattt
tcatcatatt
ttgcaagtgt
gttgcatagt
cggggtattt
ttgaaaattt
aaatttcatg
atacttatat
aatgggcaat
gagagatcct
tcataaagag

tcaaatcaag

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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geccgttgaaa
gaaatagaag
gagagagaga
taactattac
cgectcetttt
ctagaaattt
cactatttct
gectecgtacg
aatgagtcca
atatatataa
tttecetttge
cattcacaca
tcgaaaaaaa
ataaaatgaa
atatctgatt
tcacaataac
tcagectttet
ttgatttctt
cttttettgt
catatagtta
agttctacta
gtataatgtg
tattggggaa
actatttgca
taagcaggtt
ggttgggtec
ggaaataagt
acgcacatat
gcaaccattc
cttaaaattt

aaaatatatc

gggcttgtaa
aacaatgatg
agaaaattag
aagagcgact
ttgccctaat
aatcccttgt
tctatctttt
tacgtatacg
tgaaatttgt
ttttgctgea
caaattaatc
acactaaact
tttagttatg
gtaatattga
aaattgttca
taatatatat
ccaacctact
atgtttttta
tttctaaagt
tctettaata
atgtttgergt
ggttaaattt
tcagtatatt
aaattataat
tgaatcttgg
aaaagccttt
tgagtcataa
taagaagtta
ataaaacaat
acatataaat

ataaaatgag

ES 2 301 539 T3

gaaaatgtcg
ttaaattgcc
gtcaaaataa
tatgcttect
ttcgtaaagt
tcttgatete
gtggtctata
aatttaaatg
tagcgaaaaa
aaacttager
acatgcacgg
taattagaac
aaaacaattc
tatgtatgta
tgcaggccca
tcaaaaaaat
aaactagttt
tttatggaat
tacttttgta
tatgtctagt
aaaaaatetg
agtaattette
agcttgggta
ttagtcccga
aaaattttgt
tcaaaagttc
aaaataatqgg
gtttetette
actattaaag
ttacaaaaca

acatatatcc

aagaaaccgt
tattttggtg
tgagcactaa
tatggcaatg
ctctecteoett
gctttttgag
ggattttget
gttataacaa
ggtagaaata
ttaatcatga
atttttggca
tctaggaaat
cagaattaaa
ataacatatc
tgtcactatg
agttttgtca
ggaatgttet
tttaagacygg
aactcatctc
tgataaaaaa
atattatgaa
tacataaata
actatacttc
aaaatacaga
atacataacc
cattttttaa
ttattttgta
actaccaaat
aatataaata
tctaattaat

tataaaaaaa

17

ggggtttaga
tataggagtt
aaatggagac
atatccaaac
cttegteecte
taaccatgat
ttatatgtgt
ggtttatata
tattgagtet
tctaatcgata
agttatgtgt
attttaaaat
catgagctat
tgattgcggt
atgtcatcac
gattaaattct
cttetttatt
attgtttagg
ctcccaatta
aatgaaaaaa
tctaatcaat
agaactgtaa
tggaaatact
cgacgggaca
tatataaata
attcaaggac
aggtttrtte
atcaattaat
atcacaaaat
tgaaacagaa

aaatgaggca

agaaagacaa
gtcaaaagag
atgtgttgag
caaagtgcaa
aggaaaaacc
tttgaccaca
ttcttgtatt
aactagcaca
ttaaacggeca
ttcttetttaa
cgaattcttc
gacaacttta
ataatttaag
aaaaaaaaac
gtttttatcte
tttttggtgg
tttettttte
tegtttotet
gacagtcaat
tactggtggt
ttetttgatc
tgttgatgta
tgaagattta
cgacaacata
ctaatgttct
attttracata
tttgattaaa
ttaaaaccat
attaaataca
aggaaaaggt

tatgaagtaa

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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ES 2 301 539 T3

ataataagag acatgcatgt aagcattcgg ttaattaatc gagtcaaaga tatatatcag 2700

taaatacata tgtgtatatt tctggasaaaza gaatatatat attgagaaat aagaaaagat 2760

gaaa atg gaa aat ggt atg tat aaa aag aaa gga gtg tgc gac tct tgt
Met Glu Asn Gly Met Tyr Lys Lys Lys Gly Val Cys Asp Ser Cys
15

gte
val

gag
Glu

ctt
Leu

atg
Met

gag
Glu
80

gce
Ala

aac
Asn

egt
Arg

atc
Ile

gce
Ala
160

cct

Pro

tat
Tyr

1

tcg tcc aaa age

Ser

cct
Pro

cte
Leu

tta
Leu
33

tac
Tyr

gtc
Val

cge
Arg

cgg
Arg

gtg
val
145

ata

Ile

cac
His

tac

Tyr

Ser

cag
Gln

aca
Thr
50

gat
Asp

gat
Asp

atg
Met

cgt
Arg

cgt
Arg
130

cee
Pro

cgt
Arg

tct
Ser

cac
His

Lys

cct
Pro
3s

caa
Gln

cca
Pro

gaa
Glu

cag
Gln

aac
Asn
115

cgg
Arg

ggt
Gly

tac
Tyx

cag
Gin

aac
Asn
195

Ser
20

cac
His

gaa
Glu

cct
Pro

gac
Asp

cce
Pro
100

gta
val

gaa
Glu

ggt
Gly

acc
Thx

att
Ile
180

tee
Ser

aga

S

tce

aac

cac

Arg Ser Asn His

cat
His

cac
His

ccec
Pro

atg
Met
85

gta
val

agg
Arg

agg
Arg

gcg
Ala

aag
Lys
165

gga
Gly

caa
Gln

ctc
Leu

gca
Ala

gaa
Glu
70

gat
Asp

gac
Asp

ata
Ile

atc
Ile

aag
Lys
150

tte
Phe

gct
Ala

cee
Pro

cte
Leu

gct
Ala
55

ace
Thr

gcg
Ala

ate
Ile

age
Ser

age
Ser
135

atg
Met

ttg
Leu

cet
Pro

tga

atg
Met
40

(444
Phe

cta
Leu

atg
Met

gac
Asp

gac
Rep
120

gag
Glu

gac
Asp

aaa
Lys

atg
Met

tgaactacac agaagctcge tagctagaca

agce
Ser
25

gat
Aep

cte
Leu

ate
Ile

aag
Lys

cct
Pro
108

gat
Asp

aag
Lys

aca
Thr

cg9g
Arg

gct
Ala
185

10

ccec aaa
Pro Lys

tgg aac
Trp Asn

aat gat
Asn Asp

cac ttg
His Leu
5

gag atg
Glu Met
90

gce acg
Ala Thr

cct cag
Pro Gln

atc cga
Ile Arg

gct tee
Ala Ser
155

cag gtg
Gln Val
170

aac ccc
Asn Pro

aga
Axg

aaa
LYB

cct
Pro
60

gac
Asp

cag
Gln

gte
val

acqg
Thr

att
Ile
140

atg
Met

agg
Arg

tct
Ser

agce
Ser

gct
Ala
4s

cac
His

gaa
Glu

tac
Tyr

cct
Pro

gqtg
val
125

cte

Leu

cte
Leu

att
1le

tac

Tyr

atg
Met
30

aat
Asn

cat
Hie

gac
Asp

atg
Met

aag
Lys
110

gtt
val

aag
Lys

gac
Asp

ctt
Leu

ctt
Leu
190

atg
Met

gat
Asp

cte
Leu

gaa
Glu

atc
Ile
95

ccg
Pro

gct
Ala

agg
Arg

gaa
Glu

cag
Gln
175

tgt
Cys

2809

2857

2905

2953

3001

3049

3097

314S

3193

3241

3289

3337

3391

tttggtgteca tcctctcaac ctttttcatg ttgatatatt atatatagat gcataaagat 3451

tegatccaag attgtatggg tgttttaata ttattattct aagatatatg atgtacaatt 3511

gtgtaccaag tttctttatc ttgatatcat atgcataaat aattggtgaa taaaaagaag 3571

18
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atattgattg taaacaaaaa

tatgaaagct ttggectgea

tatcaaatac ttttttaatt

aggttatata tggattagca

catccaccaa agaagaaace

<210>2
<211> 198
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

ES 2 301 539 T3

<223> proteina INDEHISCENTE!1 (IND1)

<400> 2

Met
Serxr

Pro

Leu
€65
Tyx

val

<210>3
<211> 2765
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> regién no traducida 5’ del promotor de IND1

Glu
Ser
Gln
Thr

50
Asp
Asp
Met
Arg
130
Pro
Arg
Ser

His

Asn
Lys
Pro

3s
Gln
Pro
Glu
Gln
Asn
118
Arg
Gly
Tyr
Gln

Asn
195

Gly
Serxr

20
His
Glu
Pro
Asp
Pro
100
val
Glu
Gly
Thr
Ile

180
Ser

Met
Arg
His
His
Pro
Met

85
val
Arg
Arg
Ala
Lys
165
Gly

Gln

Tyr
Ser
Leu
Ala
Glu

70
Asp
Asp
Ile
Ile
Lys
150
Phe
Ala

Pro

Lys
Asn
Leu
Ala

55
Thr

Ile
Ser
Ser
135
Met

Leu

Pro

Lys
His
Met

40
Phe
Leu
Met
Asp
Asp
120
Glu
Asp
Lys

Met

Lys
ser

25
Asp

Ile
Lys
Pro
105
Asp
Lys
Thr
Axrg

Ala
185

19

aaagaagata ttgattgtta
aattaatttt cgatatatat
tgactataat ttgtatcaat
aaaaagaaaa caaccattat

atcctcaaga gggttcccte

Gly

10
Pro
Trp
Asn
His
Glu

90
Ala
Pro
Ile
Ala
aln

170
Asn

attagggett gatcattctg 3631
atatatatat ggagaatata 3691
tatctgaatc tgatgagtgt 3751
tacgcaccta cattaaaaat 3811

tagag 3856

Val Cye Asp Ser Cys Val
15
Lys Arg Ser Met Met Glu
10
Asn Lys Ala Asn Asp Leu
45
Asp Pro His His Leu Met
60
Leu Asp Glu Asp Glu Glu
75 80
Met Gln Tyr Met Ile Ala
95
Thr Val Pro Lys Pro Asn
110
Gln Thr val val Ala Arg
125
Arg Ile Leu Lys Arg Ile
140
Ser Met Leu Asp Glu Ala
155 160
Val Arg Ile Leu Gln Pro
175
Pro Ser Tyr Leu Cys Tyr
190
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<400> 3

ctctagacca
tgcaaatacc
tgtaaaagaa
aaatttctat
tgtattaact
actggtatat

tgtcttgaac
atcttctage
tggacaacga
atataattag
accttaatgt
gttaaatcgt
aacgttgaag
gccgttgaaa
gaaatagaag
gagagagaga
taactattac
cgetectttt
ctagaaattt
cactatttct
gctcecgtacg
aatgagtccea
atatatacasa
tttcctttge
cattcacaca
tcgaaaaaaa
ataaaatgaa
atatctgatt
tcacaataac
tcagetttct
ttgatttett
cttttettgt
catatagtta
agttctacta
gtataatgtg
tattggggaa
actatttgca
taagcaggtt
ggttgagttce
ggaaataagt
acgcacatat
gcaaccattc
cttaaaattt
aaaatatatc
ataataagag
taaatacata
gaaaa

<210>4
<211> 496
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

tctactatcee
atatgtccat
aaaaccttat
tataagatta
aataaaaagqg
tgttgatgaa

tcattaaagg
tttgtcgatt
catttagacg
tggtgattat
cgaaagaagc
caaataaaac
aagtcattta
gggcttgtaa
aacaatgatg
agaaaattag
aagagcgact
ttgccctaat
aatccctrgt
tctatcttet
tacgtatacg
tgaaatttgt
ttttgctgca
caaattaatce
acactaaact
tttagttatg
gtaatattga
aaattgttca
taatatatat
ccaacctact
atgtttttta
tttctaaagt
tecttttaata
atgtttgtgt
ggttaaattt
tcagtatatt
aaattataat
tgaatcttgg
aaaagccttt
tgagtcataa
taagaagtta
ataaaacaat
acatataaat
ataaaatgag
acatgcatgt
tgtgtatatt
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ggttgttgac
atccatcett

ccttaaaget
ttcttetgtt

tttgaagact
tgaactgaac

gttaatatca ccgtaggcaa aaaaaatatc
cgttgtaaga gttactccaa

tacattctct
acgaaagtag
tataacaagt

caatgtgaaa
ttaaatctat
gtatcttaat
aagtttactt
cgtccccact
aacttaagaa
tcgtatccag
gaaaatgtcg
ttaaattgec
gtcaaaataa
tatgcttcct
ttcgtaaagt
tcttgatcte
gtggtctata
aatttaaatg
tagcgaaaaa
aaacttagcet
acatgcacgyg
taattagaac
aaaacaattc
tatgtatgta
tgcaggccea
tcaaaaaaat
aaactagttt
tttatggaat
tacttttgta
tatgtctagt
aaaaaatctg
agtaatttte
agcttgggta
ttagtcccga
aaaattttgt
tcaaaagttc
aaaataatgg
geeeteetee
actattaaag
ttacaaaaca
acatatatcc
aagcattcgg
tctggaaaaa

gaagcttata
atgaacatta

agaagatgtg
gaaatgaacg
tagaccgatt
atccacttga
tcgtgtaatg
ctagaaattg
ctcatatttce
aagaaaccgt
tattttggtyg
tgagcactaa
tatggcaatg
ctctectcectt
gctttttgag
ggattttgct
gttataacaa
ggtagaaata
ttaatcatga
atttttggca
tctaggaaat
cagaattaaa
ataacatatc
tgtcactatg
agttttgtca
ggaatgttct
tttaagacgg
aactcatctce
tgataaaaaa
atattatgaa
tacataaata
actatacttc
aaaatacaga
atacataace
cattttttaa
ttactttgta
actaccaaat
aatataaata
tctaattaat
tataaaaaaa
ttaattaatc
gaatatatat

20

attaattgat
atgcatgaaa

aggtctcatt
caacatatag
aattagtaat
gaatttaaac
agttatgggg
acaccaaaaa
ctagctaaga
ggggtttaga
tataggagtt
aaatggagac
atatccaaac
cttcgtcctt
taaccatgat
ttatatgtgt
ggtttatata
tattgagtct
tctaatgata
agttatgtgt
attttaaaat
catgagctat
tgattgcggt
atgtcatcac
gattaaattt
cttctttatt
attgtttagqg
ctcccaatta
aatgaaaaaa
tctaatcaat
agaactgtaa
tggaaatact
cgacgggaca
tatataaata
attcaaggac
aggtttettt
atcaattaat
atcacaaaat
tgaaacagaa
aaatgaggca
gagtcaaaga
attgagaaat

actagaataa
attctaattt
tcatcatatt
ttgcaagtgt
gttgcatagt
cggggtatce

ttgaaaattt
aaatttcatg
atacttacat
aatgggcaat
gagagatcct
tcataaagag
tcaaatcaag
agaaagacaa
gtcaaaagag
atgtgttgag
caaagtgcaa
aggaaaaacce
tttgaccaca
ttecttgtatt
aactagcaca
ttaaacggca
ttttectttaa
cgaattcttce
gacaacttta
ataatttaag
aaaaaaaaac
gtttttattt
tttttggtgg
tttettttte
tcgtttetcet
gacagtcaat
tactggtggt
ttctttgatce
tgttgatgta
tgaagattta
cgacaacata
ctaatgttct
attttacata
tttgattaaa
ttaaaaccat
attaaataca
aggaaaaggt
tatgaagtaa
tatatatcag
aagaaaagat

60

120
180
240
300
360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2765
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<220>

ES 2 301 539 T3

<223> regién no traducida 3’ del promotor de IND1

<400> 4

atgaactaca
gttgatatat
attattattce
tatgcataaa
attgattgtt
tcgatatata
tttgtatcaa
acaaccatta
agggttcect

<210>5

<211> 5622
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

cagaagctcg
tatatataga
taagatatat
taattggtga
aattagggtt
tatatatata
ttatctgaat
ttacgcacct
ctagag

ctagctagac atttggtgte
tgcataaaga ttcgatccaa
gatgtacaat tgtgtaccaa
ataaaaagaa gatattgatt
tgatcattct gtatgaaage
tggagaatat atatcaaata
ctgatgagtg taggttatat
acattaaaaa tcatccacca

<223> SHATTERPROOFI (SHP1) genémico

<220>
<221> base modificada

<222>(935).._(941)_
<223> n = cualquier nucleétido

21

atcctctcaa

cctetteteat

gattgtatgg gtgttttaat

gtttctttat
gtaaacaaaa
tttggcetge
cttctttaat
atggattagce
aagaagaaac

cttgatatca
aaaagaagat
aaattaattt
ttgactataa
aaaaaagaaa
catcctcaag

60

120
180
240
300
360
420
480
496
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agatctgcaa
agataatgct
gatttctgta
ttgetttcag
cttettcact
ataattaacc
gaagattaga
ctcatagata
tttaagccta
acaaaaaaat
gtttctattt
cgatgtctag
acccacgcaa
tgaaactaag
gaaaaatgaa
aggattcagg
tatttttaca
gtatagcgta
tgaatgtccce
attccaaaat
cctaaatgat
agagttgcga
tttcttaaaa
ttcttgcaaa
atcttcatga
cttgattcac
tggtaatgca
aggagtttca
ccatgaaaga
ttetetetet
ctgtaaaaag
agagaataaa
agatgatctg
aaaactaata
ttcaattgaa
gaacaacata
tttctcttca
cttgagaact
gatttaaaat
atgtttertg
ctcttaaaca
tggatttgat
attagectte
atttggtgat
tagcaagaaa
tcaagttact
cttgtgtgat

cagtgaaaag
tattccctaa
tcagtggtca
tgcaattcta
aagacacaat
tcataatcaa
tacgtatatt
gtaatatcat
aaagtagtgt
cgaaaagaaa
aaaaaatgct
atactcagaa
aagaaaagac
agagtgaaag
gatgaaggac
tactaggaga
atttaattea
ctttacatata
cacgcaaaaa
taccataaac
tcatgaatcc
tatttgtaat
gtaaaacttg
aagagttcgt
acattaagaa
atacccattc
gaagggtaaa
aaagatggtt
aatcggatgag
cttattatta
aaaatacaca
aaagtgtgag
tccattttet
accttetgtt
aacccataaa
attagaaaag
agaacagttt
caggtaaggt
aaatgtttet
gttattgcett
cacaaagttt
ctatttcttg
tctetetete
gtcatatatg
ctagggagag
ttctgcaaac
gccgaagttg
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agaaaacaaa
tatgttgcca
tatttgtgga
attcacacgt
acggcaaacc
gattcaatgt
agtagattta
tgtcaaattc
attcgcatat
ataatctgtt
tgaaatttga
tttaatcaag
taatatgatt
attcgaaatc
taaagaacaa
agttgaggca
cctaagttat
tgaaataaat
aaaatccctce
ttttggttta
ttcaataatc
ttggtgacct
attttatgtt
taactgcatt
aaacaatatt
tagactttgg
aaaaggaaga
ctgatgagaa
tcecteettea
accatttaat
tctcacttat
tttetaggta
tettetttet
ttcagcaact
ccaaaataga
cagaagcagc
ctcattacce
tgtgaatatt
tctttctetg
atcaacaaag
ctttatettt
gttatgtatc
tctagatate
gatcaatgga
ggaaaataga
gacgcaatgg
cectcgtcat

atggacttga
gccaagtgte
tccaacgtat
ttaactttaa
tttcagatta
ttctaaatat
gtctttegtt
ctcteggttt
gacttatcgt
aaatatttet
cagttatgtt
atgtcttatc
tttatttggt
cacaatgttc
taagcaacta
agttnnnnnn
tatgcatttc
taaatatgtc
caaatatgtc
caaaagattt
tgaagtttqgc
taaacttttt
ttagggttct
cttcaacact
tggtttcggt
cataaatttg
gagaaaaggt
acagagccca
atgtcctcca
taatttcccec
agatatccat
tgttgagtat
tctgtgtata
agggtettat
tattacaaaa
agttaagtgg
acctteteet
atgcaccatt
attcttgtgt
agatttgatc
tagttacatc
ttgatcagga
tttcttgaat
ggaaggtggg
gataaagagg
tcttctcaag
cttetecact

22

agaggttttg
aaattggceet
tcatcatcaa
catgcatgtc
tattaatctc
atatggacaa
tgtgcgataa
agtcgctaaa
cctaactttt
taagtactce
caacaatttt
aaatttgttg
ctggatattt
aagagagctce
cttataccct
nattgattca
tcatcattgg
ctcacgttge
caccttttect
ctagaaattg
gatattttcg
ttgataaaga
agctcaactt
ataaagtgat
tagagcttgg
atacgataga
gagaaagatt
tceetetect
cctactctte
ttcaatttca
atctatttat
gtgctgtttg
aatatatttg
aaccttcaaa
ggaaagagag
tactgagata
ttctgetgat
cattaaccct
aaccaattca
attataaagt
cctaattcta
aaagggattt
ttagaaatct
agtagtcacg
atagagaaca
aaagcttatg
cgtggecegtce

acaatgccag
tttaaatatg
gttctcaagt
attataatta
cataaatgaa
aatttacacg
gattaaccac
ttgtatcttt
tttttaatta
attaagttta
gaatcatgag
tcactcgagg
ttgtagagga
aaagcaaaaa
atttccataa
aattttcatt
tacattttct
aagtagttaa
tttettttta
aggaagatat
attttcttca
gtaaacgttt
tgtatcatat
tatcaaaaac
ttttgettgg
gagtatctaa
accaaaaata
ttteccectte
tcttctttct
gtttctagtt
atgcatgtat
gacaattgtt
agcacaaaga
gaaatattcc
atatcttcaa
aatgatatag
ctatcgtaat
aaaaataaga
tgggtttgat
agattaataa
gaccagaaca
gatcatcaag
ttatrtaatt
acgcagagag
caacaaatcg
aactctcrgt
tctatgagta

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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cgccaacaac
taaacaagat
ggttaattta
tagtactcte
gcaagaagaa
tttcactecte
tttaattettg
ttgacacgat
gtctggtgaa
tttaatccca
ctcettetta
aagtcctaaa
tgtaaaattg
gtgtatatat
ctcagagaag
cttcatttgt
acattgaatc
aatttcgaaa
gtttataata
tgtgttagaa
aaagccttcce
tcctacaatg
aattgaaagg
taatactcag
tatatatatg
gaaacggttt
ctctaagctt
ttcatgaact
ttgtagettt
tgttggggaa
tgaaaaagga
tgtctetgte
gagaatcttg
aacgtttete
cccataaatc
gttagccacg
ctaagataac
gccagattga
tccggtgtat
cttcttgaac
ctcaaaacat
cattttatat
aaaactgttg
cgagatccaa
gtgcctttta
acaattagag
aattaattat

aggtacgctt
cctagticaa
gaaaaccaga
tectctatat
gaagaaaaag
ttttctgcaa
acggcccatce
ttagcatgta
actagggaca
acaaaaatga
aataacttta
aatcaataaa
tacaaataat
atatatatat
tgtcggaaat
tegttattag
atgtaatata
ccataatatt
ccttgtgaat
taaatttata
cttttcagga
tatacatcta
tacaagaaag
gtaccaattt
atcaacaaaa
cgttatggtg
cggaggcaga
cttcgatttg
ctttagaagt
tcacttggtt
atcagecgtg
teteteteta
cagaatgagc
ccattccaag
atgtgtagga
ttctgttceca
gtgaataaca
atccggacca
ctteotcatga
cgaatcagca
gataacttgt
ttataacgcg
tttctttget
agtttgtcat
atatttacat
acaagcaaaa
ggattacaaa
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ctectactcet
atgataacaa
tttcacttgt
atgtgtgggt
ttatcttgte
atcatttgaa
aaatttccta
tatataaaaa
aagtctactg
aacaaaattt
tattatgtag
cacacggatg
gaaattaaag
gtatatttgt
taaaatggta
aaaaaaaaaa
cacgatacat
tactagtatg
taagaaaaaa
aattetceree
aaaaaaacat
argttttttc
cttgttccga
atattgtttg
aatataacct
tttgaataca
ttcgagatat
gtattaggtc
tgtettgtet
cettgaactt
teccgetccaa
tatatagtec
tgttagtggc
taattagatc
aatggagttg
aatcttaatc
agaaaacttt
gcaggaateg
ccagtcgcag
attcteccgge
ttetteccet
actgtgtatt
taattacatc
acaagattag
atagttgcag
ctataaacat
aataaaaact

<210> 6

<211> 6138

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<223> SHATTERPROOF2 (SHP2) genémico

atttcttgat
agtggggatt
tgatacattt
gtgtgtgtaa
ttctcaaatt
cctgatgcat
gggtttactt
taggggatga
atgagttgtc
tgagaattta
atttgtattt
actttgtcta
atttagtcte
tgcattgata
cgagccaatt
aaaaaatcct
ggtctaatte
tttatatatce
aaaaaaaaac
tcgtactggt
ttcgaaatta
cgcgatctta
tgccgtcaac
attctctttg
acaaaaagag
tggatttttg
tcagaattca
acttaatttg
aatgttcatg
caaggaactc
aaaggtaaaa
cttagtttat
agagatagag
tttettegte
caacacaata
tcaatatcta
tgtttttggg
agtgtgatac
cattataatc
caagaccaac
cataacgatt
catagtttag
aacatttaaa
acgcatacac
cttcgattag
tgatcataaa
tacaaaagat

23

ctrtgttttet
gagagccaag
aatatctcte
gtgtgtatat
ctgatcagcet
gtcagtttet
cagtgaacaa
tcaagactta
actagggatc
tatgctgaag
agggtaattt
acattgtatc
ttetatetet
tatcaatgag
ggaatctctg
ttaaagatac
ctcctcaaac
cttactttaa
ttgtggatct
cagatattgg
actctaatta
cttattagtg
ccteectteeg
ttttatctte
agagttcaag
aagtactatc
aataggtaat
gtgtcggtcee
tttacaaatt
aaaaacctag
tctacgttge
atagttcatc
tatatgcaga
tttgtgaggyg
acatgtacct
ctcttttctt
tttaatagat
aagggacgac
ggaactatat
ctcetettca
aagagagaga
gttctaataa
tccaaagttc
gatcagttaa
atcatgtcca
atgattacaa
ct

taattttaac
attagggttt
tagctagatt
gtatgcaaat
ttgaccttag
acaatacact
aattgggttc
tgtaacctct
cattrtgatca
tttttecaace
gtccaactag
agtcatcaaa
tttgtttagg
agggagagaa
gcattctgag
cttcatgatg
cctaattacce
gacattgttt
attcaagcca
tccaaactee
atcaagaatt
tgaggggtac
tcaccgaage
ttcttttcat
gaaatgcatt
agcaagaagc
tcattaactt
aaaagtccgce
gaaggcatat
aaggacgtct
tctctetetg
accctttegt
agagggtaag
tttgagttte
gcgagcaaag
cattgtataa
agccgaaggce
agtttacgaa
tcecggtgaac
acttgtgtaa
cgagagagtt
tgataataac
taaaacacgt
tagattttaa
ccaaacacte
catgtccata

2880
25940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
52890
5340
5400
5460
5520
5580
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<400> 6

gaattegtaa
gatagctcga
tctaacattg

aactatcaag
gaggatagag
taaasatttg
ctacccaact
gagttcttac
atatatacac
acaagccagg
gttctaagaa
tccaaagtet
aaaagatutct
gattggacgt
tggaaatctce
attatcaatc
agcaatcttt
ttctatttga
ttatattact
caaagcatat
ctctcatcaa
tgaatgtgaa
gaggaatggg
tgagaaaggg
gcrtttcattt
ctcttttgte
ccgttggact
aaccagttat
tactatttac
ggtagttgac
cactcatata
atttttetta
gggcaataaa
gtgatctctga
attggatgget
ctttctttet
atttcaatct
agaaaatgtt
gtttgaaaaa
agaaatattc
ttgaagcagce
aattaactct
atcttgctaa
tttctceccaat
gagtgcaaaa
atggagggtg
atagagataa
aatggtttac
gtcatcttct
agctagatct
grttttcaat
ctctttaaaa
tttctecttag
cttgttecag
tatgtcagtt
agattgatca
ataatatata
tagggagaga
ttgttaaatce
tccgatccat
tctccacttce
agctcatget
aaaatategt
taatctataa

cagaatttag
atatcgttat
ttggactctc

ttgcatttgt
aagcatgact
acaaatatag
agagcatcaa
tcttctttca
aaaagcttga
taaagaatct
agaaaaaaat
tgggtttagt
tttctetttco
atacacaatt
tctttcttac
atcgttcaat
acataattca
ttatgattat
tcacgcectaat
actatatatt
gttctttctt
aatgtgtgtt
caaaacacaa
ttcatggata
actttattag
taaattacgt
aacctaatgt
aatatatact
agttLLoetee
aagttataac
aaccacccaa
tatataaaat
aagaaaagga
tgagaaacag
cctecttcaa
tcttectttet
aaatgtatgc
agaagtaatg
aaactaccaa
ctctaaaaga
agttaagtgg
ctcataattc
gccaggtatg
caaattcttc
ggatttgatc
gtgcgagtaa
agaggataga
tcaagaaagce
ccactcgagy
tgattttgte
ctectatggtc
atccccaaaa
taaaaaagca
tcacttttce
tgtacaagac
ttaggtttcc
ttatrttgget
ctagtaggtg
aagaaaatga
caatcaagaa
aagttgggga
catttcacca
ttrtatttge
gtcaagtctc
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tgaataatat
taaagagtaa
tattgctcga

aaaaaccaaa
ccaggectge
tgtttatcee
aacgtcttge
acagaaactt
aacttcttca
ccaacgcatt
atctcaaagt
atccctatga
acaagagtta
tgattatgat
ccatttatat
ttgataaaga
tctttcttac
tttgtcataa
taactcttaa
gagaatatag
gaaatgattt
gctcgttaag
aagagtttce
atgactacac
tttcatcttc
aatatgatgt
ccaagattaa
cttaaattgc
aattggcaag
actcatatte
attcttagca
gccaggtaaa
gaataaaaag
agcccatace
tgctctetee
aatttgatcat
atatagaatct
gtccatgttce
accttctgtt
aattataaac
tactgagata
atcttcccat
gttattgatg
agttaatcct
tatttctctt
tgaagtagca
gaacactacg
ttatgagctc
ccgtetctac
gaattttttt
tctttatagt
ttagggtttg
gtgagggtce
teccacaaate
acttcgatca
atcatagtaa
atataaaaaa
ttetgtcttct
atcagggaca
aaataacgaa
ctcgtcattt
ttttgattat
ttggctagte
atatcatgga

tgtaattacc
atgatccaat
aatgatgcat

catttaaatt
atgcaacaag
tattatatga
aatcgcaata
tctcaaacgt
agcaaaagaa
gttacgrtet
aaacgttgga
atggtatteg
gtgatcaata
acttgagtaa
actacttcectt
tttaacattt
atatatatat
agctagtaaa
cacaacaaga
accacgaaag
tgcagaattt
aaaattgaat
tttcgtaact
acatgattag
tctaattata
aattaattat
gacttgaaca
catttctgaa
aacactgaaa
atataaccce
tattagctaa
tattaacgac
ggattaccaa
tctcttttte
ccacccaatc
tttctaccac
taattaaaag
tttctttcee
ttctgcaaat
Caaaacagaa
ataagaatag
cctcacttct
atttacactt
tataaaccat
gtgtttatac
gagagcagca
aatcgtcaag
tctgtettgt
gagtacgcca
tctagaataa
teeteeccete
tttaaaacta
tctctgatca
cttataacag
atttgatgac
tgaaaaagta
gctatgtaga
gacacttctce
aagcttattg
acagaaaatt
cegtttttet
ttgtetgett
aatactataa
tctaagttaa

24

aggcaaggac tctccaaacg 60
atgtaagcca ttgttgatca 120
acctaatcat ttattcagtt 180

cagatttgat
aaaaaggaag
gacagaattt
atgaaaccca
ctttagcact
tctttgtggyg
catgaaccta
aattttctga
gaatatgttt
acttatgcac
aaatcacctyg
ttcattaaaa
tttgtcacag
tacctttttc
ttaaacactce
actagtgcat
tcaatcaaaa
ccaacttaat
agaagtacaa
acaattaatc
tcattccccocg
ttgtegcata
caaaataaat
taagaatttt
cacaaccaaa
tcttattcat
attctaacgt
atattggttt
atgcaatgta
aaaaggaaag
cctctaaaca
caaacccaac
ttaattccaa
aattaggtgt
tttccttcta
gggtttttaa
AcCcCaazaaca
tatctrtagg
ctttcttect
ttttctaaaa
ttctttaatce
ttcagctagg
agaagatagg
tcactttcetg
gtgacgctga
acaacaggta
agtttcgact
agtttcectctg
gggaacccta
ttaattagca
tatctatata
ccatcaagtt
gggttcttga
ttccttaaaa
taatcttteg
ttgagtcact
ttgatttteg
atacgtttcce
tttaaagata
ttgaggttga
aactagtaaa

atcacttaca
aaaataatgt
gaataaaatc
ttteccttett
gtgacgttag
agttaaggca
tttattatat
tgaagggaaa
tcgtcaaaac
taattaatga
tcctttaatt
ttaaatttca
ggctagtaaa
ttcattagta
gatatgagaa
attcaacettt
gacctaccag
taattcgaca
tgaaaatgat
aatgcaaatc
tgggctcect
tatgatgcag
attcaaattg
ggaaaaacta
taataatata
tgtctcgete
tgacgacgaa
aattggaaat
tataggagta
tttccaaaag
tgaaagaaaa
tgtcttetet
tcaatttcaa
gtgatatcttg
taacacttca
atacttccaa
asaaataaag
ccaatgaaca
gatataatta
gttecetceccet
caaggtgttt
gcrtatagaa
gagagggaag
caaacgacgce
ggttgctett
cacatctttt
cttctggtgg
aagctcaaat
ccttaacttc
tcccccatac
tgtatctatt
ctatttctgce
taaaattata
attgatctcac
gtgaatcctt
taattaatca
attgttattt
agctattaac
aatgtttcca
tgtatgacta
tttgtagttt

240

300

360

420

480

540

600

660

730

780

840

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
22890
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3iseo
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3B4o0
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<210>
<211>
<212>

caatgtgaac
tttgattaac
tattatcaaa
tacttttgac
gtatatgaat
gcaaaagatt
atgtaaatgt
ctagagtagg
gtgaattttt
tgtgtcgtac
tceetateet
cacttttttg
atatatatat
atatccaaaa
tctgtegget
ctttctgtgt
tatatatata
acagttatag
cgattgcatc
ctttgtgtga
ccgacgeegt
tacacctagce
ttetttcace
cgtctaaact
aatctcttgyg
gaatcagtcg
ttgaatatat
tgttagttgc
acaatgaact
tctgttgtcyg
caaggtttta
tctettgatg
acaagaatcg
ccagtcgggg
ttcetecaac
tttecctcage
tagtcgcaag
acgggtacat
gaacgtacgt

7
51
PRT

tttcacaacg
aaaagaggaa
agtgtagtta
atttctcaac
atgaaagcat
tacaaatatc
aatgttcaaa
gaatctattg
taatctaatt
ataaattgaq
cttctecgat
gggaagtaca
atataacttt
aagaagqcegce
gaatttaagg
gttttgtata
catatatata
tttcgtgtgt
tatttacata
atgttgatga
taaccctccyg
tagctagttc
tcttgtaaca
cecggagacag
ttecttgaac
tgtccgatce
atccatctga
agagattgaa
acccctactt
cttgcattgt
tacataactce
tgcaaattct
agtgtgatac
cagtataacc
caagaccaac
ctgagatcga
ctgaggggaa
tgttgatgte
ccgaatte

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: dominio de unién a ADN hélice-bucle-hélice (b HLH) basico de IND1

ES 2 301 539 T3

actaaagaac
tgcattatgt
accttcttat
ttcagcttte
aacgttatgc
atgttcttgg
tattaattca
acttgacctg
aggccaaasat
accaattcca
ttgctactte
cattagggtc
gtgagatgtce
aaacaaatca
tttggcgtac
tccagaagat
tatatatatt
ctttgtttta
tatagctacc
agtgtgagag
accatcaccg
gttaattact
atgatgggat
attcgggaca
tttaaggaac
aagaaggtac
ttcttgcecg
tacatgcaaa
tattagcaac
aggaaatcga
tttttggcat
aaatatctcet
atcaagggac
ggaattatat
cacctctgca
tctatagtgt
ccactagtgt
atgtatgaca

tgatctgaag
atgtagaaac
cttcaaacace
cattatacaa
aaagattetct
taaaaacata
ggaaaaacaa
aaaatcactt
atatactagce
attaactaag
tttettttgt
ttctcgaact
actgttaata
tatactatat
aaactttgrt
aaaaatatca
tttcteteet
cttgtggtgg
acaaaaaaga
gaacaataga
aagctaatac
taatttcttc
cgaaattgat
ttcagaattt
tcaagaacct
atcactaact
ttatatttgg
aaagggtaaa
ttctettect
gctgcaaaac
ttttgatcat
gecagattact
agtttacgag
tgcggttaac
acttgtttga
cacctaaatg
catacgaacc
atcgcccaag

tttataatgg
atgtgatata
ctcatgettt
cagcacaatg
agcttttctt
cttgcctecag
agaagaagca
ctttttetta
ctaaaatata
agcatatgca
atgttttcaa
ttgattatac
gataataggc
ggtactggtc
tcaaaccttt
atttctttaa
ggttttagtg
tttaagtttg
ttgcatttta
aaggtacaag
tcaggttagce
ttcttttagt
gaagtactat
gaacagacac
tgaaagtagg
ctccatcaat
ttttectecte
agtaaaacct
gatgatcatc
gataacatgt
catttrteee
gaaagaacag
tcgggtgtta
cttcttgaac
ttcagtctaa
cggccgegtce
tccaagagac
taagtatcca

acatgactaa
tatatgtttce
agtagtatct
taaattactt
tttctgtttt
ccacatatge
aaattagctt
aagcctagta
atttggatte
attcaaattc
attaggatta
atatatatat
aataacaata
cattcactat
attattccgt
cgacttcata
tttgaatcea
agattttcac
aaatctttte
aaagcttgcet
ttttaattaa
tatctgaccet
cagcaagagg
attcttggtg
cttgagaaag
ctccttatca
cagcacgaga
atctteettc
gectettatte
atctccgetce
cggtagacaa
gtctacagca
cttcttctea
cgaatcagaa
cataagcettc
cctcaacatc
ggrtacacaa
getgtgttca

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
3860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
$880
5940
6000
6060
6120
6138

Ile Ser Asp Asp Pro Qln Thr val val Ala Arg Arg Arg Arg Glu Arg

<400> 7
1 s
Ile Ser
20
Lys Met
35
Phe Leu Lys

50

10

25

40

25

15

30

45

Glu Lys Ile Arg Ile Leu Lys Arg Ile val Pro Gly Gly Ala

Asp Thr Ala Ser Met Leu Asp Glu Ala Ile Arg Tyr Thr Lys
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<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador para la amplificacién de regién genémica IND1 de ADNc

<400> 8

gatgaaaatg gaaaatggta tgtata

<210>9

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador para la amplificacién de regiéon gendmica IND1 de ADNc

<400> 9

gttcatcagg gttgggagtt gtg

ES 2 301 539 T3

26

26

23
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