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DESCRIPCION

Proteinas relacionadas con el estrés por factores de transcripcién y métodos de utilizacién en las plantas.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general a secuencias de dcido nucleico que codifican proteinas que estdn asociadas
con respuestas de estrés abidtico y tolerancia al estrés abidtico en las plantas. En particular, esta invencion se refiere a
secuencias de 4cido nucleico que codifican proteinas que confieren a las plantas tolerancia a la sequia.

Antecedentes de la técnica

Los estados de estrés ambiental abidtico, tales como estrés por sequia, estrés por salinidad, estrés por calor, y
estrés por frio, son factores limitantes importantes del crecimiento y la productividad de las plantas. Las pérdidas de
cosecha y pérdidas de rendimiento de cosecha en el caso de cosechas importantes tales como arroz, maiz (grano) y
trigo causados por estos estados de estrés representan un factor econémico y politico importante y contribuyen a la
escasez de alimentos en muchos paises subdesarrollados.

Las plantas se ven expuestas tipicamente durante su ciclo vital a condiciones de contenido reducido de agua en el
ambiente. La mayoria de las plantas han desarrollado estrategias para protegerse a si mismas contra estas condiciones
de desecacién. No obstante, si la severidad y duracién de las condiciones de sequia son demasiado grandes, los efectos
sobre el desarrollo, el crecimiento y el rendimiento de la mayoria de las plantas de cosecha son profundos. Adicio-
nalmente, la mayoria de las plantas de cosecha son muy sensibles a concentraciones elevadas de sal en el suelo. La
exposicion continua a sequia y contenido elevado de sal causa alteraciones importantes en el metabolismo de las plan-
tas. Estos grandes cambios en el metabolismo conducen finalmente a la muerte celular y por consiguiente a pérdidas
de rendimiento.

El desarrollo de plantas tolerantes al estrés es una estrategia que tiene potencial para resolver o mediar al menos al-
guno de estos problemas. Sin embargo, las estrategias tradicionales de reproduccion de plantas para desarrollar nuevas
lineas de plantas que exhiban resistencia (tolerancia) a estos tipos de estrés son relativamente lentas y requieren lineas
especificas resistentes para cruzamiento con la linea deseada. Los recursos limitados de germoplasma para tolerancia
al estrés y la incompatibilidad en los cruzamientos entre especies de plantas remotamente afines representan proble-
mas importantes encontrados en la reproduccion convencional. Adicionalmente, los procesos celulares que conducen
a tolerancia a la sequia, el frio y la sal en plantas modelo, tolerantes a la sequia y/o la sal son de naturaleza compleja e
implican mecanismos miltiples de adaptacién celular y numerosos caminos metabdlicos. Esta naturaleza multi-com-
ponente de la tolerancia al estrés no sélo ha hecho infructuosa en gran parte la reproduccién para tolerancia, sino que
ha limitado también la posibilidad de elaborar por ingenieria genética plantas tolerantes al estrés utilizando métodos
biotecnolégicos.

Asi pues, es necesaria la identificacién de los genes y proteinas implicados en estos procesos multi-componente
que conducen a la tolerancia al estrés. La elucidacién de la funcién de los genes expresados en las plantas tolerantes
al estrés no sélo hard avanzar la comprension actual de la adaptacién y la tolerancia de las plantas a los estados de
estrés ambiental, sino que puede proporcionar también informacién importante para el disefio de nuevas estrategias
para mejora de las cosechas.

Una planta modelo utilizada en el estudio de la tolerancia al estrés es Arabidopsis thaliana. Existen al menos cuatro
caminos diferentes de transduccion de sefiales que conducen a la tolerancia al estrés en la planta modelo Arabidopsis
thaliana. Estos caminos se encuentran bajo el control de factores de transcripcion distintos (Shinozaki ez al., 2000 Curr.
Op. PL. Biol. 3: 217-23). Reguladores de geles, especialmente factores de transcripcion, implicados en estos caminos
de tolerancia son particularmente adecuados para modificar por ingenieria genética la tolerancia en las plantas dado
que un solo gen puede activar una cascada completa de genes que conducen al fenotipo tolerante. Por consiguiente,
los factores de transcripcion son dianas importantes en la bisqueda con objeto de identificar los genes que confieren a
las plantas tolerancia al estrés.

Un factor de transcripcidon que ha sido identificado en la técnica anterior es el factor de transcripcién CBF de
Arabidopsis thaliana (Jaglo-Ottosen et al., 1998 Science 280: 104-6). La sobre-expresion de este gen en Arabidopsis
conferia a esta planta tolerancia a la sequia (Kasuga et al., 1999 Nature Biotech. 17: 287-91). Sin embargo, CBF es
el tnico ejemplo hasta la fecha de un factor de transcripcidn capaz de conferir a las plantas tolerancia a la sequia por
sobre-expresion.

Aunque han sido caracterizados algunos genes que estdn implicados en respuestas al estrés en plantas, la carac-
terizacion y clonacion de genes de plantas que confieren tolerancia al estrés sigue siendo en gran parte incompleta
y fragmentada. Por ejemplo, ciertos estudios han indicado que el estrés por sequia y sal en algunas plantas puede
ser debido a efectos aditivos de genes, en contraste con otras investigaciones que indican que genes especificos se
activan por transcripcion, lo que conduce a la acumulacion de nuevas proteinas en el tejido vegetativo de las plantas
en condiciones de estrés osmdtico. Aunque estd admitido generalmente que las proteinas inducidas por estrés tienen
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cierto papel en la tolerancia, falta todavia la evidencia directa, y las funciones de muchos genes sensibles al estrés son
desconocidas.

Por consiguiente, existe necesidad de identificar los genes expresados en las plantas tolerantes al estrés que tengan
la capacidad de conferir resistencia al estrés a su planta hospedadora y a otras especies de plantas. Las plantas tole-
rantes al estrés de nueva generacion tendrdn muchas ventajas, tales como el aumento de la extension en que pueden
cultivarse las plantas de cosecha, por ejemplo por disminucion de los requerimientos de agua de una especie vege-
tal.

Sumario de la invencion

Esta invencion satisface en parte la necesidad de identificar nuevos factores de transcripcién singulares capaces de
conferir a las plantas tolerancia al estrés por sobre-expresion. Concretamente, se describe en esta memoria el factor de
transcripcién: CRT/DRE Binding Factor (CBF-1) de Physcomitrella patens.

La presente invencién proporciona una planta transgénica transformada por un 4cido nucleico codificante de una
protefna relacionada con el estrés por factores de transcripcién (TFSRP), en donde la expresién de la secuencia de
dcido nucleico en la planta da como resultado una tolerancia incrementada al estrés ambiental en comparacién con
una variedad de tipo salvaje de la planta y en donde la TFSRP es un Factor de Fijacién-1 CRT/DRE (CBF-1) como se
define en SEQ ID NO: 17 y homélogos del mismo que tienen al menos 50-60% de homologia con la proteina como
se define en SEQ ID NO: 17.

La invencidn estipula en algunas realizaciones que la TFSRP y el 4cido nucleico codificante son los que se encuen-
tran en miembros del género Physcomitrella. En otra realizacién preferida, el 4cido nucleico y la proteina son de una
planta Physcomitrella patens. La invencidn estipula que el estrés ambiental puede ser estrés por sequia.

La invencion proporciona adicionalmente una semilla producida por una planta transgénica transformada por un
dcido nucleico codificante de TFSRP, en donde la planta es progenie auténtica para tolerancia incrementada al es-
trés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la planta. La invencién proporciona adicional-
mente una semilla producida por una planta transgénica que expresa una TFSRP en donde la planta es progenie
auténtica para tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la
planta.

La invencion proporciona adicionalmente un producto agricola producido por cualquiera de las plantas transgénicas
arriba descritas. La invencion proporciona adicionalmente una TFSRP aislada, en donde la TESRP es como se describe
mas adelante. La invencion proporciona adicionalmente un acido nucleico codificante de TFSRP, en donde el 4cido
nucleico codificante de TESRP codifica una TESRP como se describe mds adelante.

La invencién proporciona adicionalmente un vector de expresion recombinante aislado que comprende un 4cido
nucleico codificante de TFSRP como se describe mas adelante, en donde la expresién del vector en una célula hospe-
dadora da como resultado una tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo
salvaje de la célula hospedadora. La invencién proporciona adicionalmente una célula hospedadora que contiene el
vector y una planta que contiene la célula hospedadora.

La invencién proporciona adicionalmente un método de produccién de una planta transgénica con un dcido nu-
cleico codificante de TFSRP, en donde la expresion del 4cido nucleico en la planta da como resultado una tolerancia
incrementada al estrés por sequia en comparacion con una variedad de tipo salvaje de la planta que comprende: (a)
transformar una célula de planta con un vector de expresion que comprende un dcido nucleico codificante de TFSRP,
y (b) generar a partir de la célula de la planta una planta transgénica con una tolerancia incrementada al estrés por
sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la planta. En realizaciones preferidas, la TFSRP es como se
describe mas adelante. En realizaciones preferidas, el dcido nucleico codificante de TFSRP es como se describe mas
adelante.

La invencién proporciona adicionalmente un método de aumentar la expresiéon de un gen de interés en una cé-
Iula hospedadora en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora, en donde el gen de
interés se transcribe en respuesta a una TFSRP, que comprende: (a) transformar la célula hospedadora con un vec-
tor de expresién que comprende un acido nucleico codificante de TSFRP, y (b) expresar la TFSRP en la célula
hospedadora, aumentando con ello la expresién del gen transcrito en respuesta a la TFSRP en comparacién con
una variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora. En realizaciones preferidas, la TESRP es como se describe
m4s adelante. En realizaciones preferidas, el dcido nucleico codificante de TFSRP es como se describe mds adelan-
te.

La presente invencion proporciona adicionalmente un método de identificacién de una nueva TFSRP, que compren-
de (a) generar una respuesta especifica de anticuerpos para una TFSRP, o fragmento de la misma, como se ha descrito
arriba; (b) escrutar material supuesto de TFSRP con el anticuerpo, en donde la fijacidn especifica del anticuerpo al
material indica la presencia de una TESRP potencialmente nueva; y (c) analizar el material fijado en comparacién con
TFSRP conocidas para determinar su novedad.
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Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1 (A-G) muestran las secuencias parciales de cDNA de CABF-1 (SEQ ID NO: 1) (Ejemplo Compa-
rativo), DBF-1 (SEQ ID NO: 2) (Ejemplo Comparativo), CBF-1 (SEQ ID NO: 3) de acuerdo con la invencién, HDZ-
1 (SEQ ID NO: 4) (Ejemplo Comparativo), ZF-1 (SEQ ID NO: 5) (Ejemplo Comparativo), LZ-1 (SEQ ID NO: 6)
(Ejemplo Comparativo) y CABF-2 (SEQ ID NO: 7) (Ejemplo Comparativo) de Physcomitrella Patens.

Las Figuras 2 (A-H) muestran las secuencias de cDNA de longitud total de CABF-1 (SEQ ID NO: 8) (Ejemplo
Comparativo), DBF-1 (SEQ ID NO: 9) (Ejemplo Comparativo), DBF-1 variante (SEQ ID NO: 22) (Ejemplo Compa-
rativo), CBF-1 (SEQ ID NO: 10) de acuerdo con la invencién, HDZ-1 (SEQ ID NO: 11) (Ejemplo Comparativo), ZF-
1 (SEQ ID NO: 12) (Ejemplo Comparativo), LZ-1 (SEQ ID NO: 13) (Ejemplo Comparativo) y CABF-2 (SEQ ID NO:
14) (Ejemplo Comparativo) de Physcomitrella patens.

Las Figuras 3 (A-H) muestran las secuencias de aminoacidos deducidas de CABF-1 (SEQ ID NO: 15) (Ejemplo
Comparativo), DBF-1 (SEQ ID NO: 16) (Ejemplo Comparativo), DBF-1 variante (SEQ ID NO: 23) (Ejemplo Com-
parativo), CBF-1 (SEQ ID NO: 17) de acuerdo con la invencién, HDZ-1 (SEQ ID NO: 18) (Ejemplo Comparativo),
ZF-1 2 (SEQ ID NO: 19) (Ejemplo Comparativo), LZ-1 (SEQ ID NO: 20) (Ejemplo Comparativo) y CABF-2 (SEQ
ID NO: 21) (Ejemplo Comparativo) de Physcomitrella patens.

La Figura 4 muestra un diagrama del vector de expresién de plantas pGMSG que contiene el super-promotor que
dirige la expresiéon de SEQ ID NOs: 8,9, 10, 11, 12, 13,y 14 (“gen deseado”). Los componentes son: gen de resistencia
a la gentamicina aacCI (Hajdukiewicz et al., 1994 Plant Molecular Biology 25: 989-94), promotor NOS (Becker et
al., 1992 Plant Molecular Biology 20: 1195-7), terminador g7T (Becker et al., 1992), terminador NOSpA (Jefferson
etal., 1987 EMBO J. 6: 3901-7).

La Figura 5 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresion de HDZ-1 de Phys-
comitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresiéon de ZF-1 de Physco-
mitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 7 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresiéon de CABF-1 de Phys-
comitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 8 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresiéon de DBF-1 de Phys-
comitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas individuales transformantes.

La Figura 9 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresion de CABF-2 de Phys-
comitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 10 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresion de LZ-1 de Physco-
mitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 11 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sequia con sobre-expresion de CBF-1 de Physco-
mitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (de acuerdo con la presente invencion).
Las lineas transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 12 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sal con sobre-expresion de ZF-1 de Physcomitrella
patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas transgénicas
exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 13 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sal con sobre-expresion de CABF-2 de Physco-
mitrella patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas
transgénicas exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.

La Figura 14 muestra los resultados de un ensayo de estrés por sal con sobre-expresion de LZ-1 de Physcomitrella
patens en plantas transgénicas y lineas de tipo salvaje de Arabidopsis (Ejemplo Comparativo). Las lineas transgénicas
exhiben un fenotipo tolerante. Se muestran lineas transformantes individuales.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién puede comprenderse mds facilmente haciendo referencia a la descripcion detallada que sigue
de las realizaciones preferidas de la invencién y los ejemplos incluidos en esta memoria. Sin embargo, antes que se
expongan y describan los presentes compuestos, composiciones, y métodos, debe entenderse que esta invencién no
estd limitada a dcidos nucleicos especificos, polipéptidos especificos, tipos de células especificos, células hospedadoras
especificas, condiciones especificas, 0 métodos especificos, etc., dado que los mismos pueden, por supuesto, variar,
y las numerosas modificaciones y variaciones en los mismos serdn evidentes para los expertos en la técnica. Debe
entenderse también que la terminologia utilizada en esta memoria tiene tinicamente por objeto describir realizaciones
especificas y no debe entenderse como limitante. En particular, la designacién de las secuencias de aminodcidos
como “Proteinas relacionadas con el estrés por factores de transcripcion” (TFSRPs), no limita en modo alguno la
funcionalidad de tales secuencias.

La presente invencién proporciona una planta transgénica transformada por un 4cido nucleico codificante de
TFSRP como se define en la reivindicacién 1, en donde la expresion de la secuencia de dcido nucleico en la plan-
ta da como resultado una tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje
de la planta. La invencién proporciona adicionalmente una semilla producida por una planta transgénica transformada
por un 4cido nucleico codificante de TFSRP, en donde la semilla contiene el 4cido nucleico codificante de TFSRP, y
en donde la planta es progenie auténtica para tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una
variedad de tipo salvaje de la planta.

La invencién proporciona adicionalmente una semilla producida por una planta transgénica que expresa una
TFSRP, en donde la semilla contiene la TFSRP, y en donde la planta es progenie auténtica para tolerancia incre-
mentada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la planta. La invencién proporciona
adicionalmente un producto agricola producido por cualquiera de las plantas transgénicas descritas anteriormente o
mads adelante. Tal como se utiliza en esta memoria, el término “variedad” hace referencia a un grupo de plantas dentro
de una especie que comparten caracteres constantes que los separan de la forma tipica y de otras variedades posibles
dentro de dicha especie. Si bien posee al menos un rasgo distintivo, una variedad se caracteriza también por cierta
variacién entre los individuos dentro de la variedad, basada fundamentalmente en la segregacién mendeliana de rasgos
entre la progenie de generaciones sucesivas. Una variedad se considera “progenie auténtica” para un rasgo particular si
la misma es genéticamente homocigética para dicho rasgo en tal grado que, cuando la variedad de progenie auténtica
se auto-poliniza, no se observa un grado significativo de segregacion independiente del rasgo entre la progenie. En la
presente invencidn, el rasgo procede de la expresion transgénica de una secuencia simple de DNA introducida en una
variedad de la planta.

La invencidén proporciona adicionalmente una TFSRP aislada. La invencidn estipula que la TFSRP es un Factor
de Fijacion CRT/DRE (CBF-1) como se define en SEQ ID NO: 17 y homdélogos del mismo. Los homdlogos de las
secuencias de aminodcidos se describen mds adelante. Es un nuevo descubrimiento de la presente invencion que esta
clase de factores de transcripcién estd involucrada en la tolerancia al estrés en las plantas y que la expresion de un
miembro de esta clase de proteinas en una planta puede aumentar la tolerancia de dicha planta al estrés por sequia.

La invencién proporciona adicionalmente un dcido nucleico aislado codificante de TESRP. La presente invencién
incluye 4cidos nucleicos codificantes de TESRP que codifican TFSRPs como se describe en esta memoria. En realiza-
ciones preferidas, el 4cido nucleico codificante de TESRP es un Factor de Fijacién CRT/DRE (CBF-1) como se define
en SEQ ID NO: 3 y homélogos del mismo. Homdlogos de las secuencias de nucleétidos se definen mds adelante.
En una realizacién preferida, el dcido nucleico y la proteina se afslan del género de plantas Physcomitrella. En otra
realizacion preferida, el 4cido nucleico y la proteina son de una planta Physcomitrella patens (P. patens).

Tal como se utiliza en esta memoria, el término “estrés ambiental” se refiere a cualquier condicién de crecimiento
sub-Optima e incluye, aunque sin caricter limitante, condiciones sub-Optimas asociadas con sequia. En realizaciones
preferidas, el estrés ambiental puede ser sequia, y en particular, puede ser contenido de agua bajo. Debe entenderse
también que, tal como se utiliza en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, “un” o “uno(a)” puede significar
uno o mas, dependiendo del contexto en el que se utilice. Asi, por ejemplo, la referencia a “‘una célula” puede significar
que puede utilizarse al menos una célula.

De acuerdo con los propdsitos de esta invencidn, tal como se materializa y describe en términos generales en
esta memoria, esta invencién, en un aspecto, proporciona un acido nucleico aislado de un musgo que codifica una
Proteina Relacionada con el Estrés (SRP), o una porcioén de la misma. En particular, la presente invencién proporciona
acidos nucleicos que codifican TFSRPs que incluyen la secuencia de 4cido nucleico representada en SEQ ID NO:
10. La presente invencion proporciona también secuencias de aminodcidos de TFSRPs que incluyen la secuencia de
aminodcidos que se muestra en SEQ ID NO: 17.

La presente invencién proporciona una nueva proteina predicha de P. patens CBF-1 (SEQ ID NO: 17), que es
homodloga del factor de transcripcion CBF-1 de Arabidopsis thaliana. (La homologia con otras proteinas se muestra
en la Tabla 8). Como se ha mencionado anteriormente, la expresion de CBF-1 conduce a plantas tolerantes al estrés.
Dado que CBF-1 (SEQ ID NO: 17) procede de una planta tolerante al estrés, Physcomitrella patens, es concebible que
este gen confiera un nivel més alto de tolerancia al estrés a otras plantas distintas del homdlogo de Arabidopsis.
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Un aspecto de la invencion se refiere a moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican polipéptidos de TESRP
o porciones bioldgicamente activas de los mismos, asi como fragmentos de dcido nucleico suficientes para uso como
sondas de hibridacién o iniciadores para la identificacién o amplificacién de 4cido nucleico codificante de TSFRP
(v.g., DNA de TFSRP). Tal como se utiliza en esta memoria, debe entenderse que la expresién “molécula de dcido
nucleico” incluye moléculas de DNA (v.g., cDNA o DNA genémico) y moléculas de RNA (v.g., mRNA) y andlogos
del DNA o RNA generados utilizando anédlogos de nucleétidos. Este término abarca también secuencias no traducidas
localizadas en ambos extremos 3’ y 5° de la region codificante del gen: al menos aproximadamente 1000 nucleétidos
de secuencia aguas arriba del extremo 5’ de la region codificante y al menos aproximadamente 200 nucledtidos de
secuencia situados aguas abajo del extremo 3’ de la region codificante del gen. La molécula de dcido nucleico puede
ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es DNA bicatenario. Una molécula de acido nucleico “aislada”
es una que estd separada sustancialmente de otras moléculas de dcido nucleico que estin presentes en la fuente natural
del 4cido nucleico. Preferiblemente, un acido nucleico “aislado” esta exento de algunas de las secuencias que flanquean
naturalmente el 4cido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del 4cido nucleico) en el DNA
genémico del organismo del que se deriva el dcido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula de
dcido nucleico TFSRP aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1
kb de secuencias de nucledtidos que flanquean naturalmente la molécula de 4cido nucleico en el DNA gendmico de la
célula de la que deriva el 4cido nucleico (v.g., una célula de Physcomitrella patens). Ademds, una molécula de dcido
nucleico “aislada” tal como una molécula de cDNA, puede estar exenta de algo del otro material celular con el cual
estd asociada aquélla naturalmente, o medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, 0 precursores
quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Una molécula de 4cido nucleico de la presente invencidn, v.g., una molécula de acido nucleico que tiene una se-
cuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 10, o una porcién de la misma, puede aislarse utilizando técnicas estandar de
biologia molecular y la informacién de secuencias proporcionada en esta memoria. Por ejemplo, un cDNA de TFSRP
de P. patens puede aislarse a partir de una genoteca de P. patens utilizando la totalidad o una parte de una de las se-
cuencias SEQ ID NO: 3, como una sonda de hibridacion y técnicas de hibridacion estdndar (v.g., como se describe en
Sambrook et al., 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2¢ edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Ademds, una molécula de dcido nucleico que abarca la
totalidad o una parte de la secuencia de SEQ ID NO: 3, puede aislarse por la reaccién en cadena de la polimerasa uti-
lizando iniciadores oligonucleotidicos disefiados sobre la base de esta secuencia (v.g., una molécula de dcido nucleico
que abarca la totalidad o una parte de la secuencia de: SEQ ID NO: 3 puede aislarse por la reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando iniciadores oligonucleotidicos disefiados basdndose en esta misma secuencia de SEQ ID NO: 3.

Por ejemplo, es posible aislar mRNA a partir de células de plantas (v.g., por el procedimiento de extraccién con
tiocianato de guanidinio de Chirgwin et al., 1979 Biochemistry 18: 5294-5299) y puede prepararse cDNA utilizando
transcriptasa inversa (v.g., transcriptasa inversa de MLV de Moloney, disponible de Gibco/BRL, Bethesda, MD; o
transcriptasa inversa de AMYV, disponible de Seikagaku America Inc., St. Petersburg, FL). Iniciadores oligonucleo-
tidicos sintéticos para amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa pueden disefiarse basandose en las
secuencias de nucledtidos que se muestran en SEQ ID NO: 3.

Una molécula de 4cido nucleico de la invencién puede amplificarse utilizando cDNA o, alternativamente, DNA
genémico, como molde e iniciadores oligonucleotidicos apropiados de acuerdo con las técnicas estandar de amplifi-
cacién PCR. La molécula de 4cido nucleico asf amplificada puede clonarse en un vector apropiado y caracterizarse
por andlisis de la secuencia de DNA. Adicionalmente, pueden prepararse oligonucleétidos correspondientes a una
secuencia de nucleétidos de TFSRP por técnicas de sintesis estdndar, v.g., utilizando un sintetizador automético de
DNA.

En una realizacion preferida, una molécula de 4cido nucleico aislada de la invencién comprende la secuencia de
nucledétidos que se muestra en SEQ ID NO: 10.

La secuencia de SEQ ID NO: 10 corresponde a los cDNAs de TFSRP de Physcomitrella patens de la invencion.
Este cDNA comprende secuencias que codifican TFSRPs (es decir, la “regién codificante”, indicada en la Tabla 1),
asi como secuencias no traducidas 5’ y secuencias no traducidas 3’. Debe entenderse que SEQ ID NO: 10 compren-
de a la vez regiones codificantes y regiones 5’ y 3’ no traducidas. Alternativamente, la molécula de dcido nucleico
puede comprender inicamente la regién codificante de la secuencia en SEQ ID NO: 10, o puede contener fragmentos
gendmicos enteros aislados de DNA gendmico. Una regién codificante de esta secuencia se indica como “posicién
ORF”.

En otra realizacién preferida, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién comprende una molécula de
dcido nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 10, o una porcién
de la misma. Una molécula de 4cido nucleico que es complementaria a la secuencia de nucleétidos que se muestra
en SEQ ID NO: 10, es una que es suficientemente complementaria a la secuencia de nucledtidos que se muestra en
SEQ ID NO: 10, tal que la misma puede hibridarse a la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 10,
formando de este modo un duplex estable.

En otra realizacion preferida adicional, una molécula de 4cido nucleico aislada de la invencién comprende una
secuencia de nucle6tidos que es al menos aproximadamente 50-60%, con preferencia al menos aproximadamente 60-
70%, de modo mas preferible al menos aproximadamente 70-80%, 80-90%, o 90-95%, y de modo atin més preferible al
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menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homoéloga a una secuencia de nucledtidos que se muestra
en SEQ ID NO: 10, o una porcién de la misma. En una realizacion preferida adicional, una molécula de dcido nucleico
aislada de la invencidén comprende una secuencia de nucleétidos que se hibrida, v.g., se hibrida en condiciones severas,
a la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO: 10, o una porcién de la misma. Estas condiciones de
hibridacién incluyen lavado con una solucién que tiene una concentracion de sal aproximadamente 0,02 molar a pH 7
a aproximadamente 60°C.

Ademais, la molécula de 4cido nucleico de la invencién puede comprender sélo una porcién de la regién codifican-
te de la secuencia en SEQ ID NO: 10, por ejemplo un fragmento que puede utilizarse como sonda o iniciador o un
fragmento que codifica una porcién bioldgicamente activa de una TFSRP. Las secuencias de nucle6tidos determinadas
por la clonacién de los genes TFSRP de P. patens permiten la generacién de sondas e iniciadores disefiados para uso
en la identificacion y/o clonacién de homélogos de TFSRP en otros tipos de células y organismos, asi como homolo-
gos de TFSRP de otros musgos o especies afines. Por consiguiente, esta invencién proporciona también compuestos
que comprenden las moléculas de dcido nucleico descritas en esta memoria, o fragmentos de las mismas. Estos com-
puestos incluyen las moléculas de 4cido nucleico fijadas a un resto. Estos restos incluyen, pero sin cardcter limitante,
restos de deteccidn, restos de hibridacién, restos de purificacidn, restos de suministro, restos de reaccidn, restos de
fijacién, y andlogos. La sonda/iniciador comprende por regla general oligonucledtidos sustancialmente aislados. El
oligonucleétido comprende tipicamente una regioén de secuencia de nucledtidos que se hibrida en condiciones severas
a al menos aproximadamente 12, con preferencia aproximadamente 25, de modo mds preferible aproximadamente 40,
50 6 75 nucledtidos consecutivos de una cadena de sentido de las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 10, o una
secuencia antisentido de la secuencia indicada en SEQ ID NO: 10, o mutantes de la misma existentes naturalmente.
Los iniciadores basados en una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 10 pueden utilizarse en reacciones PCR
para clonar homélogos de TFSRP. Pueden utilizarse sondas basadas en las secuencias de nucle6tidos TSFRP para
detectar transcritos o secuencias genémicas que codifican la misma proteina o proteinas homdlogas. En realizaciones
preferidas, la sonda comprende adicionalmente un grupo marcador fijado a ella, v.g. el grupo marcador puede ser un
radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor enzimatico. Tales sondas pueden utilizarse como
parte de un kit de ensayo de marcadores gendémicos para identificar células que expresan una TFSRP, por ejemplo por
medida de un nivel de un dcido nucleico codificante de TFSRP en una muestra de células, v.g., deteccién de niveles
de mRNA de TFSRP o determinacién de si un gen de TFSRP genémico ha sido mutado o delecionado.

En particular, un método qtil para determinar el nivel de transcripcién del gen (un indicador de la cantidad de
mRNA disponible para traduccién al producto génico) consiste en realizar una transferencia Northern (para referencia
véase, por ejemplo, Ausubel et al., 1988 Current Protocols in Molecular Biology, Wiley; Nueva York), en la cual un
iniciador disefiado para fijarse al gen de interés estd marcado con un marcador detectable (usualmente radioactivo
o quimioluminiscente), tal que cuando se extrae el RNA total de un cultivo del organismo, se pasa sobre un gel, se
transfiere a una matriz estable y se incuba con esta sonda, la fijacién y cantidad de fijacion de la sonda indica la
presencia y también la cantidad de mRNA para este gen. Esta informacion demuestra al menos parcialmente el grado
de transcripcién del gen transformado. Puede prepararse RNA celular total a partir de células, tejidos u 6rganos por
varios métodos, todos ellos bien conocidos en la técnica, tales como el descrito en Bormann, E.R. et al., 1992 Mol.
Microbiol. 6: 317-326).

Para evaluar la presencia o la cantidad relativa de proteina traducida a partir de este mRNA, pueden emplearse
técnicas estdndar (tales como una transferencia Western (véase, por ejemplo, Ausubel et al., 1988 Current Protocols
in Molecular Biology, Wiley, Nueva York). En este proceso, se extraen las proteinas celulares totales, se separan por
electroforesis en gel, se transfieren a una matriz tal como nitrocelulosa, y se incuban con una sonda, tal como un
anticuerpo, que se fija especificamente a la proteina deseada. Esta sonda estd marcada generalmente con un marcador
quimioluminiscente o colorimétrico que puede detectarse facilmente. La presencia y cantidad de marcador observado
indica la presencia y cantidad de la proteina mutante deseada presente en la célula.

En una realizacién, la molécula de acido nucleico de la invencién codifica una proteina o porcién de la misma
que incluye una secuencia de aminodcidos que es suficientemente homéloga a una secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID NO: 17, de tal modo que la proteina o porcién de la misma mantiene la misma funcién o una funcién
similar que la secuencia de aminoacidos con la que se compara. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion
lingiiistica “suficientemente homdlogo™ hace referencia a proteinas o porciones de las mismas que tienen secuencias
de aminodcidos que incluyen un nimero minimo de residuos de aminodacidos idénticos o equivalentes (v.g., un residuo
de aminodcido que tiene una cadena lateral similar que un residuo de aminodcido en los ORFs de la secuencia de SEQ
ID NO: 17), a una secuencia de aminodcidos de TFSRP tal que la proteina o porcién de la misma es capaz de participar
en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o mds particularmente puede participar en la transcripcién de
una proteina implicada en una respuesta de tolerancia a la sequia en una planta de Physcomitrella patens. Ejemplos de
tales actividades se describen también en esta memoria. Ejemplos de actividades de TFSRP se indican en la Tabla 1.

En otra realizacion, la proteina es al menos aproximadamente 50-60%, con preferencia al menos aproximadamente
60-70%, y de modo mads preferible al menos aproximadamente 70-80%, 80-90%, 90-95%, y de modo muy preferible
al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99%, o mis homoéloga a una secuencia entera de aminodcidos que se
muestra en SEQ ID NO: 17. En otra realizacién adicional, al menos aproximadamente 50-60%, con preferencia al
menos aproximadamente 60-70%, de modo mads preferible al menos aproximadamente 70-80%, 80-90%, 90-95%, y
de modo muy preferible al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99% o mas homoéloga de una secuencia entera
de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico representada en SEQ ID NO: 10.
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Porciones de proteinas codificadas por las moléculas de dcido nucleico TFSRP de la invencién son con preferencia
porciones biolégicamente activas de una de las TFSRPs. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién “porcién
biolégicamente activa de una TESRP” tiene por objeto incluir una porcién, v.g., un dominio/motivo, de una TFSRP
que participa en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o participa mds particularmente en la transcripcién
de una proteina implicada en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o tiene una actividad como se indica
en la Tabla 1. Para determinar si una TFSRP o una porcién bioldégicamente activa de la misma puede participar en
la transcripcion de una proteina implicada en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta, puede realizarse un
analisis de estrés de una planta que expresa la TFSRP. Tales métodos de andlisis son bien conocidos por los expertos
en la técnica, como se detalla en el Ejemplo 7.

Fragmentos adicionales de 4cido nucleico que codifican porciones bioldgicamente activas de una TFSRP pueden
prepararse por aislamiento de una porcidn de las secuencias en SEQ ID NO: 17, que expresan la porcién codificada de
la TFSRP o el péptido (v.g., por expresién recombinante in vitro) y evaluacion de la actividad de la porcién codificada
de la TFSRP o péptido.

La invencién abarca adicionalmente moléculas de 4cido nucleico de difieren de la secuencia de nucleétidos que se
muestra en SEQ ID NO: 10 (y porciones de la misma) debido a la degeneracién del cédigo genético y codifican por
tanto la misma TFSRP que la codificada por la secuencia de nucledtidos que se muestra en SEQ ID NO: 10.

En una realizacion adicional, la molécula de acido nucleico de la invencién codifica una proteina de Physcomi-
trella patens de longitud total que es sustancialmente homéloga a una secuencia de aminodcidos de un polipéptido
representado en SEQ ID NO: 17.

Ademads de las secuencias de nucleétidos de TFSRP de Physcomitrella patens representadas en SEQ ID NO: 10,
serd apreciado por los expertos en la técnica que pueden existir polimorfismos de secuencias de DNA que conducen a
cambios en las secuencias de aminoacidos de TFSRPs en una poblacién (v.g., la poblacion de Physcomitrella patens).
Dicho polimorfismo genético en el gen de TFSRP puede existir entre individuos de una misma poblacién debido a la
variacion natural. Tal como se utiliza en esta memoria, los términos o expresiones “gen” y “gen recombinante” hacen
referencia a moléculas de dcido nucleico que comprenden un marco de lectura abierto que codifica una TFSRP, prefe-
riblemente una TFESRP de Physcomitrella patens. Tales variaciones naturales pueden dar como resultado tipicamente
1-5% de variacidn en la secuencia de nucledtidos del gen de TFSRP. Debe entenderse que cualquiera y la totalidad de
dichas variaciones de nucleétidos y polimorfismos de aminodcidos resultantes en una TFSRP que son resultado de la
variacién natural y que no alteran la actividad funcional de las TFSRPs estdn comprendidas dentro del alcance de la
invencion.

Moléculas de acido nucleico correspondientes a variantes naturales y homélogos no pertenecientes a la espe-
cie Physcomitrella patens del cDNA de TFSRP de Physcomitrella patens de la invencidon pueden aislarse sobre la
base de su homologia con el dcido nucleico de TFSRP de Physcomitrella patens descrito en esta memoria utili-
zando el cDNA de Physcomitrella patens, o una porcién del mismo, como sonda de hibridacién de acuerdo con
técnicas de hibridacion estdndar en condiciones de hibridacion severas. De acuerdo con ello, en otra realizacion,
una molécula de 4cido nucleico aislada de la invencidn tiene una longitud de al menos 15 nucledtidos y se hibri-
da en condiciones severas a la molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de: SEQ
ID NO: 10. En otras realizaciones, el 4cido nucleico tiene al menos una longitud de 30, 50, 100, 250 o mas nu-
cleétidos. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién “se hibrida en condiciones severas” tiene por objeto
describir condiciones para hibridacién y lavado en las cuales las secuencias de nucleétidos que tienen una homo-
logia de al menos 60% unas con otras se mantienen tipicamente hibridadas unas a otras. Preferiblemente, las con-
diciones son tales que las secuencias que son al menos aproximadamente 65%, de modo mds preferible al menos
aproximadamente 70%, y de modo todavia mds preferible al menos aproximadamente 75% o mas homdélogas una
a otras se mantienen tipicamente hibridadas unas a otras. Tales condiciones severas son conocidas por los exper-
tos en la técnica y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, 6.3.1-6.3.6, John Wiley & Sons,
N.Y. (1989). Un ejemplo preferido y no limitante de condiciones de hibridacién severas son la hibridacién en clo-
ruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45°C, seguida por uno o mds lavados en 0,2 X SSC,
0,1% de SDS a 50-65°C. Preferiblemente, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién que se hibrida en
condiciones severas a una secuencia de SEQ ID NO: 10, corresponde a una molécula de 4cido nucleico existente
naturalmente. Tal como se utiliza en esta memoria, una molécula de acido nucleico “existente naturalmente” hace
referencia a una molécula de RNA o DNA que tiene una secuencia de nucledtidos que existe en la naturaleza (v.g.,
codifica una proteina natural). En una realizacién, el 4cido nucleico codifica una TFSRP natural de Physcomitrella
patens.

Ademis de variantes existentes naturalmente de la secuencia de TFSRP que puede existir en la poblacién, el experto
en la técnica apreciard adicionalmente que pueden introducirse cambios por mutacién en una secuencia de nucle6tidos
de SEQ ID NO: 10, conduciendo con ello a cambios en la secuencia de aminoacidos de la TFSRP codificada, sin
alterar la capacidad funcional de la TFSRP. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de nucleétidos que conducen
a sustituciones de aminoacidos en residuos de aminodcidos “no esenciales” en una secuencia de SEQ ID NO: 10. Un
residuo de aminodcido “no esencial” es un residuo que puede alterarse con respecto a la secuencia de tipo salvaje de
una de las TESRPs (SEQ ID NO: 17) sin alterar la actividad de dicha TFSRP, mientras que un residuo de aminoécido
“esencial” es necesario para la actividad de TFSRP. Otros residuos de amino4acidos, sin embargo, (v.g., aquéllos que no
estan conservados o estan solo semi-conservados en el dominio que tiene actividad de TFSRP) pueden no ser esenciales
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para la actividad y por consiguiente son probablemente susceptibles de alteracidn sin que se altere la actividad de
TFSRP.

De acuerdo con ello, otro aspecto de la invencién se refiere a moléculas de dcido nucleico que codifican TFSRPs
que contienen cambios en residuos de aminoacidos que no son esenciales para la actividad de TFSRP. Tales TFSRPs
difieren en secuencia de aminodcidos de una secuencia contenida en SEQ ID NO: 17, pero retienen al menos una
de las actividades de TFSRP descritas en esta memoria. En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina, en donde la proteina comprende una secuencia
de aminodcidos que es al menos 50% homologa a una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17, y es capaz de
participar en la respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o mds particularmente participa en la transcripcién de
una proteina implicada en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta Physcomitrella patens, o tiene una o mas
de las actividades indicadas en la Tabla 1. Preferiblemente, la proteina codificada por la molécula de 4cido nucleico
es al menos aproximadamente 50-60% homologa a la secuencia de SEQ ID NO: 17, de modo mds preferible al menos
aproximadamente 60-70% homdloga a una de las secuencias de SEQ ID NO: 17, de modo todavia mds preferible
al menos aproximadamente 70-80, 80-90, 90-95% homoéloga a la secuencia de SEQ ID NO: 17, y de modo muy
preferible al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, o 99% homdloga a la secuencia de SEQ ID NO: 17.

Para determinar el porcentaje de homologfa de dos secuencias de aminodcidos (v.g., la secuencia de SEQ ID NO:
17, y una forma mutante de la misma) o de dos 4cidos nucleicos, las secuencias se alinean para propdsitos de compara-
cién 6ptima (v.g., pueden introducirse lagunas en las secuencias de una proteina o de un dcido nucleico para alineacién
Optima con la otra proteina o el otro 4cido nucleico). Se comparan luego los residuos de aminodcidos o nucleétidos
para posiciones de aminodcidos o posiciones de nucledtidos correspondientes. Cuando una posicion en una secuencia
(v.g., la secuencia de SEQ ID NO: 17) estd ocupada por el mismo residuo de aminoécido o nucleétido que la posicién
correspondiente en la otra secuencia (v.g., una forma mutante de la secuencia del polipéptido de SEQ ID NO: 17),
entonces las moléculas son homoélogas en dicha posicién (es decir, tal como se utiliza en esta memoria, “homologia”
de aminodcido o dcido nucleico es equivalente a “identidad” de aminoécido o 4cido nucleico). El porcentaje de homo-
logfa entre las dos secuencias es funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir,
% de homologia = nimero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones x 100). Preferiblemente, la longitud de
comparacion de la secuencia es al menos 15 residuos de aminodcidos, mds preferiblemente al menos 25 residuos de
aminodcidos, y muy preferiblemente al menos 35 residuos de aminoécidos.

Alternativamente, una determinacién de la homologia porcentual entre dos secuencias puede realizarse utilizando
un algoritmo matemadtico. Un ejemplo preferido y no limitante de un algoritmo matemético utilizado para la compa-
racion de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877). Un
algoritmo de este tipo estd incorporado en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990, J. Mol. Biol.
215: 403-410). Las busquedas de acidos nucleicos BLAST pueden realizarse con el programa NBLAST, registro =
100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de 4cido nucleico homoélogas a las moléculas de dcido nucleico
TFSRP de la invencién. Pueden realizarse bisquedas de proteinas BLAST con el programa XBLAST, registro = 50,
longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminodcidos homdlogas a las TFSRPs de la presente invencion.
Para obtener alineaciones con lagunas para propdsitos de comparacién, puede utilizarse Gapped BLAST como se des-
cribe en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped
BLAST, pueden utilizarse los pardmetros por defecto de los programas respectivos (v.g., XBLAST y NBLAST). Otro
ejemplo no limitante preferido de un algoritmo matemadtico utilizado para la comparacién de secuencias es el algoritmo
de Myers y Miller (CABIOS 1989). Dicho algoritmo estd incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0) que forma
parte del paquete de soporte 16gico de alineacion de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para
comparacién de secuencias de aminodcidos, puede utilizarse una tabla de residuos de peso PAM120, una penalidad
por longitud de laguna de 12 y una penalidad por laguna de 4 a fin de obtener secuencias de aminodcidos homdlogas
a las TFSRPs de Ia presente invencion. Para obtener alineaciones con lagunas para prop6sitos de comparacion, puede
utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al. (1997 Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). Cuando se
utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden utilizarse los pardmetros por defecto de los programas res-
pectivos (v.g., XBLAST y NBLAST). Otro ejemplo no limitante preferido de un algoritmo matematico utilizado para
la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (CABIOS 1989). Dicho algoritmo estd incorporado
en el programa ALIGN (version 2.0) que forma parte del paquete de soporte 16gico de alineacién de secuencias GCG.
Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparacion de secuencias de aminodcidos, puede utilizarse una tabla de
residuos de peso PAM120, una penalidad por longitud de laguna de 12 y una penalidad por laguna de 4.

Una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una TFSRP homoéloga a una secuencia de proteinas de SEQ
ID NO: 17 puede crearse por introduccién de una mds sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos en una
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 10, de tal modo que se introducen en la proteina codificada una o mas sus-
tituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos. Pueden introducirse mutaciones en la secuencia de SEQ ID NO:
10 por técnicas estandar, tales como mutagénesis orientada y mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente, se ha-
cen sustituciones conservadoras de aminodcidos en uno o mds residuos de aminodcidos no esenciales predichos. Una
“sustitucién conservadora de aminoacidos” es una en la cual el residuo de aminoécido se reemplaza con un residuo de
aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Familias de residuos de aminodcidos que tienen cadenas laterales si-
milares han sido definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales basicas (v.g., lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (v.g., dcido aspartico, dcido glutdmico), cadenas laterales polares despro-
vistas de carga (v.g., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares
(v.g., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, tript6fano), cadenas laterales ramificadas en
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posicion beta (v.g., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (v.g., tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Asi, un residuo de aminoécido no esencial predicho en una TFSRP se reemplaza preferiblemente con otro
residuo de aminoécido de la misma familia de cadenas laterales. Alternativamente, en otra realizacién, pueden intro-
ducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de una secuencia codificante de TFSRP, por ejemplo por
mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden escrutarse respecto a una actividad de TFSRP descrita
en esta memoria a fin de identificar mutantes que retienen la actividad de TFSRP. Después de la mutagénesis de la
secuencia de SEQ ID NO: 6, la proteina codificada puede expresarse recombinantemente y la actividad de la proteina
puede determinarse por andlisis de la tolerancia al estrés de una planta que expresa la proteina que se describe en el
Ejemplo 7.

Ademds de las moléculas de 4cido nucleico que codifican las TFSRPs descritas anteriormente, otro aspecto de la
misma se refiere a moléculas de dcido nucleico aisladas que son antisentido respecto a aquéllas. Un 4cido nucleico “an-
tisentido” comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria a un dcido nucleico “sentido” que codifica
una proteina, v.g., complementaria a la cadena codificante de una molécula de cDNA bicatenaria o complementaria
a una secuencia de mRNA. De acuerdo con ello, un 4cido nucleico antisentido puede estar unido por hidrégeno a
un 4cido nucleico sentido. El 4cido nucleico antisentido puede ser complementario a una cadena codificante entera
de TFSRP; o s6lo a una porcién de la misma. En una realizacion, una molécula de 4cido nucleico antisentido es an-
tisentido respecto a una “regién codificante” de la cadena codificante de la cadena codificante de una secuencia de
nucledétidos que codifica una TFSRP. La expresion “region codificante” hace referencia a la regién de la secuencia de
nucledtidos que comprende codones que se traducen en residuos de aminodcidos (v.g., la region codificante entera de
»» comprende los nucleétidos 1 a ....). En otra realizacion, la molécula de dcido nucleico antisentido es antisentido
respecto a una “regién no codificante” de la cadena codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica una
TFSRP. La expresion “region no codificante” se refiere a secuencias 5’ y 3’ que flanquean la region codificante que no
se traducen en aminodcidos (es decir, a las que se hace referencia también como regiones 5’ y 3’ no traducidas).

Dadas las secuencias de la cadena codificante que codifican TFSRP descritas en esta memoria, (v.g., la secuen-
cia indicada en SEQ ID NO: 10), pueden disefiarse dcidos nucleicos antisentido de la invencién de acuerdo con las
reglas de apareamiento de bases de Watson y Crick. La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser comple-
mentaria a la regién codificante entera de mRNA de TFSRP, pero mds preferiblemente es un oligonucledtido que
es antisentido respecto a solamente una porcién de la region codificante o no codificante de mRNA de TFSRP. Por
ejemplo, el oligonucledtido antisentido puede ser complementario a la regién que circunda el sitio de comienzo de
la traduccién de mRNA de TFSRP. Un oligonucleétido antisentido puede tener, por ejemplo, una longitud de apro-
ximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 nucleétidos. Un 4cido nucleico antisentido de la invencién puede
construirse utilizando reacciones de sintesis quimica y de ligacién enzimética que emplean procedimientos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, un dcido nucleico antisentido (v.g. un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse qui-
micamente utilizando nucleétidos existentes naturalmente o nucle6tidos modificados de diversas maneras, disefiados
para aumentar la estabilidad bioldgica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diplex formado en-
tre los dcidos nucleicos antisentido y sentido, v.g., pueden utilizarse derivados fosforotioato y nucleétidos sustituidos
con acridina. Ejemplos de nucle6tidos modificados que pueden utilizarse para generar el dcido nucleico antisenti-
do incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil)-uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidroura-
cilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina,
2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, S-metilaminometilu-
racilo, 5S-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-
metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina,
5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido ura-
cil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxi-propil)-uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina.
Alternativamente, el 4cido nucleico antisentido puede producirse bioldgicamente utilizando un vector de expresion en
el cual un 4cido nucleico ha sido subclonado en una orientacién antisentido (es decir, el RNA transcrito a partir del
acido nucleico insertado tendrd una orientacion antisentido respecto a un acido nucleico diana de interés, descrito con
mayor detalle en la subseccién que sigue).

Las moléculas de acido nucleico antisentido de la invencién se administran tipicamente a una célula o se generan
in situ de tal manera que las mismas se hibridan con o se fijan a mRNA celular y/o DNA genémico que codifica una
TFSRP para inhibir con ello la expresioén de la proteina, v.g., por inhibicién de la transcripcion y/o la traduccién. La
hibridacién puede realizarse por complementariedad convencional de nucleétidos para formar un duiplex estable, o,
por ejemplo, en el caso de una molécula de 4cido nucleico antisentido que se fija a diplex de DNA, por interacciones
especificas en la hendidura mayor de la doble hélice. La molécula antisentido puede modificarse de tal manera que
la misma se fije especificamente a un receptor o un antigeno expresado en una superficie de la célula seleccionada,
v.g., por enlace de la molécula de 4cido nucleico antisentido a un péptido o un anticuerpo que se fija a un receptor o
antigeno de la superficie celular. La molécula de dcido nucleico antisentido puede suministrarse también a las célu-
las utilizando los vectores descritos en esta memoria. Para alcanzar concentraciones intracelulares suficientes de las
moléculas antisentido, se prefieren constructos de vectores en los cuales la molécula de dcido nucleico antisentido se
halla bajo el control de un promotor procariota, viral, o eucariota (con inclusién de plantas) fuerte.

En otra realizacion adicional, la molécula de 4cido nucleico antisentido es una molécula de 4cido nucleico a-
anomérica. Una molécula de 4cido nucleico a-anomérica forma hibridos bicatenarios especificos con RNA comple-
mentario en los cuales, contrariamente a las unidades 8 usuales, las cadenas avanzan paralelas una a otra (Gaultier et
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al. 1987 Nucleic Acids. Res. 15: 6625-6641). La molécula de dcido nucleico antisentido puede comprender también
un 2’-o-metilribonucleétido (Inoue et al. 1987 Nucleic Acids Res. 15: 6131-6148) o un andlogo quimérico RNA-DNA
(Inoue et al. 1987, FEBS Lett. 215: 327-330).

En otra realizacion adicional, un dcido nucleico antisentido es una ribozima. Las ribozimas son moléculas cataliti-
cas de RNA con actividad de ribonucleasa que son capaces de escindir un dcido nucleico monocatenario, tal como un
mRNA, para el cual tienen las mismas una region complementaria. Asi, pueden utilizarse ribozimas (v.g., las ribozi-
mas de cabeza de martillo descritas en Haselhoff y Gerlach, 1988 Nature 334: 585-591)) para escindir cataliticamente
transcritos de mRNA de TFSRP a fin de inhibir con ello la traduccién de mRNA de TFSRP. Una ribozima que tiene
especificidad para un 4cido nucleico codificante de TFSRP puede disefiarse basdndose en la secuencia de nucleétidos
de un cDNA de TFSRP descrito en esta memoria (a saber, SEQ ID NO: 10) o sobre la base de una secuencia hete-
réloga a aislar de acuerdo con los métodos propuestos en esta invencién. Por ejemplo, puede construirse un derivado
de un RNA de IVS de Tetrahymena L-19 en el cual la secuencia de nucledtidos del sitio activo es complementaria a
la secuencia de nucledtidos a escindir en un mRNA codificante de TFSRP. Véase, v.g., Cech et al. Patente U.S. No.
4.987.071 y Cech et al. Patente U.S. No. 5.116.742. Alternativamente, puede utilizarse mRNA de TFSRP para selec-
cionar un RNA catalitico que tenga una actividad especifica de ribonucleasa a partir de una agrupacién de moléculas
de RNA. Véase, v.g., Bartel, D. y Szostak, J.W., 1993 Science 261: 1411-1418.

Alternativamente, la expresion de los genes de TFSRP puede inhibirse por direccionamiento de secuencias de
nucledtidos complementarias a la region reguladora de una secuencia nucleotidica de TFSRP (v.g., un promotor y/o
intensificador de TFSRP) para formar estructuras de triple hélice que impiden la transcripcién de un gen de TFSRP
en las células diana. Véase en lineas generales, Helene, C., 1991 Anticancer Drug Des. 6(6): 569-84; Helene C. et al.
1992 Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36; y Maher, L.J., 1992 Bioassays 14(12):807-15.

La invencién proporciona adicionalmente un vector de expresién recombinante aislado que comprende un acido
nucleico como se ha descrito arriba, en donde la expresion del vector en una célula hospedadora da como resultado una
tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora.
Como se utiliza en esta memoria, el término “vector” hace referencia a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro dcido nucleico con el que se ha enlazado. Otro tipo de vector es un “plasmido”, término que hace
referencia a un bucle circular de DNA bicatenario al cual pueden estar ligados segmentos de DNA adicionales. Otro
tipo de vector es un vector viral, en el cual segmentos adicionales de DNA pueden ligarse al genoma viral. Ciertos
vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula hospedadora en la cual se han introducido (v.g., vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacidn bacteriano y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (v.g.,
vectores no episémicos de mamifero) se integran en el genoma de una célula hospedadora después de introduccién en
la célula hospedadora, y con ello se replican junto con el genoma del hospedador. Ademds, ciertos vectores son capaces
de dirigir la expresion de genes a los cuales estan enlazados operativamente. En esta memoria se hace referencia a
vectores de este tipo como “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de
DNA recombinante se encuentran a menudo en la forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva, “pldsmido”
y “vector” pueden utilizarse intercambiablemente dado que el pldsmido es la forma de vector mds corrientemente
utilizada. Sin embargo, la invencién tiene por objeto incluir otras formas de vectores de expresion, tales como vectores
virales (v.g., retrovirus deficientes en replicacion, adenovirus y virus adeno-asociados), que desempefan funciones
equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invenciéon comprenden un 4cido nucleico de la invencién en una
forma adecuada para la expresion del dcido nucleico en una célula hospedadora, lo que significa que los vectores
de expresion recombinantes incluyen una o mds secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las células
hospedadoras a utilizar para la expresion, que estd enlazada operativamente a la secuencia de 4cido nucleico a expre-
sar. En un vector de expresioén recombinante, la expresion “enlazado operativamente” tiene por objeto significar que
la secuencia de nucleétidos de interés estd enlazada a la o las secuencias reguladoras de una manera que permite la
expresion de la secuencia de nucledtidos (v.g., en un sistema de transcripcién/traduccién in vitro o en una célula hospe-
dadora cuando el vector se introduce en la célula hospedadora). La expresion “secuencia reguladora” tiene por objeto
incluir promotores, intensificadores y otros elementos de control de la expresion (v.g., sefiales de poliadenilacion).
Secuencias reguladoras de este tipo se describen, por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) o véase: Gruber y Crosby, en: Methods in Plant Molecular
Biology and Biotechnology, compiladores Glick y Thompson, capitulo 7, 89-108, CRC Press: Boca Raton, Florida,
con inclusién de las referencias que aparecen en dicho lugar. Secuencias reguladoras incluyen aquéllas que dirigen la
expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células hospedadoras y aquéllas que dirigen
la expresién de la secuencia de nucledtidos solamente en ciertas células hospedadoras o en ciertas condiciones. Serd
apreciado por los expertos en la técnica que el disefio del vector de expresién puede depender de factores tales como
la eleccién de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Los vectores de
expresion de la invencién pueden introducirse en células hospedadoras para producir con ello proteinas o péptidos,
con inclusién de proteinas o péptidos de fusion, codificados por dcidos nucleicos como se describe en esta memoria
(v.g., TESRPs, formas mutantes de TFSRPs, proteinas de fusion, etc.).

Los vectores de expresion recombinantes de la invencién pueden disefiarse para expresion de TFSRPs en célu-
las procariotas o eucariotas. Por ejemplo, los genes TFSRP pueden expresarse en células bacterianas tales como C.
glutamicum, células de insecto (utilizando vectores de expresion de baculovirus), células de levadura y otras células
fungicas (véase Romanos, M.A. et al. 1992 Foreign gene expression in yeast: a review, Yeast 8: 423-488; van den
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Hondel, C.A.M.J.J. et al. 1991 Heterologous gene expression in filamentous fungi, en: More Gene Manipulations
in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, compiladores, p. 396-428: Academic Press: San Diego; y van den Hondel,
C.AM.JJ. & Punt, PJ., 1991, Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi, en: Applied Mo-
lecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F. ef al. compiladores, p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), algas
(Falciatore et al. 1999 Marine Biotechnology 1(3): 239-251), ciliados de los tipos: Holotrichia, Peritrichia, Spiro-
trichia, Suctoria, Tetrahymena, Paramecium, Colpidium, Glaucoma, Platyophrya, Potomacus, Pseudocohnilembus,
Euplotes, Engelmaniella, y Stylonychia, especialmente del género Stylonychia lemnae con vectores siguiendo un mé-
todo de transformacién como el descrito en WO 98/01572 y células de plantas multicelulares (véase Schmidt, R. and
Willmitzer, L., 1988 High efficiency Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf
and cotyledon explants, Plant Cell Rep. 583-586); Plant Molecular Biology and Biotechnology, C Press, Boca Raton,
Florida, chapter 6/7, S. 71-119 (1993); E.F. White, B. Jenes et al. Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants,
Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. Kung und R. Wu, 128-43, Academic Press: 1993; Potrykus, 1991 Annu.
Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42:205-225 y las referencias citadas en dichos lugares) o células de mamife-
ro. Células hospedadoras adecuadas se exponen adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press: San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresion recombinante pue-
de transcribirse y traducirse in vitro, utilizando por ejemplo secuencias reguladoras del promotor T7 y la polimerasa
T7.

La expresion de proteinas en procariotas se realiza en muchos casos con vectores que contienen promotores cons-
titutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas, sean o no de fusién. Los vectores de fusioén afladen cierto
nimero de aminodcidos a una proteina codificada en ellos, usualmente al término amino de la proteina recombinan-
te, pero también al término C, o se fusionan dentro de regiones adecuadas en las proteinas. Tales vectores de fusién
desempefian tipicamente tres finalidades: 1) aumentar la expresion de una proteina recombinante; 2) aumentar la so-
lubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar a la purificacién de la proteina recombinante por actuar como un
ligando en la purificacién por afinidad. A menudo, en los vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de es-
cision proteolitica en la unién del resto de fusion y la proteina recombinante para permitir la separacion de la proteina
recombinante del resto de fusién subsiguientemente a la purificacion de la proteina de fusién. Enzimas de este tipo, y
sus secuencias de reconocimiento cognadas, incluyen Factor Xa, trombina y enteroquinasa.

Vectores de expresién de fusién tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. y Johnson, K.S.,
1988 Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fu-
sionan glutation-S-transferasa (GST), proteina E de fijacién de maltosa, o proteina A, respectivamente, a la proteina
recombinante diana. En una realizacion, la secuencia codificante de la TFSRP se somete a clonacién en un vector
de expresién pGEX para crear un vector que codifica una proteina de fusién que comprende, desde el término N al
término C, GST-sitio de escisidon de trombina-proteina X. La proteina de fusién puede purificarse por cromatografia
de afinidad utilizando glutatién-resina de agarosa. La TFSRP recombinante no fusionada a GST puede recuperarse
por escision de la proteina de fusion con trombina.

Ejemplos de vectores de expresion de E. coli inducibles adecuados que no son de fusion incluyen pTrc (Amann
et al. 1988 Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier et al. Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89). La expresion de genes diana por el vector pTrc estd basada en
la transcripcion por la RNA-polimerasa del hospedador a partir de un promotor de fusién trp-lac hibrido. La expresién
de genes diana por el vector pET 11d estd basada en la transcripcion a partir de un promotor de fusiéon gnl0-lac T7
mediado por una RNA-polimerasa viral co-expresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral es suministrada por las cepas
hospedadoras BL21(DE3) o HMS174(DE3) a partir de un profago A residente que alberga un gen T7 gnl bajo el
control de transcripcion del promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresién de proteinas recombinantes consiste en expresar la proteina en una
bacteria hospedadora que tiene una capacidad deteriorada para escindir proteoliticamente la proteina recombinante
(Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California
(1990) 119-128). Otra estrategia consiste en alterar la secuencia del dcido nucleico a insertar en un vector de expresion
de tal manera que los codones individuales para cada aminodcido sean los utilizados preferentemente en la bacteria
seleccionada para expresion, tal como C. glutamicum (Wada et al. 1992 Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Dicha
alteracion de secuencias de dcido nucleico de la invencién puede realizarse por técnicas estdndar de sintesis de DNA.

En otra realizacion, el vector de expresion de TFSRP es un vector de expresion de levadura. Ejemplos de vecto-
res para expresion en la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari, ef al. 1987 Embo J. 6:229-234), pMFa
(Kurjan y Herskowitz, 1982 Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al. 1987 Gene 54:113-123), y pYES2 (Invitrogen
Corporation, San Diego, CA). Vectores y métodos para la construccién de vectores apropiados para uso en otros hon-
gos, tales como los hongos filamentosos, incluyen los detallados en: van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, PJ. (1991)
“Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi”, en: Applied Molecular Genetics of fungi, J.F.
Peberdy, et al. compiladores, p. 1-28 Cambridge University Press: Cambridge.

Alternativamente, las TFSRPs de la invencién pueden expresarse en células de insecto utilizando vectores de
expresion de baculovirus. Vectores de expresion de baculovirus disponibles para expresion de proteinas en células de
insecto cultivadas (v.g., células Sf9) incluyen la serie pAc (Smith et al. 1983 Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie
pVL (Lucklow y Summers, 1989 Virology 170:31-39).
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En otra realizacién adicional, un 4cido nucleico de TFSRP de la invencion se expresa en células de mamifero utili-
zando un vector de expresion de mamifero. Ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen pCDMS (Seed,
B, 1987 Nature 329-840) y pMT2PC (Kaufman et al. 1987 EMBO J. 6:187-195). Cuando se utilizan en células de
mamifero, las funciones de control del vector de expresion estdn proporcionadas a menudo por elementos reguladores
virales. Por ejemplo, promotores utilizados comtinmente se derivan de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y el
Virus 40 de los Simios. Para otros sistemas de expresion adecuados para células tanto procariotas como eucariotas
véanse los capitulos 16 y 17 de Sambrook, J. Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
29 Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989.

En otra realizacidn, el vector de expresion recombinante de mamifero es capaz de dirigir la expresion del 4cido
nucleico preferentemente en un tipo de célula particular (v.g., se utilizan elementos reguladores especificos de tejidos
para expresar el dcido nucleico). Elementos reguladores especificos de tejidos se conocen la técnica. Ejemplos no li-
mitantes de promotores especificos de tejidos adecuados incluyen el promotor albimina (especifico de higado; Pinkert
et al. 1987 Genes Dev. 1:268-277), promotores especificos linfoides (Calame y Eaton, 1988 Adv. Immunol. 43:235-
275), en particular promotores de receptores de las células T (Winoto y Baltimore, 1989 EMBO J. 8:729-733) e inmu-
noglobulinas (Banerji et al. 1983 Cell 33:729-740; Queen y Baltimore, 1983 Cell 33:741-748), promotores especificos
de neuronas (v.g., el promotor de neurofilamentos; Byrne y Ruddle, 1989 PNAS 86:5473-5477), promotores especi-
ficos de pédncreas (Edlund et al. 1985 Science 230:912-916), y promotores especificos de glandula mamaria (v.g., el
promotor de lactosuero; patente U.S. No. 4.873.316 y la Publicacién de Solicitud de Patente Europea No. 264.166).
Estdn comprendidos también promotores regulados por desarrollo, por ejemplo, los promotores hox murinos (Kessel y
Gruss, 1990 Science, 249:374-379) y el promotor de fetoproteina (Campes y Tilghman, 1989 Genes Dev. 3:537-546).

En otra realizacién, las TFSRPs de la invencion pueden expresarse en células de plantas unicelulares (tales como
algas) (véase Falciatore et al. 1999 Marine Biotechnology 1 (3):239-251 y las referencias citadas en dicho lugar) y
células de plantas procedentes de plantas superiores (v.g., las espermatofitas, tales como plantas de cosecha). Ejemplos
de vectores de expresion de plantas incluyen los detallados en; Becker, D., Kemper, E., Schell, J. y Masterson, R., 1992
New plant binary vectors with selectable markers located proximal to the left border, Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197;
y Bevan, M.W., 1984 Binary Agrobacterium vectors for plant transformation, Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721; Vectors
for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, compiladores: Kung y
R. Wu, Academic Press, 1993; p. 15-38.

Una casete de expresion de plantas contiene preferiblemente secuencias reguladoras capaces de impulsar la ex-
presion génica en células de plantas y que estdn enlazadas operativamente de tal manera que cada secuencia puede
desempeiar su funcién, por ejemplo, la terminacién de la transcripcidon por sefales de poliadenilacion. Sefiales de
poliadenilacion preferidas son las originarias de t-DNA de Agrobacterium tumefaciens tales como el gen 3 conocido
como octopina-sintasa del plasmido Ti pTiACHS (Gielen et al. 1984 EMBO J. 3:835) o equivalentes funcionales de
los mismos, pero también son adecuados cualesquiera otros terminadores funcionalmente activos en plantas.

Dado que la expresion de genes de plantas no estd limitada en muchos casos por niveles de transcripcion, una casete
de expresion de plantas contiene preferiblemente otras secuencias enlazadas operativamente tales como intensificado-
res de la traduccién tales como la secuencia superimpulsora que contiene la secuencia conductora no traducida 5° del
virus del mosaico del tabaco, que mejora la relacidon de proteina por RNA (Gallie ef al. 1987 Nucl. Acids Research
15:8693-8711).

La expresion de genes de plantas debe enlazarse operativamente a un promotor apropiado que confiere la expresion
de los genes de una manera oportuna, especifica de la célula o del tejido. Se prefieren promotores que impulsan
expresion constitutiva (Benfey et al. 1989 EMBO J. 8:2195-2202) como los derivados de virus de plantas tales como
el CAMV 35S (Franck et al. 1980 Cell 21:285-294), el CaMV 19S (véase también la patente U.S. No. 5352605 y el
documento WO 8402913) o promotores de plantas como los de la subunidad pequefia Rubisco descrita en la patente
U.S. No. 4.962.028.

Otras secuencias preferidas para uso en casetes de expresion de genes de plantas son secuencias de direccionamien-
to necesarias para dirigir el producto génico a su compartimiento celular apropiado (para revision, véase Kermode,
1996 Crit. Rev. Plant Sci. 15(4):285-423 y las referencias citadas en dicho lugar) tales como la vacuola, el nicleo, to-
dos los tipos de plastidos tales como amiloplastos, cloroplastos, cromoplastos, el espacio extracelular, la mitocondria,
el reticulo endoplasmatico, los cuerpos de aceite, peroxisomas y otros compartimientos de las células de las plantas.

La expresién de genes de plantas puede ser facilitada también por un promotor inducible (para revisién, véase
Gatz, 1997 Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:89-108). Promotores quimicamente inducibles son espe-
cialmente adecuados si se desea que ocurra la expresion génica de una manera especifica en el tiempo. Ejemplos de
tales promotores son un promotor inducible por dcido salicilico (documento WO 95/19443), un promotor inducible
por tetraciclina (Gatz et al. 1992 Plant J. 2:397-404) y un promotor inducible por etanol (documento WO 93/21334).

Asimismo, promotores adecuados que responden a condiciones de estrés bidtico o abidtico son aquéllos tales
como el promotor del gen PRP1 inducible por patégenos (Ward et al. 1993 Plant Mol. Biol. 22:361-366), el promotor
hsp80 del tomate inducible por calor (Patente U.S. No. 5187267), el promotor alfa-amilasa de la patata inducible por
frio (documento WO 96/12814) o el promotor pinll inducible por lesiones (Patente Europea No. 375091). Para otros
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ejemplos de promotores inducibles por sequia, frio y sal, tales como el promotor RD29A, véase Yamaguchi-Shinozalei
et al. (1993 Mol. Gen. Genet. 236:331-340).

Se prefieren especialmente aquellos promotores que confieren expresion génica en tejidos y érganos especificos,
tales como células de guarda y las células de los pelos radicales. Promotores adecuados incluyen el promotor del gen
napin de la colza (Patente U.S. No. 5.608.152), el promotor USP de Vicia faba (Baeumlein et al. 1991 Mol. Gen Genet.
225(3):459-67), el promotor oleosina de Arabidopsis (documento WO 98/45461), el promotor faseolina de Phaseolus
vulgaris (Patente U.S. No. 5504200), el promotor Bce4 de Brassica (documento WO 91/13980) o el promotor B4
de legumina (LeB4; Baeumlein et al. 1992 Plant Journal, 2(2):233-9) asi como promotores que confieren expresion
especifica de semillas en plantas monocotiledéneas tales como maiz, cebada, trigo, centeno, arroz, etc. Promotores
adecuados que deben indicarse son el promotor del gen 1pt2 o Iptl de la cebada (documento WO 95/15389 y el
documento WO 95/23230) o los descritos en el documento WO 99/16890 (promotores del gen hordeina de la cebada,
el gen glutelina del arroz, el gen oricina del arroz, el gen prolamina del arroz, el gen gliadina del trigo, el gen glutelina
del trigo, el gen zeina del maiz, el gen glutelina de la avena, el gen kasirina del sorgo y el gen secalina del centeno).

Son también especialmente adecuados promotores que confieren expresion de genes especificos de plastidos, dado
que los pléstidos son el compartimiento en el que se sintetizan los precursores y algunos productos finales de la
biosintesis de los lipidos. Promotores adecuados son el promotor de RNA-polimerasa viral descrito en el documento
WO 95/16783 y en el documento WO 97/06250 y el promotor clpP de Arabidopsis descrito en el documento WO
99/43394.

La invencidn proporciona adicionalmente un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de
DNA de la invencién clonada en el vector de expresion en orientacion antisentido. Es decir, la molécula de DNA esta
enlazada operativamente a una secuencia reguladora de una manera que permite la expresion (por transcripciéon de la
molécula de DNA) de una molécula de RNA que es antisentido respecto al mRNA de TFSRP. Pueden seleccionarse
secuencias reguladoras enlazadas operativamente a una molécula de dcido nucleico clonada en orientacién antisentido
que dirigen la expresién continua de la molécula de RNA antisentido en una diversidad de tipos de células. Por ejem-
plo, pueden seleccionarse promotores y/o intensificadores virales, o secuencias reguladoras que dirigen la expresion
constitutiva, especifica de tejido o especifica del tipo de células de RNA antisentido. El vector de expresion antisentido
puede encontrarse en la forma de un pldsmido recombinante, fagémido o virus atenuado en el cual los dcidos nuclei-
cos antisentido se producen bajo el control de una regién reguladora de alta eficiencia, cuya actividad puede estar
determinada por el tipo de célula en el que se introduce el vector. Para una discusion de la regulacion de la expresion
génica utilizando genes antisentido véase Weintraub, H. er al. Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis,
Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986 y Mol et al. 1990 FEBS Letters 268:427-430).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a células hospedadoras en las cuales se ha introducido un vector de expresion
recombinante de la invencion. Las expresiones “célula hospedadora” y “célula hospedadora recombinante” se utilizan
intercambiablemente en esta memoria. Debe entenderse que dichas expresiones se refieren no sélo a la célula objeto
particular sino que se aplican también a la progenie o progenie potencial de dicha célula. Dado que pueden producirse
ciertas modificaciones en generaciones sucesivas debido a mutacién o influencias ambientales, dicha progenie puede
de hecho no ser idéntica a la célula originaria, pero se incluye todavia dentro del alcance de la expresion tal como se
utiliza en esta memoria.

Una célula hospedadora puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, una TFSRP puede expre-
sarse en células bacterianas tales como C. glutamicum, células de insecto, células fiingicas o células de mamifero
(tales como células de ovario de hamster chino (CHO) o células COS), algas, ciliados, células de plantas, hongos u
otros microorganismos como C. glutamicum. Otras células hospedadoras adecuadas son conocidas por los expertos en
la técnica.

Puede introducirse DNA vector en células procariotas o eucariotas por técnicas convencionales de transformacion
o transfeccion. Tal como se utilizan en esta memoria, los términos “transformacién”, “transfecciéon”, “conjugacién”
y “transduccién” tienen por objeto hacer referencia a una diversidad de métodos reconocidos en la técnica para la
introduccién de acido nucleico extrafio (v.g., DNA) en una célula hospedadora, con inclusién de co-precipitacién con
fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién, competencia natural,
transferencia mediada por productos quimicos y electroporacion. Métodos adecuados para transformacién o transfec-
cién de células hospedadoras con inclusién de células de plantas pueden encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2° edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de laboratorio tales como Methods in Molecular Biology, 1995,
vol. 44, Agrobacterium protocols, compiladores: Gartland y Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. Dado que la
tolerancia al estrés bidtico o abidtico es un rasgo general que se desea heredar en una diversidad de plantas tales como
maiz, trigo, centeno, avena, trigo hibrido, arroz, cebada, soja, cacahuete, algoddn, colza y canola, mandioca, pimiento,
girasol y tagetes, plantas solandceas tales como patata, tabaco, berenjena y tomate, especies de Vicia, guisante, alfalfa,
plantas arbustivas (café, cacao, té), especies de Salix, drboles (palma de aceite, cocotero), céspedes perennes y cose-
chas forrajeras, estas plantas de cosecha son también plantas diana preferidas para la ingenieria genética como una
realizacién adicional de la presente invencion.

En particular, la invencion proporciona un método de producciéon de una planta transgénica con un 4cido nuclei-
co codificante de TFSRP, en donde la expresién del 4cido nucleico en la planta da como resultado una tolerancia
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incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la planta, que comprende: (a)
transformar una célula de planta con un vector de expresién que comprende un 4cido nucleico de TFSRP, y (b) ge-
nerar a partir de la célula de la planta una planta transgénica con una tolerancia incrementada al estrés por sequia
en comparacion con una variedad de tipo salvaje de la planta. En realizaciones preferidas, la TFSRP es como se ha
descrito arriba. En realizaciones preferidas, el 4cido nucleico codificante de TFSRP es como se ha descrito arriba. La
invencién proporciona también un método de aumentar la expresion de un gen de interés en una célula hospedadora
en comparacion con una variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora, en donde el gen de interés se transcribe
en respuesta a una TFSRP, que comprende: (a) transformar la célula hospedadora con un vector de expresion que
comprende un 4cido nucleico codificante de TFSRP, y (b) expresar la TFSRP en la célula hospedadora, incrementando
con ello la expresién del gen transcrito en respuesta a la TFSRP en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la
célula hospedadora. En realizaciones preferidas, la TFSRP es como se ha descrito arriba. En realizaciones preferidas,
el 4cido nucleico codificante de TFSRP es como se ha descrito arriba.

Para dicha transformacién de plantas, pueden utilizarse vectores binarios tales como pBinAR (Hofgen y Willmitzer,
1990 Plant Science 66:221-230). La construccién de los vectores binarios puede realizarse por ligacion del cDNA en
orientacion de sentido o antisentido en el T-DNA. En la posicién 5-prima respecto al cDNA, un promotor de planta
activa la transcripcién del cDNA. Una secuencia de poliadenilacién estd localizada en posicién 3-prima respecto al
cDNA. La expresion especifica de tejido puede lograrse utilizando un promotor especifico de tejido. Por ejemplo,
la expresion especifica de semilla puede lograrse por clonacién del promotor napin o LeB4 o USP en posicién 5-
prima respecto al cDNA. Asimismo, puede utilizarse cualquier otro elemento promotor especifico de semilla. Para
expresion constitutiva en la planta entera, puede utilizarse el promotor 35S de CaMV. La proteina expresada puede
estar direccionada a un compartimiento celular utilizando un péptido sefial, por ejemplo para pldstidos, mitocondria
o reticulo endoplasmatico (Kermode, 1996 (Crit. Rev. Plant Sci., 1996 4(15):285-423). El péptido sefial se somete a
clonacién en posicién S-prima en marco respecto al cDNA para conseguir la localizacion subcelular de la proteina de
fusion.

La transformacién de plantas mediada por Agrobacterium puede realizarse utilizando por ejemplo la cepa de
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) (Koncz y Schell) 1986 Mol. Gen. Genet. 204:383-396) o LBA4404
(Clontech) de Agrobacterium tumefaciens. La transformacién puede realizarse por técnicas estandar de transforma-
cién (Deblaere et al. 1994 Nucl. Acids Res. 13:4777-4788). En una realizacion, pueden utilizarse promotores que son
sensibles a estados de estrés abidtico, tales como el promotor RD29A de Arabidopsis, con las secuencias de dcido
nucleico descritas en esta memoria. Un experto en la técnica reconocerd que el promotor utilizado deberia estar enla-
zado operativamente al 4cido nucleico de tal modo que el promotor cause la transcripcion del dcido nucleico, lo cual
da como resultado la sintesis de un mRNA que codifica un polipéptido. Alternativamente, el RNA puede ser un RNA
antisentido para uso con objeto de producir la expresion subsiguiente del mismo u otro gen o genes.

La transformacion de plantas mediada por Agrobacterium puede realizarse utilizando técnicas estandar de trans-
formacién y regeneracién (Gelvin, Stanton B. y Schilperoort, Robert A, Plant Molecular Biology Manual, 2? Edicién
- Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995. - in Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11- P ISBN 0-7923-2731-4;
Glick, Bernard R.; Thompson John E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton: CRC
Press, 1993. - 360 S., ISBN 0-8493-5164-2). Por ejemplo, la colza puede transformarse por transformacién del coti-
ledén o el hipocétilo (Moloney et al. 1989 Plant Cell Report 8:238-242; De Block et al. 1989 Plant Physiol. 91:694-
701). El uso de antibidticos para la seleccion de Agrobacterium y plantas depende del vector binario y de la cepa
de Agrobacterium utilizada para la transformacion. La seleccién de colza se realiza normalmente utilizando kanami-
cina como marcador de plantas seleccionable. La transferencia de genes mediada por Agrobacterium al lino puede
realizarse utilizando, por ejemplo, una técnica descrita por Mlynarova et al. 1994 Plant Cell Report 13:282-285. Adi-
cionalmente, la transformacién de la soja puede realizarse utilizando por ejemplo una técnica descrita en la Patente
Europea No. 0424 047, la Patente U.S. No. 5.322.783 (Pioneer Hi-Bred International) o en la Patente Europea No.
0397 687, la Patente U.S. No. 5.376.543 y la Patente U.S. No. 5.169.770 (Universidad de Toledo).

La transformacion de plantas puede realizarse por bombardeo con particulas, absorciéon del DNA mediada por po-
lietilen-glicol o por la técnica de las fibras de carburo de silicio se describe, por ejemplo, por Freeling y Walbot “The
maize handbook”, Springer Verlag: Nueva York (1993) ISBN 3-540-97826-7). Un ejemplo especifico de transforma-
cién del maiz se encuentra en la Patente U.S. No. 5.990.387 y un ejemplo especifico de transformacién del trigo puede
encontrarse en el documento WO 93/07256.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresiéon y de la
técnica de transfeccion utilizada, solamente una pequefa fraccién de células puede integrar el DNA extrafio en su
genoma. A fin de identificar y seleccionar estos integrantes, se introduce generalmente un gen que codifica un marcador
seleccionable (v.g., resistencia a antibidticos) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Marcadores
seleccionables preferidos incluyen aquéllos que confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y
metotrexato o en plantas que confieren resistencia a un herbicida tal como glifosato o glufosinato. Las moléculas de
acido nucleico que codifican un marcador seleccionable pueden introducirse en una célula hospedadora en el mismo
vector que el que codifica una TFSRP o pueden introducirse en un vector separado. Las células transfectadas de
manera estable con la molécula de dcido nucleico introducida pueden identificarse, por ejemplo, mediante seleccién
de farmacos (v.g., las células que han incorporado el gen marcador seleccionable sobrevivirdn, mientras que las otras
células moriran).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279777 T3

Para crear un microorganismo recombinante homélogo, se prepara un vector que contiene al menos una porcién
de un gen de TFSRP en el cual se ha introducido una delecién, adicién o sustitucion para alterar con ello, v.g., desor-
ganizar funcionalmente, el gen de TFSRP. Preferiblemente, este gen de TFSRP es un gen TFSRP de Physcomitrella
patens, pero puede ser un homologo de una planta afin o incluso de una fuente de mamifero, levadura, o insecto. En
una realizacién preferida, el vector estd disefiado de tal manera que, por recombinacién homoéloga, el gen de TFSRP
endégeno se rompe funcionalmente (es decir, ya no codifica una proteina funcional; a esto se hace referencia también
como un vector puesto fuera de combate (“knock-out”)). Alternativamente, el vector puede disefarse de tal manera
que, después de la recombinacién homdloga, el gen TFSRP enddgeno resulta mutado o alterado de cualquier otro
modo pero codifica todavia una proteina funcional (v.g., la regién reguladora de aguas arriba puede estar alterada al-
terando con ello la expresion de la TFSRP enddgena). Para crear una mutacién puntual por recombinacién homéloga,
pueden utilizarse hibridos DNA-RNA en una técnica conocida como quimeraplastia (Cole-Strauss et al. 1999 Nucleic
Acids Research 27(5): 1323-1330 y Kmiec, 1999 Gene therapy American Scientist 87(3):240-247). Los procedimien-
tos de recombinacién homdloga en Physcomitrella patens son también bien conocidos en la técnica y se contemplan
para uso en esta invencion.

Por lo que respecta al vector de recombinaciéon homoéloga, la porcién alterada del gen TFSRP esta flanqueada
en sus extremos 5’ y 3’ por una molécula de 4dcido nucleico adicional del gen TFSRP que permite que ocurra la
recombinacién homdloga entre el gen TFSRP exdgeno transportado por el vector y un gen de TFSRP end6geno en un
microorganismo o planta. La molécula de 4cido nucleico de TFSRP adicional flanqueante tiene una longitud suficiente
para la recombinacion homdloga exitosa con el gen endégeno. Tipicamente, se incluyen en el vector varios centenares
de pares de bases hasta kilobases de DNA flanqueante (en ambos extremos 5’ y 3’) (véase, v.g., Thomas, K. R., y
Capecchi, M.R., 1987 Cell 51:503 para una descripcion de vectores de recombinacion homoéloga o Strepp et al. 1998
PNAS, 95(8):4368-4373 para recombinacion basada en cDNA en Physcomitrella patens). El vector se introduce en
un microorganismo o célula de planta (v.g., por DNA mediado por polietilen-glicol), y se seleccionan las células en
las cuales el gen de TFSRP introducido se ha recombinado homélogamente con el gen TFSRP endégeno utilizando
métodos conocidos en la técnica.

En otra realizacién, pueden producirse microorganismos recombinantes que contienen sistemas seleccionados que
permiten la expresién regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusién de un gen de TFSRP en un vector
poniéndolo bajo control del operdén lac permite la expresion del gen TESRP tinicamente en presencia de IPTG. Tales
sistemas reguladores son bien conocidos en la técnica.

Una célula hospedadora de la invencién, tal como una célula hospedadora procariota o eucariota en cultivo, puede
utilizarse para producir (es decir, expresar) una TFSRP. Un método alternativo puede aplicarse adicionalmente en las
plantas por la transferencia directa de DNA en flores en desarrollo por la via de electroporacion o transferencia de genes
en medio de Agrobacterium. De acuerdo con ello, la invencién proporciona adicionalmente métodos para producir
TFSRPs utilizando las células hospedadoras de la invencion. En una realizacién, el método comprende cultivar la
célula hospedadora de la invencién (en la cual se ha introducido un vector de expresion recombinante que codifica una
TFSRP, o en cuyo genoma se ha introducido un gen que codifica una TFSRP de tipo salvaje o alterada) en un medio
adecuado hasta que se produce la TFSRP. En otra realizacion, el método comprende adicionalmente aislar TFSRPs
del medio o la célula hospedadora.

Otro aspecto de la invencion se refiere a TFSRPs aisladas, y porciones bioldgicamente activas de las mismas. Una
proteina “aislada” o “purificada” o porcién bioldgicamente activa de la misma esta exenta de algo del material celular
cuando se produce por técnicas de DNA recombinante, o de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando
se sintetiza quimicamente. La expresion “sustancialmente exenta de material celular” incluye preparaciones de TFSRP
en las cuales la proteina estd separada de algunos de los componentes celulares de las células en las que se produce
la misma natural o recombinantemente. En una realizacion, la expresion “sustancialmente exenta de material celular”
incluye preparaciones de TFSRP que tienen menos de aproximadamente 30% (expresado en peso seco) de material
distinto de TFSRP (a lo que se hace referencia también en esta memoria como “proteina contaminante”), de modo
mas preferible menos de aproximadamente 20% de material distinto de TFSRP, de modo todavia mas preferible me-
nos de aproximadamente 10% de material distinto de TFSRP, y de modo muy preferible menos de aproximadamente
5% de material distinto de TFSRP. Cuando la TFSRP o la porcién biolégicamente activa de la misma se produce
recombinantemente, la misma estd también de modo preferible sustancialmente exenta de medio de cultivo, es decir,
el medio de cultivo representa menos de aproximadamente 20%, de modo mas preferible menos de aproximadamente
10%, y de modo muy preferible menos de aproximadamente 5% del volumen de la preparacién de proteina. La expre-
sién “sustancialmente exenta de precursores quimicos u otros productos quimicos” incluye preparaciones de TFSRP
en las cuales la proteina estd separada de precursores quimicos u otros productos quimicos que estdn implicados en
la sintesis de la proteina. En una realizacién, la expresidn “sustancialmente exenta de precursores quimicos u otros
productos quimicos” incluye preparaciones de una TFSRP que tienen menos de aproximadamente 30% (expresado
en peso seco) de precursores quimicos o productos quimicos distintos de TFSRP, de modo més preferible menos de
aproximadamente 20% de precursores quimicos o productos quimicos distintos de TFSRP, de modo todavia mds pre-
ferible menos de aproximadamente 10% de precursores quimicos o productos quimicos distintos de TFSRP, y de modo
muy preferible menos de aproximadamente 5% de precursores quimicos o productos quimicos distintos de TFSRP.
En realizaciones preferidas, proteinas aisladas, o porciones biolégicamente activas de las mismas carecen de protei-
nas contaminantes del mismo organismo del que se deriva la TFSRP. Tipicamente, tales proteinas se producen por
expresion recombinante de, por ejemplo, una TFSRP de Physcomitrella patens en plantas distintas de Physcomitrella
patens o microorganismos tales como C. glutamicum, ciliados, algas u hongos.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279777 T3

Una TFSRP aislada o una porcién de la misma de la invencién puede participar en una respuesta de tolerancia
al estrés en una planta, o mds particularmente puede participar en la transcripcién de una proteina implicada en una
respuesta de tolerancia al estrés en una planta de Physcomitrella patens, o tiene una o mds de las actividades indicadas
en la Tabla 1. En realizaciones preferidas, la proteina o porcion de la misma comprende una secuencia de aminoéci-
dos que es suficientemente homéloga a una secuencia de aminodcidos codificada por un 4cido nucleico de SEQ ID
NO: 10, tal que la proteina o porcién de la misma mantiene la capacidad para participar en el metabolismo de los
compuestos necesarios para la construccion de membranas celulares en Physcomitrella patens, o en el transporte de
moléculas a través de dichas membranas. La porcién de la proteina es preferiblemente una porcién biolégicamente
activa como se describe en esta memoria. En otra realizacion preferida, una TESRP de la invencion tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacién preferida adicional, la TFSRP tiene una secuencia de aminodcidos que esta codificada por una
secuencia de nucledtidos que se hibrida, v.g., se hibrida en condiciones severas, a una secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 10.

En otra realizacién preferida adicional, la TESRP tiene una secuencia de aminodcidos que es al menos aproxima-
damente 50-60%, con preferencia al menos aproximadamente 60-70%, de modo mas preferible al menos aproxima-
damente 70-80%, 80-90%, 90-95%, y de modo todavia mds preferible al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%,
99% o mas homéloga a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17.

Las TFSRPs preferidas de la presente invencion poseen también preferiblemente al menos una de las actividades de
TFSRP descritas en esta memoria. Por ejemplo, una TFSRP preferida de la presente invencién incluye una secuencia
de aminodcidos codificada por una secuencia de nucledtidos que se hibrida, v.g., se hibrida en condiciones severas,
a una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 10 y que puede participar en una respuesta de tolerancia al estrés en
una planta, o mds particularmente puede participar en la transcripcién de una proteina implicada en una respuesta de
tolerancia al estrés en una planta de Physcomitrella patens, o que tiene una o mas de las actividades indicadas en la
Tabla 1.

En otras realizaciones, la TFSRP es sustancialmente homologa a una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
17, y retiene la actividad funcional de la proteina de la secuencia de SEQ ID NO: 17, pero difiere en secuencia de
aminodcidos debido a variacién natural o mutagénesis, como se ha descrito en detalle anteriormente. De acuerdo con
ello, en otra realizacion, la TFSRP es una proteina que comprende una secuencia de aminodcidos que es al menos
aproximadamente 50-60%, de modo preferible al menos aproximadamente 60-70%, de modo mds preferible al menos
aproximadamente 70-80%, 80-90, 90-95%, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%,
99% o mas homologa a una secuencia entera de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, y que tiene al menos una de las
actividades TFSRP descritas en esta memoria. En otra realizacién, la invencion se refiere a una proteina entera de
Physcomitrella patens que es sustancialmente homdloga a la secuencia entera de aminodcidos codificada por un acido
nucleico de SEQ ID NO: 10.

Porciones biol6gicamente activas de una TFSRP incluyen péptidos que comprenden secuencias de aminodcidos
derivadas de las secuencias de aminodcidos de una TFSRP, v.g., una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17 o la
secuencia de aminodcidos de una proteina homéloga a una TFSRP, que incluyen menos aminoécidos que una TFSRP
de longitud total o la proteina de longitud total que es homdloga a una TFESRP, y exhiben al menos una actividad de
una TFSRP. Por regla general, porciones biol6gicamente activas (péptidos, v.g., péptidos que tienen, por ejemplo, 5,
10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 o mds aminoicidos de longitud) comprenden un dominio o motivo que
tiene al menos una actividad de una TFSRP. Ademads, otras porciones bioldgicamente activas, en las cuales se han
delecionado otras regiones de la proteina, pueden prepararse por técnicas recombinantes y evaluarse respecto a una o
mas de las actividades descritas en esta memoria. Preferiblemente, las porciones bioldgicamente activas de una TFSRP
incluyen uno o mis dominios/motivos seleccionados o porciones de los mismos que tienen actividad bioldgica.

Las TFSRPs se producen preferiblemente por técnicas de DNA recombinante. Por ejemplo, una molécula de acido
nucleico que codifica la proteina se clona en un vector de expresion (como se ha descrito arriba), se introduce el vector
de expresion en una célula hospedadora (como se ha descrito arriba) y se expresa la TFSRP en la célula hospedadora.
La TFSRP puede aislarse luego de las células por un esquema de purificacion apropiado utilizando técnicas estandar de
purificacion de proteinas. Como alternativa a la expresion recombinante, una TFSRP, un polipéptido o péptido puede
sintetizarse quimicamente utilizando técnicas estdndar de sintesis de péptidos. Ademads, la TFSRP nativa puede aislarse
de células (v.g., Physcomitrella patens), por ejemplo utilizando un anticuerpo anti-TFSRP, que puede producirse por
técnicas estdndar utilizando una TFSRP o fragmento de la misma de esta invencion.

La invencién proporciona también proteinas TFSRP quiméricas o de fusién. Como se utiliza en esta memoria, una
“proteina quimérica” o “proteina de fusién” TFSRP comprende un polipéptido de TFSRP enlazado operativamente
a un polipéptido que no es de TFSRP. Un “polipéptido de TFSRP” hace referencia a un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos que corresponde a una TFSRP, en tanto que un “polipéptido que no es de TFSRP” hace
referencia a un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a una proteina que no es sustan-
cialmente homoéloga a la TFSRP, v.g., una proteina que es diferente de la TFSRP y se deriva del mismo organismo o de
un organismo diferente. Dentro de la proteina de fusidn, el término “enlazado operativamente” tiene por objeto indicar
que el polipéptido de TFSRP y el polipéptido que no es de TFSRP estan fusionados uno a otro de tal manera que ambas
secuencias cumplen la funcién propuesta atribuida a la secuencia utilizada. El polipéptido que no es de TFSRP puede
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estar fusionado al término N o al término C del polipéptido de TFSRP. Por ejemplo, en una realizacion, la proteina
de fusién es una proteina de fusién GST-TFSRP en la cual las secuencias de TFSRP estdn fusionadas al término C
de las secuencias de GST. Tales proteinas de fusidon pueden facilitar la purificacién de GSBRPs recombinantes. En
otra realizacidn, la proteina de fusion es una TESRP que contiene una secuencia de sefial heteréloga en su término N.
En ciertas células hospedadoras (v.g., células hospedadoras de mamifero), la expresién y/o secrecion de una TFSRP
pueden incrementarse por el uso de una secuencia sefial heteréloga.

Preferiblemente, una proteina TFSRP quimérica o de fusién de la invencion se produce por técnicas estandar de
DNA recombinante. Por ejemplo, fragmentos de DNA que codifican las diferentes secuencias de polipéptidos se ligan
unos a otros en marco de acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo empleando términos de extremos romos
0 extremos cohesivos para ligacion, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar los términos apropiados,
rellenado de extremos cohesivos en caso apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la unién indeseable y
ligacién enzimdtica. En otra realizacion, el gen de fusion puede sintetizarse por técnicas convencionales que incluyen
sintetizadores automdticos de DNA. Alternativamente, puede llevarse a cabo la amplificacién de fragmentos de genes
por PCR utilizando iniciadores de anclaje que dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos de genes
consecutivos que pueden reasociarse y re-amplificarse subsiguientemente para generar una secuencia de gen quimérica
(véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, compiladores Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992).
Ademads, estan disponibles comercialmente muchos vectores de expresion que codifican ya un resto de fusion (v.g., un
polipéptido GST). Un 4cido nucleico codificante de TESRP puede clonarse en un vector de expresion de este tipo de
tal modo que el resto de fusion estd enlazado en marco a la TFSRP.

Homodlogos de la TFSRP pueden generarse por mutagénesis, v.g., mutacion puntual discreta o truncacion de la
TFSRP. Tal como se utiliza en esta memoria, el término “homdlogo” hace referencia a una forma variante de la
TFSRP que actia como agonista o antagonista de la actividad de la TFSRP. Un agonista de la TFSRP puede retener
sustancialmente la misma, o un subconjunto, de las actividades biolégicas de la TFSRP. Un antagonista de la TFSRP
puede inhibir una o més de las actividades de la forma existente naturalmente de la TFSRP, por ejemplo por fijacién
competitiva a un miembro situado aguas abajo o aguas arriba de la cascada metabélica de componentes de la membrana
celular que incluye la TFSRP, o por fijacién a una TFSRP que media el transporte de compuestos a través de dichas
membranas, impidiendo con ello que tenga lugar la translocacién.

En una realizacion alternativa, los homélogos de la TESRP pueden identificarse por escrutinio de genotecas combi-
natorias de mutantes, v.g., mutantes de truncacion, de la TESRP respecto a actividad agonista o antagonista de TFSRP.
En una realizacidn, se genera una genoteca diversificada de variantes de TFSRP por mutagénesis combinatoria al nivel
del 4cido nucleico y se codifica por una genoteca de genes diversificada. Una genoteca diversificada de variantes de
TFSRP puede producirse mediante, por ejemplo, ligacién enzimatica de una mezcla de oligonucledtidos sintéticos en
secuencias de genes de tal modo que pueda expresarse un conjunto degenerado de secuencias potenciales de TFSRP
como polipéptidos individuales, o alternativamente, como una serie de proteinas de fusién mayores (v.g., para presen-
tacion de fago) que contienen la serie de secuencias de TFSRP en ellas. Existen una diversidad de métodos que pueden
utilizarse para producir genotecas de homdlogos potenciales de TFSRP a partir de una secuencia de oligonucleétidos
degenerada. La sintesis quimica de una secuencia de genes degenerada puede realizarse en un sintetizador automatico
de DNA, y el gen sintético se liga luego a un vector de expresion apropiado. El uso de una serie degenerada de genes
permite la provision, en una mezcla, de todas las secuencias codificantes de la serie deseada de secuencias potenciales
de TFSRP. Métodos para la sintesis de oligonucle6tidos degenerados se conocen en la técnica (véase, v.g., Narang,
S.A., 1983 Tetrahedron 39: 3; Itakura et al. 1984 Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura et al. 1984 Science 198: 1056;
Ike et al. 1983 Nucleic Acid Res. 11: 477).

Adicionalmente, pueden utilizarse genotecas de fragmentos de la codificacién de GSBRP para generar una pobla-
cion diversificada de fragmentos de TESRP para escrutinio y seleccion subsiguiente de homélogos de una TESRP. En
una realizacion, puede generarse una genoteca de fragmentos de secuencia codificantes por tratamiento de un fragmen-
to PCR bicatenario de una secuencia codificante de TFSRP con una nucleasa en condiciones en las cuales se produce
mellado s6lo aproximadamente una vez por molécula, desnaturalizaciéon del DNA bicatenario, renaturalizacién del
DNA para formar DNA bicatenario que puede incluir pares sentido/antisentido de productos mellados diferentes,
eliminacién de porciones monocatenarias de los diplex reformados por tratamiento con nucleasa S1, y ligacién de
la genoteca de fragmentos resultante en un vector de expresion. Por este método, puede derivarse una genoteca de
expresion que codifica fragmentos N-terminales, C-terminales e internos de diversos tamafios de la TFSRP.

Se conocen en la técnica varios métodos para escrutar productos génicos de genotecas combinatorias producidas
por mutaciones puntuales o truncacién, y para el escrutinio de genotecas de cDNA para productos génicos que tengan
una propiedad seleccionada. Dichas técnicas son adaptables para escrutinio rapido de las genotecas de genes generadas
por la mutagénesis combinatoria de homélogos de TFSRP. Las técnicas utilizadas mds frecuentemente, que son sus-
ceptibles de andlisis de alta capacidad, para escrutinio de grandes genotecas de genes incluyen tipicamente clonacién
de la genoteca de genes en vectores de expresion replicables, transformacion de células apropiadas con la genoteca de
vectores resultante, y expresion de los genes combinatorios en condiciones en las cuales la deteccién de una actividad
deseada facilita el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detect6. La mutagénesis recursiva de
conjunto (REM), una nueva técnica que mejora la frecuencia de mutantes funcionales en las genotecas, puede utilizar-
se en combinacién con los ensayos de escrutinio para identificar homélogos de TFSRP (Arkin y Yourvan, 1992 PNAS
89: 7811-7815; Delgrave et al. 1993 Protein Engineering 6 (3): 327-331). En otra realizacién, pueden aprovecharse
ensayos basados en células para analizar una genoteca de TFSRP diversificada, utilizando métodos bien conocidos en
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la técnica. La presente invencién proporciona adicionalmente un método de identificacién de una nueva TFSRP, que
comprende (a) generar una respuesta especifica de anticuerpos para una TESRP, o fragmento de la misma, como se
describe en esta memoria; (b) escrutar material supuesto de TFSRP con el anticuerpo, en donde la fijacién especifica
del anticuerpo al material indica la presencia de una TFSRP potencialmente nueva; y (c) analizar el material fijado en
comparaciéon con TFSRP conocidas, para determinar su novedad.

Las moléculas de acido nucleico, proteinas, homélogos de proteinas, proteinas de fusidn, iniciadores, vectores, y
células hospedadoras descritas en esta memoria pueden utilizarse en uno o mds de los métodos siguientes: identifi-
cacion de Physcomitrella patens y organismos afines; mapeado de genomas de organismos afines a Physcomitrella
patens; identificacién y localizacién de secuencias de interés de Physcomitrella patens; estudios de evolucidn; deter-
minacién de regiones de TFSRP requeridas para funcién; modulacién de una actividad de TFSRP; modulacién del
metabolismo de una o mas funciones celulares; modulacién del transporte transmembranal de uno o mas compuestos;
y modulacién de la resistencia al estrés.

El musgo Physcomitrella patens representa un miembro de los musgos. El mismo es afin a otros musgos tales
como Ceratodon purpureus que es capaz de crecer en ausencia de luz. Musgos tales como Ceratodon 'y Physcomitre-
lla comparten un alto grado de homologia en la secuencia de DNA vy el nivel de polipéptidos permitiendo el uso de
escrutinio heter6logo de moléculas de DNA con sondas procedentes de otros musgos u organismos, permitiendo asi la
derivacion de una secuencia de consenso adecuada para escrutinio heter6logo o anotacién funcional y prediccion de
funciones de genes en terceras especies. La posibilidad de identificar tales funciones puede tener por tanto importancia
significativa, v.g. la prediccion de especificidad de sustrato de enzimas. Adicionalmente, estas moléculas de acido nu-
cleico pueden servir como puntos de referencia para el mapeado de genomas de musgos, o de genomas de organismos
afines.

Las moléculas de 4cido nucleico de TFSRP de la invencidn tienen una diversidad de usos. Es muy importante que
las secuencias de 4cido nucleico y aminodcidos de la presente invencién pueden utilizarse para transformar plantas,
induciendo con ello tolerancia a estados de estrés tales como sequia. La presente invencién proporciona por tanto una
planta transgénica transformada por un dcido nucleico codificante de TFSRP, en donde la expresion de la secuencia
de 4acido nucleico en la planta da como resultado una tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con
una variedad de tipo salvaje de la planta. La planta transgénica puede ser una monocotiledénea o una dicotiledénea. La
invencién estipula adicionalmente que la planta transgénica puede seleccionarse de maiz, trigo, centeno, avena, trigo
hibrido, arroz, cebada, soja, cacahuete, algodén, colza, canola, mandioca, pimiento, girasol, tagetes, plantas soland-
ceas, patata, tabaco, berenjena, tomate, especies de Vicia, guisante, alfalfa, café, cacao, té, especies de Salix, palma de
aceite, cocotero, céspedes perennes y cosechas forrajeras, por ejemplo. En particular, la presente invencion describe la
utilizacién de la expresion de CBF-1 (SEQ ID NO: 17) para producir por ingenieria genética plantas tolerantes a la se-
quia. Esta estrategia ha sido demostrada en esta invencidn para Arabidopsis thaliana, colza/canola, habas de soja, maiz
y trigo, pero su aplicacidn no estd restringida a estas plantas. De acuerdo con ello, la invencidn proporciona una planta
transgénica que contiene una TFSRP seleccionada de CBF-1 como se define arriba, con inclusiéon de homélogos, en
donde el estrés ambiental es sequia.

La presente invencion proporciona también métodos de modificacién de la tolerancia al estrés de una planta, que
comprenden modificar la expresion de una TFSRP en la planta. La invencién estipula que este método puede realizarse
de tal manera que la tolerancia al estrés se aumenta o se reduce.

Adicionalmente, este método puede utilizarse en plantas transgénicas o no transgénicas. En los casos en que la
planta es transgénica, la planta puede transformarse con un vector que contiene cualquiera de los 4cidos nucleicos
codificantes de TFSRP arriba descritos, o la planta puede transformarse con un promotor que dirige la expresién de
TFSRP nativa en la planta, por ejemplo. La invencidn estipula que dicho promotor puede ser especifico de tejido.
Adicionalmente, un promotor de este tipo puede estar regulado por el desarrollo. En una alternativa, plantas no trans-
génicas pueden tener expresion de TFSRP nativa modificada por induccién de un promotor nativo. Adicionalmente, la
invencidn estipula que la expresién de TFSRP puede modificarse por administracién de una molécula antisentido que
inhibe la expresién de TFSRP.

La expresion de CBF-1 (SEQ ID NO: 17), en plantas diana puede realizarse por uno de los ejemplos siguientes,
pero sin caracter limitante: (a) promotor constitutivo, (b) promotor inducible por estrés, (c) promotor inducido por
productos quimicos, y (d) sobre-expresién de un promotor modificado por ingenieria genética con, por ejemplo, fac-
tores de transcripcién derivados de dedos de cinc (Greisman y Pabo, 1997 Science 275:657). El dltimo caso implica
la identificacién de los homdélogos de CBF-1 (SEQ ID NO: 17), en la planta diana asi como de su promotor. Se modi-
fican por ingenieria genética factores de transcripcidn recombinantes que contienen dedos de cinc para interaccionar
especificamente con el homélogo de CBF-1 (SEQ ID NO: 17) y se activa la transcripcién del gen correspondiente.

Como se muestra en esta memoria y se describe con mayor detalle mds adelante, la expresion de la TESRP CBF-1
(SEQ ID NO: 17) en Arabidopsis thaliana confiere a la planta un alto grado de tolerancia a la sequia.

En condiciones de estrés por sequia, las lineas que sobreexpresaban CBF-1 exhibian una tasa de supervivencia
de 100%. Los controles no transformados exhibian una tasa de supervivencia de 10%. Es digno de mencién que los
andlisis de estas lineas transgénicas se realizaron con plantas T1. Por tanto, los resultados serdn mejores cuando se
encuentre un expresante homocigético fuerte. Una prueba adicional de la implicacién de estos genes en la tolerancia
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al estrés viene dada por el aumento en el nivel de material transcrito en respuesta al tratamiento a baja temperatura. La
concentracion de los transcritos para CBF-1 se incrementa al doble con respecto al ruido de fondo sin tratar después
del tratamiento.

Ademds de introducir las secuencias de dcido nucleico de TFSRP en plantas transgénicas, estas secuencias pueden
utilizarse también para identificar un organismo como perteneciente a la especie Physcomitrella patens o un pariente
préoximo de la misma. Asimismo, aquéllas pueden utilizarse para identificar la presencia de Physcomitrella patens o
un pariente de la misma en una poblacién mixta de microorganismos. La invencién proporciona las secuencias de
acido nucleico de varios genes de Physcomitrella patens; por sonda del DNA genémico extraido de un cultivo de
una poblacién singular o mixta de microorganismos en condiciones severas con una sonda que abarca una regioén
de un gen de Physcomitrella patens que es exclusiva de este organismo, puede comprobarse si estd presente este
organismo.

Adicionalmente, las moléculas de 4cido nucleico y proteina de la invencién pueden servir como marcadores para
regiones especificas del genoma. Esto tiene utilidad no sélo en el mapeado del genoma, sino también en estudios fun-
cionales de proteinas de Physcomitrella patens. Por ejemplo, para identificar la regién del genoma a la que se fija una
proteina particular de fijacién de DNA de Physcomitrella patens, el genoma de Physcomitrella patens podia digerirse,
e incubarse los fragmentos con la proteina de fijacién de DNA. Aquellos fragmentos que fijan la proteina pueden son-
darse adicionalmente con las moléculas de dcido nucleico de la invencién, preferiblemente con marcadores facilmente
detectables; la fijacién de una molécula de dcido nucleico de este tipo al fragmento del genoma permite la localizacién
del fragmento al mapa genémico de Physcomitrella patens, y, cuando se realiza multiples veces con enzimas diferen-
tes, facilita una determinacion rapida de la secuencia de 4cido nucleico a la que se fija la proteina. Adicionalmente, las
moléculas de 4cido nucleico de la invencién pueden ser suficientemente homdlogas a las secuencias de especies afines
de tal modo que estas moléculas de dcido nucleico pueden servir como marcadores para la construccién de un mapa
gendémico en musgos afines.

Las moléculas de dcido nucleico de TFSRP de la invencién son también ttiles para estudios evolutivos y estructu-
rales de proteinas. Los procesos metabdlicos y de transporte en los cuales participan las moléculas de la invencién son
utilizados por una diversidad de células procariotas y eucariotas; por comparacién de las secuencias de las moléculas
de 4cido nucleico de la presente invencion con aquéllas que codifican enzimas similares de otros organismos, puede
evaluarse la afinidad evolutiva de los organismos. Andlogamente, una comparacion de este tipo permite una evaluacién
de cudles son las regiones de la secuencia que se conservan y cudles no, lo que puede ayudar a determinar aquellas
regiones de la proteina que son esenciales para el funcionamiento de la enzima. Este tipo de determinacién es valioso
para estudios de ingenieria de proteinas y puede proporcionar una indicacién de lo que puede tolerar la proteina en
términos de mutagénesis sin pérdida de funcion.

La manipulacién de las moléculas de 4cido nucleico de TFSRP de la invencién puede dar como resultado la
produccion de TFSRPs que tengan diferencias funcionales de las TFSRPs de tipo salvaje. Estas proteinas pueden
mejorarse en eficiencia o actividad, pueden estar presentes en mayores nimeros en la célula de lo que es usual, y
pueden tener eficiencia o actividad reducidas. Existen varios mecanismos por los cuales la alteracién de una TFSRP
de la invencion puede afectar directamente a la respuesta al estrés y/o la tolerancia al estrés. En el caso de plantas que
expresan TFSRPs, el transporte incrementado puede conducir a un reparto mejorado de sal y/o solutos en el tejido y los
organos de la planta. Por aumento del nimero o la actividad de las moléculas transportadoras que exportan moléculas
i6nicas de la célula, puede ser posible afectar a la tolerancia de la célula a la sal.

El efecto de la modificacién genética en plantas, C. glutamicum, hongos, algas, o ciliados sobre la tolerancia al
estrés puede evaluarse dejando crecer el microorganismo o planta modificado(a) en condiciones inferiores a las ade-
cuadas y analizando posteriormente las caracteristicas de crecimiento y/o metabolismo de la planta. Dichos métodos
de andlisis son bien conocidos por un experto en la técnica, e incluyen peso seco, peso hiimedo, sintesis de proteinas,
sintesis de carbohidratos, sintesis de lipidos, tasas de evapotranspiracion, rendimiento de la planta en general y/o la
cosecha, floracién, reproduccién, produccion de semillas, crecimiento de raices, tasas de respiracion, tasas de fotosin-
tesis, etc. (Aplicaciones de HPLC en Bioquimica en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
vol. 17; Rehm ez al. 1993 Biotechnology, vol. 3, capitulo III: Recuperacioén y purificacién de productos, paginas 469-
714, VCH: Weinheim; Belter, P.A. et al. 1988 Bioseparations: downstream processing for biotechnology, John Wiley
and Sons; Kennedy, J.F. y Cabral, J.M.S., 1992 Recovery processes for biological materials, John Wiley and Sons;
Shaeiwitz, J.A. y Henry, J.D., 1988 Biochemical Separations, en: Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry,
vol. B3, capitulo 11, paginas 1-27, VCH: Weinheim; y Dechow, F.J. (1989) Separation and purification techniques in
biotechnology, Noyes Publications).

Por ejemplo, vectores de expresion de levadura que comprenden los dcidos nucleicos descritos en esta memoria,
o fragmentos de los mismos, pueden construirse y transformarse en Saccharomyces cerevisiae utilizando protocolos
estdndar. Las células transgénicas resultantes pueden ensayarse luego en cuanto a fallo o alteracién de su tolerancia
a la sequia. Andlogamente, vectores de expresion de plantas que comprenden los dcidos nucleicos descritos en esta
memoria, o fragmentos de los mismos, pueden construirse y transformarse en una célula de planta apropiada tal
como Arabidopsis, soja, colza, maiz, trigo, Medicago truncatula, etc., utilizando protocolos estdndar. Las células
transgénicas y/o plantas resultantes derivadas de ello pueden ensayarse luego en cuanto a fallo o alteracién de su
tolerancia a la sequia.
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La modificacién por ingenieria genética de uno o més genes de TFSRP de la invencién puede dar también como
resultado TFSRPs que tienen actividades alteradas que afectan indirectamente a la respuesta al estrés y/o la tolerancia
al estrés de algas, plantas, ciliados u hongos u otros microorganismos tales como C. glutamicum. Por ejemplo, los
procesos bioquimicos normales del metabolismo dan como resultado la produccién de una diversidad de productos
(v.g., peréxido de hidrégeno y otras especies oxigenadas reactivas) que pueden interferir activamente con estos mismos
procesos metabdlicos (por ejemplo, se sabe que el peroxinitrito nitra las cadenas laterales de la tirosina, desactivando
con ello algunas enzimas que tienen tirosina en el sitio activo (Groves, J.T., 1999 Curr. Opin. Chem. Biol. 3(2):226-
235). Si bien estos productos son excretados tipicamente, las células pueden alterarse genéticamente para transportar
mds productos de lo que es tipico para una célula de tipo salvaje. Por optimizacion de la actividad de una o mas
TFSRPs de la invencién que estdn involucradas en la exportacién de moléculas especificas, tales como moléculas de
sal, puede ser posible mejorar la tolerancia de la célula al estrés.

Adicionalmente, las secuencias descritas en esta memoria, o fragmentos de las mismas, pueden utilizarse para
generar mutaciones del tipo “knockout” (es decir mutaciones que desactivan un gen determinado) en los genomas de
diversos organismos, tales como bacterias, células de mamifero, células de levadura, y células de plantas (Girke, T.,
1998 The Plant Journal 15:39-48). Las células “knockout” resultantes pueden evaluarse luego respecto a su aptitud o
capacidad para tolerar diversas condiciones de estrés, su respuesta a diversas condiciones de estrés, y el efecto sobre
el fenotipo y/o el genotipo de la mutacién. Para otros métodos de desactivacidn de genes véase la Patente U.S. No.
6.004.804 “Non-Chimeric Mutational Vectors” y Puttaraju et al. 1999 Spliceosome-mediated RNA trans-splicing as a
tool for gene therapy, Nature Biotechnology 17:246-252.

Las estrategias de mutagénesis mencionadas anteriormente para TFSRPs que dan como resultado resistencia in-
crementada al estrés no deben considerarse limitantes; variaciones en estas estrategias serdn facilmente evidentes para
un experto en la técnica. Utilizando tales estrategias, e incorporando los mecanismos descritos en esta memoria, las
moléculas de 4cido nucleico y proteinas de la invencién pueden utilizarse para generar algas, ciliados, plantas, hongos
u otros microorganismos tales como C. glutamicum que expresan moléculas de 4dcido nucleico y proteinas TFSRP
mutadas tales que la tolerancia al estrés se mejora.

La presente invencidn proporciona también anticuerpos que se fijan especificamente a un polipéptido de TFSRP,
0 una porcién del mismo, tal como es codificado(a) por un dcido nucleico dado a conocer en esta memoria 0 co-
mo se describe en esta memoria. Los anticuerpos pueden producirse por muchos métodos bien conocidos (véase, v.g
Harlow and Lane, “Antibodies; A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva
York, (1988)). Resumidamente, puede inyectarse antigeno purificado en un animal en una cantidad y en intervalos
suficientes para provocar una respuesta inmunitaria. Los anticuerpos pueden purificarse directamente, o pueden obte-
nerse células del bazo del animal. Las células pueden fusionarse luego con una linea de células inmortales y escrutarse
respecto a la secrecién de anticuerpos. Los anticuerpos pueden utilizarse para escrutar genotecas de clones de 4ci-
do nucleico en cuanto a células secretoras del antigeno. Los clones positivos pueden secuenciarse posteriormente.
(Véase, por ejemplo, Kelly et al. 1992 Bio/Technology 10:163-167; Bebbington ef al. 1992 Bio/Technology 10:169-
175).

Las expresiones “se fija selectivamente” y “se fija especificamente” relacionadas con el polipéptido hacen refe-
rencia a una reaccion de fijacién que es determinante de la presencia de la proteina en una poblacién heterogénea de
proteinas y otros compuestos bioldgicos. Asi, en condiciones de inmunoensayo disefiadas, los anticuerpos especificos
fijados a una proteina particular no se fijan en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La
fijacion selectiva de un anticuerpo en tales condiciones puede requerir un anticuerpo que se seleccione por su especi-
ficidad para una proteina particular. Pueden utilizarse una diversidad de formatos de inmunoensayo para seleccionar
anticuerpos que se fijan selectivamente a una proteina particular. Por ejemplo, se utilizan rutinariamente inmunoen-
sayos ELISA en fase s6lida para seleccionar anticuerpos que son selectivamente inmunorreactivos con una proteina.
Véase Harlow and Lane, “Antibodies; A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, (1988),
para una descripcién de formatos y condiciones de inmunoensayo que podrian utilizarse para determinar fijacién
selectiva.

En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales a partir de diversos hospedadores. Una descrip-
cién de técnicas para preparar tales anticuerpos monoclonales puede encontrarse en Stites et al. compiladores, “Basic
and Clinical Immunology” (Lange Medical Publications, Los Altos, Calif., 4* edicién) y las referencias citadas en
dicho lugar, y en Harlow and Lane, (“Antibodies; A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Publications, Nueva
York, (1988)).

A lo largo de esta solicitud se han citado diversas publicaciones. Las descripciones de la totalidad de estas publica-
ciones y las referencias citadas en dichas publicaciones se incorporan en sus totalidades por la presente por referencia
en esta solicitud a fin de describir més plenamente el estado de la técnica a la que pertenece esta invencion.

Debe entenderse también que lo que antecede hace referencia a realizaciones preferidas de la presente invencion
y que pueden hacerse numerosos cambios en ella sin apartarse del alcance de la invencion. La invencion se ilustra
adicionalmente por los ejemplos que siguen, que no deben interpretarse en modo alguno como imposicién de limi-
taciones en cuanto al alcance de aquélla. Por el contrario, debe entenderse claramente que se puede recurrir a varias
otras realizaciones, modificaciones, y equivalentes de las mismas que, después de la lectura de la presente descripcion,
pueden ser ideadas en si mismas por los expertos en la técnica sin apartarse del espiritu de la presente invencion y/o del
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alcance de las reivindicaciones adjuntas. Adicionalmente, todas las referencias citadas en esta memoria se incorporan
expresamente por la presente por referencia.

Ejemplos

Ejemplo 1

Crecimiento de cultivos de Physcomitrella patens

Para este estudio se utilizaron plantas de la especie Physcomitrella patens (Hedw.) B.S.G. de la coleccién de la
seccién de estudios genéticos de la Universidad de Hamburgo. Dichas plantas proceden de la cepa 16/14 recogida por
H.L.K. Whitehouse en Gransden Wood, Huntingdonshire (Inglaterra), que fue subcultivada a partir de una espora por
Engel (1968, Am. J. Bot. 55, 438-446). La proliferacién de las plantas se llevé a cabo por medio de esporas y por medio
de regeneracion de los gametofitos. El protonema se desarroll6 a partir de la espora haploide como un cloronema rico
en cloroplastos y caulonema pobre en cloroplastos, sobre el cual se formaron yemas al cabo de aproximadamente
12 dias. Estas crecieron para dar gamet6foros que llevaban anteridios y arquegonios. Después de la fertilizacion, se
obtuvo el esporofito diploide con una pequeiia seta y la capsula de esporas, en la cual maduraron las meiosporas.

El cultivo se llevé a cabo en una cdmara climatizada a una temperatura del aire de 25°C y con una intensidad de
luz de 55 micromoles™™ (luz blanca; tubo fluorescente Philips TL 65W/25) y un cambio luz/oscuridad de 16/8 horas.
El musgo se modificé en cultivo liquido utilizando medio de Knop de acuerdo con Reski y Abel (1985, Planta 165:
354-358) o se cultivé en medio sélido de Knop utilizando agar oxoide al 1% (Unipath, Basingstoke, Inglaterra). Los
protonemas utilizados para el aislamiento de RNA y DNA se cultivaron en cultivos liquidos aireados. Los protonemas
se trituraron cada nueve dias y se transfirieron a medio de cultivo fresco.

Ejemplo 2
Aislamiento de DNA total a partir de plantas

Los detalles para el aislamiento de DNA total se refieren al tratamiento de un gramo de peso fresco de material de
planta. Los materiales utilizados incluyen los tampones siguientes: tampén CTAB: 2% (p/v) de bromuro de N-cetil-
N,N,N-trimetilamonio (CTAB); Tris HCI 100 mM de pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; tampén de N-laurilsarcosi-
na: 10% (p/v) de N-laurilsarcosina; Tris HCl 100 mM de pH 8,0; EDTA 20 mM.

El material de planta se trituré bajo nitrogeno liquido en un mortero para dar un polvo fino y se transfirié a
matraces Eppendorf de 2 ml. El material de planta congelado se cubrié luego con una capa de 1 ml de tamp6n de
descomposicién (1 ml de tampén CTAB, 100 ul de tampén de N-laurilsarcosina, 20 ul de S-mercaptoetanol y 10
w1 de solucién de proteinasa K, 10 mg/ml) y se incubé a 60°C durante una hora con agitacién continua mediante
sacudidas. El homogeneizado obtenido se distribuy6 en dos matraces Eppendorf (de 2 ml) y se extrajo dos veces
mediante sacudidas con el mismo volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Para la separacion de fases, se
llevé a cabo una centrifugacién a 8000 x g y a la temperatura ambiente durante 15 minutos en cada caso. E1 DNA se
precipit6 luego a -70°C durante 30 minutos utilizando isopropanol enfriado en hielo. El DNA precipitado se sedimentd
a4°C y 10.000 g durante 30 minutos y se resuspendié en 180 ul de tampdén TE (Sambrook et al. 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6). Para purificacion ulterior, el DNA se traté con NaCl (concentracién
final 1,2 M) y se precipit6 de nuevo a -70°C durante 30 minutos utilizando dos veces el volumen de etanol absoluto.
Después de un paso de lavado con etanol al 70%, el DNA se sec y se recogié subsiguientemente en 50 ul de H,O
+ RNAsa (concentracion final 50 mg/ml). El DNA se disolvié durante una noche a 4°C y la digestién con RNAsa se
llevé a cabo subsiguientemente a 37°C durante una hora. El almacenamiento del DNA tuvo lugar a 4°C.

Ejemplo 3

Aislamiento de RNA total y RNA poli(A)* y construccion de una genoteca de cDNA de Physcomitrella patens

Para la investigacién de los transcritos, se aislaron tanto RNA total como RNA poli(A)*. El RNA total se obtuvo
de protonemas de tipo salvaje de 9 dias siguiendo el método GTC (Reski ef al. 1994, Mol. Gen. Genet., 244:352-359).
El RNA poli(A)* se aisl6 utilizando Dyna Beads® (Dynal, Oslo, Noruega) siguiendo las instrucciones del protocolo
de los fabricantes. Después de la determinacién de la concentracién del RNA o del RNA poli(A)*, se precipité el RNA
por adicién de 1/10 volimenes de acetato de sodio 3M de pH 4,6 y 2 volimenes de etanol y se guardé a -70°C.

Para la construccidn de la genoteca de cDNA, se realiz6 la sintesis de la primera cadena utilizando transcriptasa in-
versa del Virus de la Leucemia de los Murinos (Roche, Mannheim, Alemania) e iniciadores oligo-d(T), y la sintesis de
la segunda cadena por incubacién con DNA-polimerasa I, enzima Klenow y digestion con RNAsaH a 12°C (2 horas),
16°C (1 hora) y 22°C (1 hora). La reaccion se paré por incubacién a 65°C (10 minutos) y se transfirié subsiguiente-
mente a hielo. Las moléculas de DNA bicatenario se hicieron romas con DNA-polimerasa T4 (Roche, Mannheim) a
37°C (30 minutos). Los nucleétidos se separaron por extraccion con fenol/cloroformo y columnas centrifugas Sepha-
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dex G50. Se ligaron adaptadores EcoRI (Pharmacia, Freiburg, Alemania) a los extremos del cDNA con DNA-ligasa
T4 (Roche, 12°C, una noche) y se fosforilaron por incubacién con polinucledtido-quinasa (Roche, 37°C, 30 minutos).
Esta mezcla se someti6 a separacion en un gel de agarosa de punto de fusién bajo. Las moléculas de DNA mayores
que 300 pares de bases se eluyeron del gel, se extrajeron con fenol, se concentraron en columnas Elutip-D (Schleicher
y Schuell, Dassel, Alemania), se ligaron a ramas vectoras y se empaquetaron en fagos lambda ZAPII o fagos lambda
ZAP-Express utilizando el kit Gigapack Gold (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos) utilizando material y siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 4

Secuenciacion y anotacion de la funcion de ESTs de Physcomitrella patens

Se utilizaron genotecas de cDNA como se describe en el Ejemplo 2 para secuenciacién de DNA de acuerdo con
métodos estdndar, y en particular, por el método de terminacion de cadenas utilizando el Kit ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer, Weiterstadt, Alemania). Se realiz6 una secuenciacién
aleatoria subsiguientemente a la recuperacion preparativa del plasmido a partir de genotecas de cDNA por escision en
masa in vivo, retransformacion, y extension subsiguiente de DH10B en placas de agar (detalles de material y protocolo
de Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos). Se prepar6 DNA plasmidico a partir de cultivos de E. coli desarrollados
durante una noche que crecian en medio Caldo Luria que contenia ampicilina (véase Sambrook et al. 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) en un robot de preparaciéon de DNA Qiagene (Qiagen, Hilden), de
acuerdo con los protocolos del fabricante. Se utilizaron iniciadores de secuenciacion con las secuencias de nucleétidos
siguientes:

5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ SEQ ID NO:24
5'-CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3° SEQ ID NO:25
5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ SEQ ID NO:26

Las secuencias se procesaron y anotaron utilizando el paquete de soporte 16gico EST-MAX proporcionado comer-
cialmente por Bio-Max (Munich, Alemania). El programa incorpora practicamente todos los métodos bioinformaticos
importantes para la caracterizacion funcional y estructural de secuencias de proteinas. Para referencia, puede con-
sultarse el sitio de la web pedant.mips.biochem.mpg.de. Los algoritmos mas importantes incorporados en EST-MAX
son: FASTA: Busquedas muy sensibles de bases de datos de secuencias con estimaciones de significacion estadistica;
Pearson W.R. (1990) Comparacién de secuencias rapida y sensible con FASTP y FASTA. Methods Enzymol. 183:63-
98; BLAST: Biisquedas muy sensibles de bases de datos de secuencias con estimaciones de significacion estadistica.
Altschul S.F,, Gish W., Miller W., Myers E.W., and Lipman D.J. Herramienta de bisqueda de alineacidn local bésica.
Journal of Molecular Biology 215:403-10; PREDATOR: Prediccion de alta exactitud de la estructura secundaria de
secuencias simples y multiples. Frishman, D. and Argos, P. (1997) 75% de exactitud en la prediccién de la estructura
secundaria de protefnas. Proteins, 27:329-335; CLUSTALW: Alineacién de secuencias multiples. Thompson, J.D.,
Higgins, D.G. and Gibson, T.J. (1994) CLUSTAL W: Mejora de la sensibilidad de la alineacién de secuencias progre-
sivas multiples por ponderacion de la secuencia, penalidades por laguna especificas de las posiciones y eleccion de la
matriz de peso. Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680; TMAP: Predicciéon de la regiéon transmembranal a partir de
secuencias multiplemente alineadas. Persson, B. and Argos, P. (1994) Prediccién de segmentos transmembranales en
proteinas utilizando alineaciones de secuencias multiples. J. Mol. Biol. 237:182-192; ALOM2: Prediccion de la regién
transmembranal de secuencias simples. Klein, P.,, Kanehisa, M., and DeLisi, C. Prediccién de la funcién de proteinas
a partir de las propiedades de las secuencias: Un andlisis discriminado de una base de datos. Biochim. Biophys. Ac-
ta 787:221-226 (1984). Version 2 por Dr. K-Nakai; PROSEARCH: Deteccién de patrones de secuencia de proteinas
PROSITE. Kolakowski L.F. Jr, Leunissen J.A.M., Smith J.E. (1992) ProSearch: busqueda rdpida de secuencias de
proteinas con patrones de expresion regular relacionados con la estructura y funcién de las proteinas. Biotechniques
13, 919-921; BLIMPS: Busquedas de semejanza contra una base de datos de bloques sin lagunas. J.C. Wallace and
Henikoff S., (1992); PATMAT: Un programa de bisqueda y extraccién para consultas y bases de datos de secuencia,
patrén y bloque, CABIOS 8:249-254. Escrito por Bill Alford.

Ejemplo 5

Identificacion de ORFs de Physcomitrella patens correspondientes a CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1 y
CABF-2

Los cDNAs parciales de Physcomitrella patens (ESTs) que se muestran en la Tabla 1 siguiente se identificaron en
el programa de secuenciacion de Physcomitrella patens EST utilizando el programa EST-MAX por andlisis BLAST.
(Las Tablas 2-8 muestran algunos de estos resultados). Los Nimeros de Identificacién de Secuencia correspondientes
a estos ESTs son como sigue: CABF-1 (SEQ ID NO: 1), DBF-1 (SEQ ID NO: 2), CBF-1 (SEQ ID NO: 3), HDZ-1
(SEQ ID NO: 4), ZF-1 (SEQ ID NO: 5), LZ-1 (SEQ ID NO: 6), y CABF-2 (SEQ ID NO: 7)

23



10

15

20

25

30

Estos clones particulares se seleccionaron para andlisis ulteriores, dado que codificaban factores de transcripcion.

ES 2279777 T3

TABLA 1
Categoria Funcion Supuesta Cédigo de Se- Posicion ORF Nombre
Funcional cuencia
Factor de proteina de fijacion de DNA DBF-1 ejemplo comparativo
Transcripcion s_pp001031077¢ 1- 515
factor de transcripcion, CABF-1 ejemplo comparativo
fijacion de CCAAT, ©_pp0040531317 500-1 Jeme °
cadena
factor de transcripcion, CABF-2 ejemplo comparativo
) . s_pp004052093¢ 2-508
proteina de dedo de cinc ¢_pp001074039r 1154-447 | ZF-1 ejemplo comparativo
homeodominio de proteina ¢_pp001058012r 364-750 HDZ-1 ejemplo comparativo
con cremallera de leucina
proteina de fijacion de DNA VBP1 s pp013006061t 1-371 LZ-1 ejemplo comparativo
activador de transcripcion c_pp004032055r 183-998 CBF-1 de acuerdo con lain-
CBF1 vencién
TABLA 2

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PPHDZ-1 y otras proteinas homdlogas (se utilizo el programa
GCG Gap; penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)
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Swiss-Prot # | Q9LS31 QSLS33 Q43529 QIXH37 QISP47
Nombre de Proteina Proteina Homeobox Homeodomi- Homeodo-
proteina Homeobox Homeobox nio de minio de
PPHB? PPHB5 proteina con proteina 57
cremallera de con
leucina cremallera
de
leucina
Especie Physcomitre- | Physcomitre- | Lycopersican | Oryza sativa Glycine
lla patens lla patens
(musgo) (musgo) esculentum (arroz) max
(tomate) (soja)
Identidad % '
e 1% I8% 0% 29% 30%
Semejanza % | 70z 51% 40% 39% 36%
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TABLA 3

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PpZF-1 y otras proteinas homdélogas (se utilizo el programa
GCG Gap; penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

Swiss-Prot # | Q9SKS3 QIZTK?7 Q9ZTKS3 QIXEA47 082431
Nombre Proteina de * Proteina 1
de de;oade cinc de Proteina 2 | cuasi- Proteina de Proteina
proteina ggnsm::’:s" cuasi- constante dedo de cinc 1 cuasi-
constante constante
Especie Arabidopsis Arabidopsis | Malus Pinus radiata | Raphanus
thaliana thaliana domestica (Pino de sativus
{ Monterrey) .
M
(Berro de oreja (Berro de oreja Sialvnezs:ii)(Malus (Rabano)
de raton) de ratén)
Identidad % 40% 43% 42% 39% 41%
Semejanza % 50% 54% 54% 49% 53%
TABLA 4

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PPCABF-1 y otras proteinas homdlogas (se utilizo el programa

35

40

45

50

55

60

65

GCG Gap; penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

Swiss-Prot # | Q3ZQC3 023310 P25209 QILFI3 023633
Nombre Factor de Subunidad A Subunidad A Factor de Factor de
de transcrip- del factor de del factor de transcripcion transcrip-
; cion de transcrip- transcrip- NF-Y, proteina cion
proteina fijacion de cién de cion de semejante ala
CCAAT fijacion de fijacion de de fijacion de
supuesto CCAAT CCAAT CCAAT
Especie Arabidopsis | Arabidopsis Zea mays Arabidopsis Arabidopsis
thaliana thaliana {Maiz) thaliana thaliana
{Berro de {Berro de {Berro de (Berro de oreja
oreja de raton) oreja de raton) oreja de raton) de raton)
Identidad % 479 53% 49% 1% 46%
Semejanza%  98% 56% 5% 53% 52%
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TABLA 5

Swiss-Prot # QIZULS 045609 QINPU9
Proteina Proteina de
Nombre de Proteina de M03C11.8 68.6 KDA
roteina fijacion de . .
P DNA subpuesta hipotética
Especie Arabidopsis Caenorhabditis | Homo sapiens
thaliana elegans (Humana)
(Berro de oreja
de ratén)
Identidad % 47% 24% 25%
Semejanza % 58% 35% 37%
TABLA 6

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PpPDBF-1 y otras proteinas homologas (se utilizo el programa
GCG Gap; penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PpCABF-1 y otras proteinas homdlogas (se utilizo el programa
GCG Gap; penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

Swiss-Prot # | 023636 QISNZD Q9SMPO 092869 035088
. Factor de Subunidad Factor
Nombre de Factor de Proteina transcrip- del factor de nuclear
proteina transcrip- activada ci6nHAPSA transcrip- Ye
cion por hemo cion NF-YC
Especie Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis Homo sapiens | Mus
thaliana thaliana thaliana (Human) musculus
(Berro de
orejaderaton) | (Berrode (Berro de (Humana) (Raton)
oreja de raton) oreja de raton)
Identidad % 54% 40% 42% 26% 25%
| Semejanza% | 62% 49%% 49% 31% 30%
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TABLA 7

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PpLZ-1 'y otras proteinas homologas (se utilizo el programa
GCGGap: penalidad por laguna: 10; penalidad por extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

Swiss-Prot # | Q9SQK1 P43273 024160 Q06979 041558
Nombre de Factor de Factor de Transcripcion Factor 3,2 de Factor de
proteina transcrip- transcrip- de cremallera fijacion del transcripcion

cion BZIP cion HBP-1B de feucina elemento OCS HBP-1B(C1)
Especie Nicotiana Arabidopsis Ritotid@A2.1 | Zea mays Triticum
tabacum thaliana tabacum {Maiz) aestivum
(Tabaco (Tabaco (Tabaco (Trigo)
comun) comin) comun)
Identidad % | 62% 73% 46% 46% 45%
Semejanza % | 749, 61% 55% 53% 53%
TABLA 8

Grado de identidad y semejanza de aminodcidos de PpCBF-1 y otras proteinas homdlogas (se utilizo el programa
GCGGap: penalidad por laguna: 10; penalidad por estén extension de laguna: 0,1; matriz de registro: blosum 62)

I
Swiss-Prot # o Qo9M210 BAA33435 | Q9LU18 Q9ZQr3 QISUKS
GenBank #
‘ -
Domini
f Nombre £ Proteina seme- DREBIB Proteina n Proteina A:Z::;;oz
! de pro- jante a factor de semejante al TINY de protei
" transcripcion factor de protel-
teina transcrip- supuesta na seme-
cion TINY jantea
I TINY
Especie Arabidopsis Arabidopsis | Arabidopsis Ambidopsis Arabidopsis
thaliana thaliana thaliana thaliana thaliana
(Berro de (Berro de oreja  (Berro de oreja (Berro de oreja  Berro de oreja
orejaderatén)  de raton) de ratén) de ratén) de raton
Identidad %
e 22% 21% 21% 20% 20%
Semejanza %
5% 32% 32% 30% 2T%

Ejemplo 6

Clonacion del cDNA de longitud total de Physcomitrella patens codificante de CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1,ZF-
1, LZ-1, y CABF-2

Para aislar CABF-1 (SEQ ID NO: 8), CABF-2 (SEQ ID NO: 14), CBF-1 (SEQ ID NO: 10) de longitud total se
realizé una PCR como se describe mas adelante bajo el titulo “Amplificacién de Longitud Total” utilizando los ESTs
originales descritos en el Ejemplo 4 como molde dado que los mismos eran de longitud total (véase la Tabla 9 para los
iniciadores).
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TABLA 9

Esquema e iniciadores utilizados para clonacion de clones de longitud total

{

Carrera de Iniciador RT-PCR
Gen Sitios finales Método de iniciadores
enproducto | gaislamiento
DBF-1 XmalHpal | 5RACEy | ROOS6 (SEQID RC279 (SEQ ID
s;:gfn NO:27) NO:29)
de longitud 5’GCGATCCTCAGC | 5’ATCCCGGGCGAT
totaf CTGTCGATCCATT3' | GGTGCGTTCGAGAT
CGTAAGG3’
RC116 (SEQ ID
NO:28) RC280 (SEQID
S’CCCTGAGGTATC | NO:30)
GTTCCTGGTTCCCA | 5*GCGTTAACGAGC
3 TTTCTCGCAGTGCC
AGATAAZY'
CABF-2 Xmal/Sacl PCR del RC031 (SEQ ID
clon original NO:31)
EST ATCCCGGGCTCTGC
ACCCCAGATGTCGC
ATCCT
RCO32: (SEQ ID
NO:32)
CTGAGCTCTAATGC
ATTCACTGTTGCTG
CTGCT
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T

Hpal/EcoRV ¢ RACE y
RT-PCR
para clon
de fongitud
total

RCO58 (SEQ ID
NO:33)

5'CCTGTAGGGCCA
CCCGGAGCTCACT3

RC108 (SEQID
NO:34)
5'GAGTTAACGCAG
TGGTCACAACGCA
GAGTACGC3’

RC109 (SEQID
NO:35)
5'GCGATATCGCTTC
CATACCTGCGCCGA
AGACTT3!

CBF-1

PCR del clon
EST original

Xmal/Hpal

RC033 (SEQ ID
NO:36)
5’GACCCGGGCCAT
GTGATATGGCTTCA
AAGTATY

RC034 (SEQID
NO:37)
5'GCGTTAACGACT
CACTGAGAGTCAT
AATGGTG3'

HDZ-1

5 RACEy
RT-PCR
para clon
de longitud
total

Xmal/Hpal

RC047 (SEQID
NO:38)
5'CGTAGTCGOGCT
CGAGCTGTTTIGGT3’

RC321 (SEQID
NO:39)
5*ATCCCGGGCACG
AGGGCAAGAGGGG
ATAGAGAC?
RC322 (SEQID
NQ:40)
5'GCGTTAACGCCG
ATGGTGCAACTTIG
GTTGAC3’
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ZF-1 Xmal/Sacl 5 RACEy RCO063 (SEQ ID RC122(SEQ D
RT-PCR NO:41) NO:42)

para clon
de longitud 5$'COGTGTCCTCGG | 5’ATCCCGGGAGGA
total AGCATTCTGGCAT3 | GGGAGTTGGAATCT
AGGAGAC3'

RC124 (SEQID
NO:43)
5°GCGAGCTCGACC
TTGCTCGATGGAGA
CTCCAAT3®

CABF-1 Xmal/Sacl PCR del RCO19 (SEQID

clon EST
original NO:44)
5’ATCCCGGGAATA
GGACGGATGGCCG
ACAGTTAC3’
RC020 (SEQ ID
NO:45)
5'ATGAGCTCAC
TCTTACACTCCGCG
GGGTTGGTTY’

Para aislar los clones codificantes de DBF-1 (SEQ ID NO: 9), HDZ-1 (SEQ ID NO: 11), ZF-1 (SEQ ID NO: 12)
y LZ-1 (SEQ ID NO: 13) de Physcomitrella patens, se crearon genotecas de cDNA con el kit SMART RACE cDNA
Amplification (Clontech Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé como molde RNA total
aislado como se describe en el Ejemplo 2. Los cultivos se trataron antes del aislamiento del RNA como sigue: Estrés
por Sal: 2, 6, 12, 24, 48 horas con medio complementado con NaCl 1-M; Estrés por Frio: 4°C para los mismos tiempos
que en el caso de la sal; Estrés por Sequia: los cultivos se incubaron sobre papel de filtro seco durante los mismos
tiempos anteriores. E1 RNA se retir6 luego y se utilizé para aislamiento.

Protocolo 5’ RACE

Se utilizaron las secuencias EST DBF-1 (SEQ ID NO: 2), HDZ-1 (SEQ ID NO: 4), ZF-1 (SEQ ID NO: 5) y LZ-
1 (SEQ ID NO: 6) identificadas por la busqueda de bases de datos como se describe en el Ejemplo 4 para disefiar
oligos para RACE (véase la Tabla 9). Las secuencias extendidas para estos genes se obtuvieron por realizacién de la
reaccion en cadena de la polimerasa Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE PCR) utilizando el kit Advantage 2
PCR (Clontech Laboratories) y el kit de amplificaciéon de cDNA SMART RACE (Clontech Laboratories) empleando
un termociclador Biometra T3 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias obtenidas por las reacciones
RACE correspondian a las regiones codificantes de longitud total para HDZ-1, ZF-1 y LZ-1 y se utilizaron para disefiar
oligos para clonacion de longitud total de los genes respectivos (véase a continuacién bajo “Amplificacién de Longitud
total”). El producto RACE de DBF-1 no era de longitud total y fue necesaria una nueva reacciéon RACE (véase la Tabla
9 para los iniciadores).

Amplificacion de Longitud total

Se obtuvieron clones de longitud total correspondientes a CABF-1 (SEQ ID NO: 8), CBF-1 (SEQ ID NO: 10) y
CABF-2 (SEQ ID NO: 14) realizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores especificos de
genes (véase la Tabla 9) y el EST original como molde. Las condiciones para la reaccién eran condiciones estandar
con DNA-polimerasa PWO (Roche). La PCR se realiz6 de acuerdo con condiciones estdndar y con los protocolos
del fabricante (Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2* Edicién. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY, Termociclador Biometra T3). Los pardmetros para la reaccién eran: cinco
minutos a 94°C seguidos por cinco ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 50°C y 1,5 minutos a 72°C. Esto fue
seguido por 25 ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 65°C y 1,5 minutos a 72°C.
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Los clones de longitud total para DBF-1 (SEQ ID NO: 9), HDZ-1 (SEQ ID NO: 11), ZF-1 (SEQ ID NO: 12) Y LZ-
1 (SEQ ID NO: 13) se aislaron por repeticién del método RACE pero utilizando los iniciadores especificos de genes
que se dan en la Tabla 9.

Los fragmentos amplificados se extrajeron del gel de agarosa con un Kit de Extraccion de Gel QIAquick (Qiagen) y
se ligaron al vector TOPO pCR 2.1 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los vectores recombinantes
se transformaron en células Top10 (Invitrogen) utilizando condiciones estindar (Sambrook et al. 1989. Molecular
Cloning, A Laboratory Manual. 2% Edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY). Las
células transformadas se seleccionaron en agar LB que contenia 100 ug/ml de carbenicilina, 0,8 mg de X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-3-D-galactosido) que se habia dejado crecer
durante una noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas y se utilizaron para inocular 3 ml de LB liquido
que contenia 100 pg/ml de ampicilina y se dejaron crecer durante una noche a 37°C. Se extrajo el DNA plasmidico
utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los andlisis de los clones
subsiguientes y el mapeado de restriccion se llevaron a cabo de acuerdo con técnicas estdndar de biologia molecular
(Sambrook et al. 1989 Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2* Edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, NY).

Ejemplo 7

Modificacion por ingenieria genética de plantas de Arabidopsis tolerantes al estrés por sobre-expresion de los genes
CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1 y CABF-2

Construccion del vector binario: pGMSG

El vector pPLMNC53 (Mankin, 2000, Thesis PhD) se digirié con HindIII (Roche) y se rellen6 en extremos romos
con enzima Klenow y dNTPs 0,1 mM (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este fragmento se
extrajo del gel de agarosa con el Kit de Extraccién de Gel QIAquick (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El fragmento purificado se digiri6 luego con EcoRI (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Este fragmento se extrajo del gel de agarosa con un Kit de Extraccién de Gel QIAquick (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El fragmento de 1,4 kilobases resultante, la casete de gentamicina, incluia el promotor
nos, el gen aacCl y el terminador g7.

El vector pBlueScript se digirié con EcoRI y Smal (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
fragmento resultante se extrajo del gel de agarosa con un Kit de Extraccién de Gel QIAquick (Qiagen) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El vector pBlue-Script digerido y los fragmentos de la casete de gentamicina se ligaron
con DNA-ligasa T4 (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, uniendo los dos sitios EcoRI respectivos
y uniendo el sitio de extremos romos HindIII con el sitio Smal.

El vector recombinante (pGMBS) se transformé en células Top10 (Invitrogen) utilizando condiciones estdndar.
Las células transformadas se seleccionaron en agar LB que contenia 100 ug/ml de carbenicilina, 0,8 mg de X-Gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-8-D-galactosido), y se dejaron crecer
durante una noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas y se utilizaron para inocular 3 ml de LB liquido
que contenfa 100 pg/ml de ampicilina y se dejaron crecer durante una noche a 37°C. El DNA plasmidico se extrajo
utilizando el Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los andlisis de los
clones subsiguientes y el mapeado de restriccion se realizaron de acuerdo con técnicas estidndar de biologia molecular
(Sambrook et al., 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, N.Y.).

Tanto el vector pPGMBS como el vector plbx SuperGUS se digirieron con Xbal y Kpnl (Roche) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, se escindi6 la casete de gentamicina de pGMBS y se produjo la cadena principal del
vector plbx SuperGUS. Los fragmentos resultantes se extrajeron del gel de agarosa con un Kit de Extraccion de Gel
QIAquick (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos dos fragmentos se ligaron con DNA-ligasa
T4 (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El vector recombinante resultante (pGMSG) se transformé en células Top10 (Invitrogen) utilizando condiciones
estandar. Las células transformadas se seleccionaron en agar LB que contenia 100 pg/ml de carbenicilina, 0,8 mg de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-S8-D-galactosido) que se habia dejado
crecer durante una noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas y se utilizaron para inocular 3 ml de LB liquido
que contenia 100 pg/ml de ampicilina y se dejaron crecer durante una noche a 37°C. Se extrajo el DNA plasmidico
utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los andlisis de los clones
subsiguientes y el mapeado de restriccion se llevaron a cabo de acuerdo con técnicas estdndar de biologia molecular
(Sambrook et al. 1989 Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2* Edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, NY).

Subclonacion de CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1 y CABF-2 en el vector binario

Los fragmentos que contenian los diferentes factores de transcripcion de Physcomitrella patens se subclonaron a
partir de los vectores recombinantes PCR2.1 TOPO por doble digestién con enzimas de rescision (véase la Tabla 10)
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de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El fragmento de la subsecuencia se escindi6 del gel de agarosa con
un Kit de Extraccién de Gel QIAquick (QIAgen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se ligé al vector
binario pGMSG, se escindié con las enzimas apropiadas (véase Tabla 10) y se desfosforil6 antes de la ligacién. El
pGMSG recombinante resultante contenia el factor de transcripcion correspondiente en la orientacién de sentido bajo
el control del super-promotor constitutivo.

TABLA 10

Nombres de los diversos constructos de los factores de transcripcion de Physcomitrella patens utilizados para
transformacion de plantas

Gen Enzimas utilizadas Enzimas utilizadas Constructo

para generar el para restringir Vector Binario

fragmento de gen pGMSG
CABF-1 Xmal/Sacl Xmal/Sacl pBPSSHO03 Ejemplo comparativo
DBE-1 Xmal/Hpal Xmal/Bcl136 pBPSLVMO09 Ejemplo comparativo
CBF-1 Xmal/Hpal Xmal/Bcll136 pBPSSH002 de acuerdo con la invencion
HDZ-\ Xmal/Hpal Xmal/Bcl136 pBPSLVMO07 Ejemplo comparativo
ZE-1 Xmal/Sacl Xmal/Sacl pBPSLVMO08 Ejemplo comparativo
1Z-1 Hpal/BEcoRV Ecl136 pBPSLVMO012 Ejemplo comparativo
CABE-2 Xmal/Sacl Xmal/Sacl pBPSMI003 Ejemplo comparativo

Transformacion en Agrobacterium

Los vectores recombinantes se transformaron en Agrobacterium tumefaciens C58C1 y PMP90 de acuerdo con
condiciones estdndar (Hoefgen y Willmitzer, 1990).

Transformacion de plantas

Se cultivaron y transformaron Arabidopsis thaliana ecotipo C24 de acuerdo con condiciones estandar (Bechtold
1993, Acad. Sci. Paris. 316:1194-1199; Bent et al. 1994, Science 265:1856-1860).

Escrutinio de las Plantas Transformadas

Se utilizaron semillas T1 de acuerdo con protocolos estdndar (Xiong et al. 1999, Plant Molecular Biology Reporter
17:159-170). Se extendieron las semillas sobre medio ¥2 MS con 0,6% de agar complementado con 1% de sacarosa,
150 pg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich) y 2 ug/ml de benomil (Sigma-Aldrich). Las semillas en las placas se
vernalizaron durante 4 dias a 4°C. Las semillas se dejaron germinar en una cdmara climatizada a una temperatura
del aire de 22°C y con intensidad luminica de 40 micromoles™'™ (luz blanca); tubo fluorescente Philips TL 65W/25)
con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad como ciclo de longitud diurna. Las plantas de semillero transformadas
se seleccionaron al cabo de 14 dias y se transfirieron a medio ¥2 MS con placas de agar complementadas con 1% de
sacarosa y se dejaron recuperar durante 5-7 dfas.

Escrutinio de Tolerancia a la Sequia

Se transfirieron plantas de semillero T1 a papel de filtro estéril seco en una cdpsula Petri y se dejaron desecar
durante 2 horas a 80% RH (humedad relativa) en una Cabina Sanyo Growth MLR-350H, micromoles™'™ (luz blanca;
tubo fluorescente Philips TL 65W/25). Se redujo luego la RH a 60% y se desecaron ulteriormente las plantas de
semillero durante 8 horas. Las plantas de semillero se retiraron luego y se pusieron sobre placas de agar Y2 MS 0,6%
complementadas con 2 ug/ml de benomil y se evaluaron después de 5 dfas.

Los resultados del escrutinio de tolerancia a la sequia en plantas de Arabidopsis thaliana que sobre-expresaban el

gen TFSRP se muestran en la Tabla 11. Es digno de mencién que estos andlisis se realizaron con plantas T1, por lo
que los resultados deberian ser mejores cuando se encuentre un expresante homocigoético fuerte.
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TABLA 11

Sumario de los ensayos de estrés por sequia

Nombre del Gen Ensayo de Estrés por Sequia
Numero de Numero total de Porcentaje de
supervivientes plantas supervivientes
HDZ-1 7 14 50%
ZF-} 25 45 53%
CABF-1 g 9 89%
DBF-1 4 5 80%
CABF-2 3 6 0%
LZ-} 11 14 79%
CBE-1 9 9 100%
Control 18 84 21%

Escrutinio de Tolerancia a la Sal

Se transfirieron plantas de semillero a papel de filtro impregnado en 1/2 MS y se pusieron sobre 1/2 MS con agar al
0,6% complementado con 2 ug/ml de benomil la noche anterior al escrutinio de tolerancia a la sal. Para el escrutinio de
tolerancia a la sal, el papel de filtro con las plantas de semillero se desplazé a pilas de papel de filtro estéril, impregnado
en NaCl 50 mM, en una cépsula Petri. Después de 2 horas, el papel de filtro con las plantas de semillero se movié a
pilas de papel de filtro estéril, impregnado con NaCl 200 mM, en una cdpsula Petri. Después de 2 horas, el papel de
filtro con las plantas de semillero se movié a pilas de papel de filtro estéril, impregnadas en NaCl 600 mM, en una
cépsula Petri. Después de 10 horas, las plantas de semillero se movieron a cdpsulas Petri que contenian 1/2 MS con
agar al 0,6% complementado con 2 ug/ml de benomil. Las plantas de semillero se evaluaron después de 5 dias.

Los resultados del escrutinio y tolerancia a la sal en plantas de Arabidopsis thaliana que sobre-expresaba las
TFSRPs se muestran en la Tabla 12. En particular, las plantas de Arabidopsis thaliana que sobre-expresaban ZF-1
exhibian una tasa de supervivencia de 52% (12 supervivientes de 23 plantas estresadas); LZ-1, 48% (10 supervivientes
de 21 plantas estresadas); CABF-2, 56% (5 supervivientes de 9 plantas estresadas); mientras que el control sin trans-
formar exhibia una tasa de supervivencia de 9% (2 supervivientes de 23 plantas estresadas). Es digno de mencién que
estos andlisis se realizaron con plantas T1, y por consiguiente los resultados deberian ser mejores cuando se encuentre
un expresante homocigético fuerte.

TABLA 12

Sumario de los ensayos de estrés por sal

Nombre del Gen | Ensayo de Estrés por Sal
Numero de Numero total de | Porcentaje de
supervivientes plantas supervivientes
ZE-1 12 23 2%
CABEF-2 S 9 56%
1LZ-1 10 2] 48%
Control 2 23 9%
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Escrutinio de Tolerancia a la Helada

Se transportaron plantas de semillero a cdpsulas Petri que contenian 1/2 MS con agar al 0,6% complementado con
2% de sacarosa y 2 ug/ml de benomil. Después de 4 dias, las plantas de semillero se incubaron a 4°C durante una
hora y se cubrieron luego con hielo machacado. Las plantas de semillero se pusieron luego en una Cdmara Ambiental
Environmental Specialist ES2000 y se incubaron durante 3,5 horas comenzando a -1,0°C y descendiendo -1°C/hora.
Las plantas de semillero se incubaron luego a -5,0°C durante 24 horas y se dejaron descongelar después a 5°C durante
12 horas. El agua se retird por vertido y las plantas de semillero se registraron al cabo de 5 dias. Las plantas transgénicas
se escrutan luego por su tolerancia al frio mejorada, demostrando que la expresion del transgén confiere tolerancia al
frio.

Ejemplo 8

Deteccion de los transgenes CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2 en las lineas transgénicas de
Arabidopsis

Una hoja de una planta de tipo salvaje y una planta transgénica de Arabidopsis se homogeneizé en 250 ul de
tamp6n de bromuro de hexadeciltrimetil-amonio (CTAB) (2% CTAB, NaCl 1,4 M, EDTA 8 mM y Tris 20 mM de pH
8,0) y 1 ul de B-mercaptoetanol. Las muestras se incubaron a 60-65°C durante 30 minutos y se afiadieron luego 250 ul
de cloroformo a cada muestra. Las muestras se agitaron enérgicamente durante 3 minutos y se centrifugaron durante
5 minutos durante 18.000 x g. Se retir6 el sobrenadante de cada muestra y se afiadieron 150 ul de isopropanol. Las
muestras se incubaron a la temperatura ambiente durante 15 minutos, y se centrifugaron durante 10 minutos a 18.000
x g. Cada pelet se lavé con etanol a 70%, se secd, y se resuspendid en 20 ul de TE. Se utilizaron 4 ul de la suspension
anterior en una reaccién PCR de 20 ul utilizando DNA-polimerasa Taq (Roche Molecular Biochemicals) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El pldsmido del vector binario que contenia cada gen de TFSRP se utiliz6 como
control positivo, y como control negativo se utiliz6 DNA gendmico C24 de tipo salvaje en las reacciones PCR. La
reaccién PCR de 10 ul se analizé en gel de agarosa/bromuro de etidio al 0,8%.

Los iniciadores y los tiempos de reaccion utilizados para amplificacion de cada gen TFSRP se indican a continua-
cion. Es notable que los transgenes se amplificaron con éxito a partir de las lineas transgénicas T1, pero no del tipo
salvaje T24. Este resultado indica que las plantas transgénicas T1 contienen al menos una copia de los transgenes. No
habia indicacién alguna de la existencia de genes idénticos o muy similares en el control de Arabidopsis thaliana sin
transformar que pudo amplificarse por este método.

CABF-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

S’GAATAGATACGCTGACACGC3® SEQ ID NO:46
5'ATGAGCTCACTCTTACACTCCGCGGGGTTGGTT3’ SEQ ID NO:47

El programa PCR fue: 1 ciclo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 75°C y 3 minutos a 72°C, seguido por 14 ciclos del
mismo ciclo excepto que la temperatura de reasociacién disminuyé 1°C en cada ciclo hasta 62°C; y luego 16 ciclos
de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 3 minutos a 72°C. Se generd un fragmento de 600 pares de bases a partir del
control positivo y las plantas transgénicas.

HDZ-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

5’GAATAGATACGCTGACACGCS3® SEQ ID NO:46
5’GCGTTAACGCCGATGGTGCAACTTTGGTIGACS® SEQ ID NO:48

El programa PCR fue como sigue: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C, seguido por
10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 1,3 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.
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ZF-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

S’GAATAGATACGCTGACACGC3’ SEQ ID NO:46
5’GCGAGCTCGACCTTGCTCGATGGAGACTCCAATS3? SEQ ID NO:49

El programa PCR fue como sigue: 1 ciclo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 75°C y 3 minutos a 72°C, seguido por 14
ciclos del mismo ciclo excepto que la temperatura de reasociacién disminuyé 1°C en cada ciclo hasta 62°C; y luego 16
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 3 minutos a 72°C. Se gener6 un fragmento de 1,3 kb a partir del control
positivo y las plantas transgénicas T1.

CBF-1
Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:
5’GAATAGATACGCTGACACGC?® SEO ID NO:46
S’GCGTTAACGACTCACTGAGAGTCATAATGGTG3’ SEQ ID NO:50

El programa PCR fue como sigue: 1 ciclo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 75°C y 3 minutos a 72°C, seguido por 14
ciclos del mismo ciclo excepto que la temperatura de reasociacién disminuy6 1°C en cada ciclo hasta 62°C; y luego 16
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 3 minutos a 72°C. Se generé un fragmento de 1,1 kb a partir del control
positivo y las plantas transgénicas T1.

DBF-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

S’CTAGTAACATAGATGACACC3’ SEQ ID NO:51
5’ATCCCGGGCGATGGTGCGTTCGAGATCGTAAGG?’ SEQ ID NO:52

El programa PCR fue como sigue: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C, seguido por
10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 2,9 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.

CABF-2

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

5’GAATAGATACGCTGACACGC3’ SEQ ID NO:53
5"CTGAGCTCTAATGCATTCACTGTTGCTGCTGCT3’ SEQ ID NO:54

El programa PCR fue como sigue: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C, seguido por
10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 800 pb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.

LZ-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

5’GAATAGATACGCTGACACGC3’ SEQ IDNO:53
5’GCGATATCGCTTCCATACCTGCGCCGAAGACTT3’ SEQ ID NO:55

El programa PCR fue como sigue: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C, seguido por
10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 1,8 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.
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Ejemplo 9

Deteccion del mRNA de los transgenes CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2 en lineas transgénicas
de Arabidopsis

La expresion del transgén se detect6 utilizando RT-PCR. Se aisl6 el RNA total a partir de plantas tratadas por estrés
utilizando un procedimiento adaptado (de Verwoerd et al. 1989 NAR 17:2362). Se recogieron muestras de hojas (50-
100 mg) y se trituraron a un polvo fino en nitrégeno liquido. Se resuspendio el tejido triturado en 500 ul de una mezcla
1:1 a 80°C de fenol a tamp6n de extraccion (LiCl 100 mM, Tris 100 mM de pH 8, EDTA 10 mM, SDS al 1%), seguido
por agitacion enérgica breve para mezclar. Después de la adicién de 250 ul de cloroformo, se agité brevemente cada
muestra con intensidad. Se centrifugaron luego las muestras durante 5 minutos a 12.000 x g. La fase acuosa superior
se llev6 a un tubo Eppendorf nuevo. Se precipité el RNA por adicién de una décima parte de su volumen de acetato
de sodio 3 M y dos volimenes de etanol de 95%. Se mezclaron las muestras por inversién y se dejaron en hielo
durante 30 minutos. El RNA se redujo a un sedimento por centrifugacién a 12.000 x g durante 10 minutos. Se retird
el sobrenadante y los pelets se secaron brevemente al aire. Los pelets de las muestras de RNA se resuspendieron en
10 pl de agua tratada con DEPC. Para eliminar el DNA contaminante de las muestras, se traté cada una con DNasa
exenta de RNasa (Roche) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se sintetiz6 cDNA a partir del RNA total
utilizando el kit de sintesis de cDNA de la Primera Cadena (Boehringer Mannheim) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La amplificacién por PCR de un fragmento especifico de gen del cDNA sintetizado se realizé utilizando
DNA polimerasa Taq (Roche) y los iniciadores especificos del gen (véase Tabla 13 para los iniciadores) en la reaccién
siguiente: tampén PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 uM dNTPs, 1 unidad de polimerasa, y 5
ul de cDNA de la reaccion de sintesis. La amplificacion se realizé en las condiciones siguientes: desnaturalizacion,
95°C, 1 minuto; reasociacién, 62°C, 30 segundos; extensioén, 72°C, 1 minuto, 35 ciclos; extensién, 72°C, 5 minutos;
mantenimiento, 4°C, en todos los casos. Los productos PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1%, se tifieron con
bromuro de etidio, y se visualizaron bajo luz UV utilizando el sistema de documentacién de gel Quantity-One (Bio-
Rad).

La expresion de los transgenes se detectd en la linea transgénica T1. Estos resultados indicaban que los transgenes
se expresan en las lineas transgénicas y sugerian fuertemente que su producto génico mejoraba la tolerancia de la
planta al estrés en las lineas transgénicas. De acuerdo con la exposicion anterior, no pudo detectarse por este método
expresion alguna de genes endégenos idénticos o muy similares. Estos resultados estdn de acuerdo con los datos del
Ejemplo 7.

TABLA 7

Iniciadores utilizados para la amplificacion del mRNA del transgén respectivo en PCR utilizando RNA aislado de
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana como molde

Gen Iniciador 5’ Iniciador 37
DBF-1 RC876 (SEQ ID NO:56) RC877 (SEQ ID NO:57)
S’GGAGACGGTATCACACCAT | $'TGCACAGACATCTGCCT
CGAAGAY GGCTCACA3’
CABF-2 RC974 (SEQ ID NO:58) RC975 (SEQ ID NQ:60)
3’"GATGATCGCAGCCGAAGCT | 5’GGCAGTCTGTGGAGGC
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CCAGTG3’ TGATACATCA3’
RC976: (SEQ ID NO:59) RC977: (SEQ ID NO:61)
5’GBGTGTGCCATGGACTGGT | 5'CCTGATCCTGTGACCCC
GTTCCAG3' TTTTGCCA3’

LZ-1 RC978 (SEQ ID NO:62) RC979 (SEQ ID NO:64)
5’GACATGGACGGTGATGCGA | 5'GCATACTCCAGGTCAA
AGTTGG3’ ATGCAGCAGC3'
RC980: (SEQ ID NO:63) RC981: (SEQ ID NO:65)
5’CGGCAACAGCAGGGTCTAT | 5'GGGTCGGCAGCCTCCA
ACCTTGG3’ ATCCATACA?

CBF-1 RC880 (SEQ ID NO:66) RC881 (SEQ ID NO:67)
5’ GGCAGGGAATCTACGCATC | 5’CGACGAGATTCICTGC
GCTTTG3' AACATCTGAG3’

HDZ-1 RC982 (SEQ ID NO:68) RC983 (SEQ ID NO:69)
5’"GGAGCTTGGACTGCGACCTC | 5'"GGTGTGGCTCGTGCGA
GTCAAG?’ GGGCTATCAG3’
RC984: (SEQ ID NO:70) RC985: (SEQ ID NO:71)
5’GTCATCGAGGAATCGCACA | 5’GGTTGACGTTGGATTGC
ACTCCT3’ ACATGGTGG3'

ZF- RC874 (SEQ ID NO:72) RC875 (SEQ ID NO:73)
5'TGGATGTGCGAAGTGTGCG | 5'GCGCTGCCTCTGATAAT
AGGTTG3’ AGAGTTGG3’

CABF-1 RC938 (SEQ ID NO:74) RC939 (SEQ ID NO:75)
5'GTGCAGGAGTGCGTATCCG | 5"CGTACGGCTGTTIGCATC
AGTTCATC3’ ATCTGCATCG3’

Ejemplo 10

Elaboracion por ingenieria genética de plantas de soja tolerantes al estrés por sobre-expresion de los genes CABF-1,
DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2

Se utilizaron los constructos pBPSLVMI111, pBPSLVMI149, pBPSLVM157, pBPSLVM39, pBPSLVMI12,
pBPSLVMI19, y pBPSLVMG69 para transformar soja como se describe a continuacion.

Se esterilizaron en superficie semillas de soja con etanol al 70% durante 4 minutos a la temperatura ambiente con
agitacién continua mediante sacudidas, seguido por 20% (v/v) de Clorox complementado con 0,05% (v/v) de Tween
durante 20 minutos con agitacion continua mediante sacudidas. Después de ello, se lavaron las semillas 4 veces con
agua destilada y se pusieron sobre papel de filtro estéril humedecido en una cdpsula Petri a la temperatura ambiente
durante 6 a 39 horas. Se pelaron las cubiertas de las semillas, y se desprendieron los cotiledones del eje del embrién. El
eje del embrién se examiné para asegurarse de que no se habia deteriorado la regién meristemaética. Los ejes cortados
del embridn se recogieron en una cdpsula Petri estéril semi-abierta y se secaron al aire hasta un contenido de humedad
menor que 20% (peso fresco) en una cdpsula Petri sellada hasta su uso ulterior.
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Se prepard un cultivo de Agrobacterium tumefaciens a partir de una sola colonia en medio LB sélido mas los
antibidticos apropiados (v.g. 100 mg/1 de estreptomicina, 50 mg/l de kanamicina) seguido por crecimiento de la colonia
simple en medio LB liquido hasta una densidad 6ptica a 600 nm de 0,8. A continuacidn, el cultivo de bacterias se redujo
a un sedimento a 7000 rpm durante 7 minutos a la temperatura ambiente, y se resuspendié en medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) complementado con acetosiringona 100 M. Los cultivos bacterianos se incubaron en este medio de
pre-induccién durante 2 horas a la temperatura ambiente antes de su utilizacion. Los ejes de los embriones de las
semillas cigéticas de soja a aproximadamente 15% de contenido de humedad se embebieron durante 2 horas a la
temperatura ambiente con el cultivo de suspensién de Agrobacterium pre-inducido. Los embriones se retiraron del
cultivo de imbibicién y se transfirieron a cdpsulas Petri que contenian medio MS sé6lido complementado con 2% de
sacarosa y se incubaron durante 2 dias en la oscuridad, a la temperatura ambiente. Alternativamente, los embriones se
pusieron sobre papel de filtro estéril hiimedo (medio MS liquido) en una cdpsula Petri y se incubaron en las mismas
condiciones arriba descritas. Después de este periodo, los embriones se transfirieron a medio MS sélido o liquido
complementado con 50 mg/l de carbenicilina o 300 mg/l de cefotaximo para destruir las agrobacterias. Se utilizo el
medio liquido para humedecer el papel de filtro estéril. Los embriones se incubaron durante 4 semanas a 25°C, bajo
150 umol m2s~! y fotoperiodo de 12 horas. Una vez que las plantas de semillero produjeron raices, se transfirieron a
suelo Metromix estéril. EI medio de las plantas in vitro se eliminé por lavado antes de transferir las plantas al suelo.
Las plantas se mantuvieron bajo una cubierta de plastico durante 1 semana para favorecer el proceso de aclimatacion.
Se transfirieron luego las plantas a una sala de crecimiento en la cual se incubaron a 25°C, bajo 150 pmol m™s™" de
intensidad luminica y fotoperiodo de 12 horas durante aproximadamente 80 dias.

Las plantas transgénicas se escrutaron luego en cuanto a su tolerancia mejorada a la sequia, la sal y/o el frio, de
acuerdo con el método de escrutinio descrito en el Ejemplo 7, demostrando que la expresion de los transgenes confiere
tolerancia al estrés.

Ejemplo 11

Produccion por ingenieria genética de plantas de Colza/Canola tolerantes al estrés por sobre-expresion de los genes
CABF-1, DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2

Se utilizaron los constructos pBPSLVMI111, pBPSLVMI149, pBPSLVM157, pBPSLVM39, pBPSLVMI12,
pBPSLVMI19, y pBPSLVMG69 para transformar colza/canola como se describe a continuacion.

El método de transformacidn de plantas descrito en esta memoria es también aplicable a Brassica y otras cosechas.
Semillas de canola se esterilizan superficialmente con etanol al 70% durante 4 minutos a la temperatura ambiente con
agitacioén continua mediante sacudidas, seguido por 20% (v/v) de Clorox complementado con 0,05% (v/v) de Tween
durante 20 minutos, a la temperatura ambiente con agitacion continua mediante sacudidas. A continuacién, se lavan 4
veces las semillas con agua destilada y se dejan sobre papel de filtro estéril himedo en una capsula Petri a la tempe-
ratura ambiente durante 18 horas. Se apartan luego las cubiertas de las semillas y las semillas se secan al aire durante
una noche en una cdpsula Petri estéril semiabierta. Durante este periodo, las semillas pierden aproximadamente un
85% de su contenido de agua. Las semillas se guardan a la temperatura ambiente en una cdpsula Petri herméticamente
cerrada hasta su uso ulterior. Los constructos de DNA y la imbibicién de los embriones son como se describe en el
Ejemplo 10. Se analizan muestras de las plantas transgénicas primarias (T0) por PCR para confirmar la presencia de
T-DNA. Estos resultados se confirman por hibridacién Southern en la cual el DNA se somete a electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y se transfiere a una membrana de nailon cargada positivamente (Roche Diagnostics). Se utiliza el
Kit de Sintesis de Sonda PCR DIG (Roche Diagnostics) para preparar una sonda marcada con digoxigenina por PCR,
y se utiliza de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Las plantas transgénicas se escrutan luego respecto a su tolerancia mejorada al estrés de acuerdo con el método de
escrutinio descrito en el Ejemplo 7, demostrando que la expresion del transgén confiere tolerancia a la sequia.

Ejemplo 12

Produccion por ingenieria genética de plantas de maiz tolerantes al estrés por sobre-expresion de los genes CABF-1,
DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2

Se utilizaron los constructos pBPSLVMI111, pBPSLVM149, pBPSLVM157, pBPSLVM39, pBPSLVM12,
pBPSLVMI19, y pBPSLVMG69 para transformar maiz como se describe a continuacién.

La transformacién de maiz (Zea Mays L.) se realiza con el método descrito por Ishida e al. 1996 Nature Biote-
ch. 14745-50. Los embriones inmaduros se co-cultivan con Agrobacterium tumefaciens que llevan vectores “super-
binarios”, y las plantas transgénicas se recuperan por organogénesis. Este procedimiento proporciona una eficiencia
de transformacién comprendida entre 2,5% y 20%. Las plantas transgénicas se escrutan luego respecto a su tolerancia
mejorada a la sequia, la sal y/o el frio de acuerdo con el método de escrutinio descrito en el Ejemplo 7, demostrando
que la expresion del transgén confiere tolerancia al estrés.
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Ejemplo 13

Produccion por ingenieria genética de plantas de trigo tolerantes al estrés por sobre-expresion de los genes CABF-1,
DBF-1, CBF-1, HDZ-1, ZF-1, LZ-1, y CABF-2

Se utilizaron los constructos pBPSLVMI111, pBPSLVM149, pBPSLVM157, pBPSLVM39, pBPSLVM12,
pBPSLVMI19, y pBPSLVMG69 para transformar trigo como se describe a continuacion.

La transformacién del trigo se realiza con el método descrito por Ishida et al. 1996 Nature Biotech. 14745-50. Se
co-cultivan embriones inmaduros con Agrobacterium tumefaciens que llevan vectores “super-binarios”, y se recuperan
plantas transgénicas por organogénesis. Este procedimiento proporciona una eficiencia de transformacién entre 2,5%
y 20%. Las plantas transgénicas se escrutan luego respecto a su tolerancia mejorada al estrés de acuerdo con el método
de escrutinio descrito en el Ejemplo 7, demostrando que la expresion de los transgenes confiere tolerancia a la sequia.

Ejemplo 14

Monitorizacion de los cambios en la concentracion de mRNA de CABF-1, CABF-2 y CBF-1 en cultivos de Physcomi-
trella_patens tratados en frio

Preparacion en portaobjetos de un Microsistema de DNA

Se realizé la amplificacion por PCR en placas de 96 pocillos a partir de ESTs seleccionados de Physcomitrella
patens clonados en el vector pBluescript. Se empleé el juego de tampones PCR (Boehringer Mannheim) para la
reacciéon PCR. Cada mezcla de reacciéon PCR contiene 10 ul de tampén PCR sin MgCl,, 10 pl de MgSO,, 3 ul del
iniciador directo SK (MWG-Biotech, secuencia: 5’-CGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACT-3’, SEQ ID NO: 76),
3 ul del iniciador inverso SK (MWG-Biotech, secuencia: 5-GCGTAATACGACTCACTATAGGG CGA-3’, SEQ ID
NO: 77), 2 ul de dNTP, 1 ul de DNA-polimerasa Taq (Roche), 72 ul de agua y 1 ul de molde de DNA. Después de
desnaturalizacién a 95°C durante 3 minutos, las reacciones PCR se realizaron con 35 ciclos de 3 pasos consecutivos que
inclufan desnaturalizacién a 95°C durante 45 segundos, reasociacioén a 63°C durante 45 segundos, y elongacién a 72°C
durante 60 segundos. La tltima elongacién se realizé a 72°C durante 10 minutos. Los productos PCR se purificaron
luego con Kit de Purificaciéon de PCR QIAquick (Qiagen, Inc.), se eluyeron con agua y se midié la concentracién de
DNA a 260 nm en un espectrofotometro.

Se secaron 2 a 5 ug de cada producto PCR y se disolvieron en 50 ul de DMSO. Los productos PCR se formatearon
luego desde placas de 96 pocillos a placas de 384 pocillos para la impresion. Se empled el clasificador Micro-array
GenllII (Molecular Dynamics) para imprimir los productos PCR en portaobjetos Microarray (Molecular Dynamics)
con el formato recomendado por el fabricante. Los puntos impresos tenfan un diametro de aproximadamente 290 ym
y estaban espaciados aproximadamente 320 um de centro a centro. Después de la impresion, el portaobjetos se dejé en
la cdmara exenta de polvo durante 1 hora para secarlo. La reticulacién UV se realizé con 600 pJ/mm. Los portaobjetos
reticulados estaban listos para hibridacion y se guardaron en cdmaras oscuras y secas.

Sintesis de la sonda Microarray

Se extrajo el RNA total de cultivos de Physcomitrella patens tratados en frio (12 horas a 4°C en la oscuridad)
siguiendo el método de extraccién de RNA descrito en Ausubel et al. (1987 Curr. Prot. in Mol. Biol. J. Wiley and
Sons, Nueva York). Se aplicé el kit Oligotex mRNA midi (Qiagen Inc.) para aislar el mRNA del RNA total con un
método que combinaba a la vez un protocolo de lotes y el protocolo estindar recomendado por el fabricante. Después
de fijar el RNA total con Oligotex, la muestra se centrifugé a 14000 x g para separar la mezcla Oligotex:mRNA con
la fase liquida en lugar de pasarla a través de una columna. Después de 4 lavados con tampén OW?2 como se describe
en el protocolo de lotes, el Oligotex:mRNA se resuspendié en 400 ul de OW2 y se recogi6 luego en la columna como
en el protocolo estandar. El mRNA se eluy6 siguiendo el protocolo estandar.

Se sintetizaron sondas de cDNA marcadas con Cy3 y Cy5 a partir de mRNA con el sistema Supersript Choice
para sintesis de cDNA (Gibco BRL). Se mezclaron el iniciador oligo-(dT),s (Genosys Biotechnologies) y el iniciador
Nonamer (Amersham Pharmacia Biotech) con mRNA para alcanzar un volumen total de 20 ul. La mezcla se calent6
primeramente a 70°C durante 10 minutos y se dejé luego a la temperatura ambiente durante 15 minutos antes de
transferirla a hielo. Una vez que la muestra estd introducida en el hielo, se afiaden 8 ul de Tampén de Sintesis de
la Primera Cadena, 4 uL. de DTT 0,1M, 2 ul de dNTP (Amersham Pharmacia Biotech), 2 ul de Cy3- o Cy5-dCTP
(Amersham Pharmacia Biotech), 2 1 de Inhibidor de RNAsa (Gibco BRL) y 2 ul de Transcriptasa Inversa SuperScript
IL. La sintesis de la primera cadena se realizé a 42°C durante 8 horas y la mezcla se calent6 luego a 94°C durante 3
minutos después de la reaccién.

Después de la sintesis de la primera cadena, se afladieron 4 ul de hidréxido de sodio 2,5M a la mezcla de reaccion
y se incub6 la mezcla a 37°C durante 10 minutos. Se afadieron luego a cada reaccién 20 ul de MOPS 2M (pH 5,0)
y 500 ul de tampén PB (Qiagen Inc.). Se purificé luego la sonda por medio del Kit de Purificacién QIAquick PCR
(Qiagen Inc.) con el protocolo proporcionado por el fabricante.
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Hibridacion y lavados de cDNA Microarray

Las sondas purificadas marcadas con Cy3 y Cy5 se mezclaron y se secaron a vacio para dar un volumen final de 9 .
Se afiadieron luego a las sondas de cDNA 9 ul de Solucién de Hibridacién Microarray (Amersham Pharmacia Biotech)
y 18 ul de formamida (Sigma) para dar un volumen final de 36 ul. Se aplicé la muestra al portaobjetos Microarray
impreso que se cubrid luego con un cubreobjetos limpio y exento de polvo sin cantidad alguna de aire atrapado. La
hibridacién se realiz6 en una cdmara de hibridacion a 42°C durante 16 a 20 horas. Después de la hibridacién, se lavaron
2 veces los portaobjetos con 0,5 X SSC, 0,2% de SDS a la temperatura ambiente durante 5 minutos y 15 minutos. Se
realizaron 2 lavados en condiciones severas con 0,25 X SSC, 0,1 SDS a 55°C durante 10 y 30 minutos respectivamente.
Después de los lavados, los portaobjetos se enjuagaron brevemente con agua Millipore y se secaron bajo nitrégeno
comprimido.

Escaneo y andlisis de los datos Microarray

Los Microarrays de cDNA se escanearon utilizando el escaner Microarray GenllI ((Molecular Dynamics) equipado
con dos canales laser. Las imagenes escaneadas se visionaron primeramente y se ajustaron en el soporte 16gico Image-
Quant (Molecular Dynamics) y se analizaron luego por medio del soporte 16gico ArrayVision (Molecular Dynamics).
La intensidad de sefial para cada punto se extrajo por medio de soporte 16gico ArrayVision (Molecular Dynamics) y
se transfirié a Excel (Microsoft). Los datos obtenidos se normalizaron dividiendo la diferencia entre el valor de inten-
sidad y el ruido de fondo y la diferencia entre el valor de control y el ruido de fondo. La relacion se obtuvo luego por
division de los datos normalizados.

Ejemplo 15
Identificacion de Genes Homologos y Heterdlogos

Pueden utilizarse secuencias génicas para identificar genes homologos o heter6logos a partir de cDNA o genotecas
gendmicas. Los genes homdlogos (v.g. clones de cDNA de longitud total) pueden aislarse por hibridacién de dcido
nucleico utilizando por ejemplo genotecas de cDNA. Dependiendo de la abundancia del gen de interés, se extienden
en placas 100.000 hasta 1.000.000 de bacteriéfagos recombinantes y se transfieren a membranas de nailon. Después de
desnaturalizacion con élcali, se inmoviliza el DNA en la membrana mediante, v.g., reticulacién por UV. La hibridacién
se lleva a cabo en condiciones de severidad alta. En solucién acuosa, la hibridacién y el lavado se realizan con una
fuerza i6nica de NaCl 1M y una temperatura de 68°C. Se generan sondas de hibridacién mediante v.g. marcacién
radiactiva (**P) por transcripcion de la mella (High Prime, Roche, Mannheim, Alemania). Las sefiales se detectan por
autorradiografia.

Los genes parcialmente homdélogos o heterélogos que son afines pero no idénticos pueden identificarse de una
manera andloga al procedimiento arriba descrito utilizando condiciones de hibridacion y lavado de baja severidad.
Para la hibridacidon acuosa, la fuerza iénica se mantiene normalmente a NaCl 1M mientras que la temperatura se
reduce progresivamente desde 68 a 42°C.

El aislamiento de las secuencias génicas con homologias (o identidad/semejanza de secuencia) solamente en un
dominio diferenciado de (por ejemplo 10-20 aminodcidos) puede llevarse a cabo por utilizacién de sondas de oligo-
nucleétidos sintéticos radio-marcadas. Los oligonucledtidos radio-marcados se preparan por fosforilacién del extremo
5-prima de dos oligonucleétidos complementarios con polinucleétido-quinasa T4. Los oligonucledtidos complemen-
tarios se reasocian y se ligan para formar concatémeros. Los concatémeros bicatenarios se someten luego a radiomar-

cacion mediante, por ejemplo, transcripcion de la mella. La hibridacién se lleva a cabo normalmente en condiciones
de severidad baja utilizando concentraciones altas de oligonucledtidos.

Solucién de hibridacién de oligonucledtidos:
6 X SSC
fosfato de sodio 0,01 M
EDTA 1 mM (pH 8)
0,5% SDS
100 pug/ml de DNA desnaturalizado de esperma de salmén
0,1% de leche desnatada seca
Durante la hibridacién, la temperatura se reduce gradualmente hasta 5°C por debajo del valor Tm estimado de
los oligonucledtidos o hasta la temperatura ambiente seguido por pasos de lavado y autorradiografia. El lavado se
realiza con severidad baja tal como tres pasos de lavado utilizando 4 X SSC. Detalles adicionales han sido descritos
por Sambrook, J. et al. (1989), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Laboratory Press, o
Ausubel, EM. et al. (1994) “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons.
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Ejemplo 16
Identificacion de Genes Homdlogos por Escrutinio de Genotecas de Expresion con Anticuerpos

Pueden utilizarse clones de cDNA para producir proteina recombinante, por ejemplo en E. coli (v.g. sistema
QIAexpress pQE de Qiagen). Las proteinas recombinantes se purifican luego normalmente por afinidad mediante
cromatografia de afinidad Ni-NTA (Qiagen). Las proteinas recombinantes se utilizan luego para producir anticuerpos
especificos, por ejemplo utilizando técnicas estindar para inmunizacién de conejos. Los anticuerpos se purifican por
afinidad utilizando una columna Ni-NTA saturada con el antigeno recombinante como ha sido descrito por Gu et al.
1994 BioTechniques 17:257-262. El anticuerpo puede utilizarse luego para escrutar genotecas de expresion de cDNA
a fin de identificar genes homoélogos o heterélogos por escrutinio inmunoldgico (Sambrook, J. et al. (1989), “Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Laboratory Press, o Ausubel, EM. et al. (1994) “Current
Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons.

Ejemplo 17
Mutagénesis in Vivo

La mutagénesis in vivo de microorganismos puede realizarse mediante pasadas de DNA plasmidico (u otro vector)
a través de E. coli u otros microorganismos (v.g. Bacillus spp o levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae) que
estan deteriorados en sus capacidades para mantener la integridad de su informacién genética. Las cepas mutantes
tipicas tienen mutaciones en los genes para el sistema de reparacion de DNA (v.g., mutHLS, mutD, mutT, etc.; para
referencia, véase Rupp W.D. (1996) DNA repair mechanisms, en: Escherichia coli and Salmonella, p. 2277-2294,
ASM: Washington). Tales cepas son bien conocidas por los expertos en la técnica. El uso de dichas cepas se ilustra,
por ejemplo, en Greener, A. y Callahan, M. (1994) Strategies 7:32-34. La transferencia de moléculas de DNA mutadas
en plantas se realiza preferiblemente después de seleccidon y ensayo en microorganismos. Las plantas transgénicas se
generan de acuerdo con diversos ejemplos dentro de la seccion de ejemplos de este documento.

Ejemplo 18

Andlisis in Vitro de la Funcion de los Genes de Physcomitrella en Organismos Transgénicos

La determinacién de las actividades y los pardmetros cinéticos de las enzimas estd bien establecida en la técnica.
Los experimentos para determinar la actividad de cualquier enzima alterada dada tienen que adaptarse a la actividad
especifica de la enzima de tipo salvaje, lo cual estd perfectamente dentro de la capacidad de un experto en la técnica.
Revisiones acerca de enzimas en general, asi como detalles especificos concernientes a estructura, cinética, principios,
métodos, aplicaciones y ejemplos para la determinacién de muchas actividades de enzimas pueden encontrarse, por
ejemplo, en las referencias siguientes: Dixon, M., and Webb, E.C., (1979) Enzymes. Longmans: Londres; Fersht,
(1985) Enzyme Structure and Mechanism. Freeman: Nueva York; Walsh, (1979) Enzymatic Reaction Mechanisms.
Freeman: San Francisco; Price, N.C., Stevens, L. (1982) Fundamentals of Enzymology. Oxford Univ. Press: Oxford;
Boyer, P.D., ed. (1983) The Enzymes, 3rd ed. Academic Press: Nueva York; Bisswanger, H, (1994) Enzymkinetik, 2nd
ed. VCH: Weinheim (ISBN 3527300325); Bergmeyer, H.U., Bergmeyer, J., GraBl, M., eds. (1983-1986) Methods
of Enzymatic Analysis, 3rd ed., vol. I-XII, Verlag Chemie: Weinheim; and Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry (1987) vol. A9, Enzymes. VCH: Weinheim, p. 352-363.

La actividad de las proteinas que se fijan a DNA puede medirse por varios métodos bien establecidos, tales como
ensayos de desplazamiento de bandas de DNA (denominados también ensayos de retardacion en gel). El efecto de
dichas proteinas sobre la expresion de otras moléculas puede medirse utilizando ensayos de genes informadores (tales
como el descrito Kolmar, H. ef al. (1995) EMBO J. 14: 3895-3904 y las referencias citadas en dicho lugar). Los
sistemas de ensayo de genes informadores son bien conocidos y estdn bien establecidos para aplicaciones en células
tanto pro- como eucariotas, utilizando enzimas tales como S-galactosidasa, proteina fluorescente verde, y varias otras.

La determinacién de la actividad de las proteinas de transporte de membrana puede realizarse de acuerdo con
técnicas tales como las descritas en Gennis, R.B. Pores, Channels and Transporters, en Biomembranes, Molecular
Structure and Function, pp. 85-137, 199-234 y 270-322, Springer, Heidelberg (1989).

Ejemplo 19
Purificacion del Producto Deseado a Partir de Organismos Transformados

La recuperacién del producto deseado a partir de material de plantas (a saber, Physcomitrella patens o Arabidopsis
thaliana), hongos, algas, ciliados, células de C. glutamicum, u otras células bacterianas transformadas con las secuen-
cias de acido nucleico descritas en esta memoria, o el sobrenadante de los cultivos arriba descritos puede realizarse
por diversos métodos bien conocidos en la técnica. Si el producto deseado no es secretado por las células, puede reco-
gerse a partir del cultivo por centrifugacién a baja velocidad, después de lo cual pueden lisarse las células por técnicas
estandar, tales como fuerza mecdnica o sonificacién. Los érganos de las plantas pueden separarse mecdnicamente de
otros tejidos u drganos. Después de la homogeneizacidn, los residuos celulares se separan por centrifugacion, y la
fraccion sobrenadante que contiene las proteinas solubles se retiene para purificacién ulterior del compuesto deseado.
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Si el producto es secretado por las células deseadas, entonces se separan las células del cultivo por centrifugacién a
baja velocidad, y se retiene la fraccién sobrenadante para purificacion ulterior.

La fraccién sobrenadante de cualquier método de purificacion se somete a cromatografia con una resina adecuada,
en la cual la molécula deseada es retenida en una resina cromatografica en tanto que muchas de las impurezas de la
muestra no son retenidas o, por el contrario, las impurezas son retenidas por la resina mientras que la muestra no lo
es. Tales pasos de cromatografia pueden repetirse en caso necesario, utilizando la misma o diferentes resinas croma-
tograficas. Un experto en la técnica estaria plenamente versado en la seleccion de resinas cromatograficas apropiadas
y en su aplicacion mds eficaz para una molécula particular a purificar. El producto purificado puede concentrarse por
filtracién o ultrafiltracion, y guardarse a una temperatura a la que se maximiza la estabilidad del producto.

Existe una amplia serie de métodos de purificacién conocidos en la técnica y el método de purificacién que antecede
no tiene por objeto ser limitante. Dichas técnicas de purificacién se describen, por ejemplo, en Bailey J.E. & Ollis, D.F.
Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: Nueva York (1986). Adicionalmente, la identidad y pureza de
los compuestos aislados puede evaluarse por métodos estdndar de la técnica. Estos incluyen cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), métodos espectroscépicos, métodos de tincién, cromatografia en capa delgada, NIRS,
ensayo enzimdtico, o microbiolégicamente. Tales métodos de andlisis se revisan en: Patek et al. 1994 Appl. Environ.
Microbiol. 60:133-140; Malakhova et al., 1996 Biotekhnologiya 11:27-32; y Schmidt et al., 1998 Bioprocess Engineer.
19:67-70. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, (1996) vol. A27, VCH: Weinheim, p. 89-90, p. 521-540,
p. 540-547, p. 559-566, 575-581 and p. 581-587; Michal, G. (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry
and Molecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon, A. et al. (1987) Applications of HPLC in Biochemistry in:
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, vol. 17.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica transformada por un 4cido nucleico codificante de una proteina relacionada con el estrés
por factores de transcripcion (TFSRP) en donde la TFSRP es un Factor de Fijacién-1 CRT/DRE (CBF-1) como se
define en SEQ ID NO: 17, y homélogos del mismo que tienen al menos 50%-60% de homologia con la proteina
que se define en SEQ ID NO: 17 y en donde la expresion de la secuencia de dcido nucleico en la planta da como
resultado una tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la
planta.

2. La planta transgénica de la reivindicacion 1, en donde el 4cido nucleico codificante de TFSRP es un Factor
de Fijacién-1 CRT-DRE (CBF-1) como se define en SEQ ID NO: 10 y homélogos del mismo que tienen al menos
50%-60% de homologia con el dcido nucleico que se define en SEQ ID NO: 10.

3. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde el 4cido nucleico y la proteina son
de una Physcomitrella patens.

4. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la planta es una monocotiledénea.
5. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la planta es una dicotiledénea.

6. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la planta se selecciona de maiz, trigo,
centeno, avena, trigo hibrido, arroz, cebada, soja, cacahuete, algoddn, colza, canola, mandioca, pimiento, girasol,
tagetes, plantas solandceas, patata, tabaco, berenjena, tomate, especies de Vicia, guisante, alfalfa, café, cacao, té,
especies de Salix, palma de aceite, cocotero, céspedes perennes y cosechas forrajeras.

7. Una semilla producida por una planta transgénica que expresa una proteina relacionada con el estrés por factores
de transcripcién (TFSRP) como se describe en las reivindicaciones 1 6 3, en donde la semilla contiene dicha TFSRP
y en donde la planta es progenie auténtica para tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacién con una
variedad de tipo salvaje de la planta.

8. Una semilla producida por una planta transgénica transformada por un dcido nucleico codificante de una proteina
relacionada con el estrés por factores de transcripcién (TFSRP) como se describe en las reivindicaciones 1 a 3, en la
cual la semilla contiene dicho 4cido codificante de TFSRP de las reivindicaciones 2 6 3 y en donde la planta es
progenie auténtica para tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacidn con una variedad de tipo salvaje
de la planta.

9. Uso de una planta o semilla de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para la produccién de un producto agricola.

10. Una proteina relacionada con el estrés por factores de transcripciéon (TFSRP), en donde la TFSRP es como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3.

11. Un 4cido nucleico codificante de una proteina relacionada con el estrés por factores de transcripcion (TFSRP),
en donde el dcido nucleico codificante de TFSRP codifica una TFSRP como se describe en las reivindicaciones 1 6 3.

12. Un 4cido nucleico codificante de una proteina relacionada con el estrés por factores de transcripcién (TFSRP)
como se describe en las reivindicaciones 2 6 3 que codifica un proteina relacionada con el estrés por factores de
transcripcién (TFSRP).

13. Un vector de expresidon recombinante aislado que comprende un 4cido nucleico de cualquiera de las reivin-
dicaciones 11 y 12, en donde la expresion del vector en una célula hospedadora da como resultado una tolerancia
incrementada al estrés por sequia en comparacion con una variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora.

14. Una célula hospedadora que contiene el vector de la reivindicacién 13.

15. La célula hospedadora de la reivindicacién 14, en donde la célula pertenece a una planta.

16. Un método de produccién de una planta transgénica con un dcido nucleico codificante de una proteina rela-
cionada con el estrés por factores de transcripcién (TFSRP), en donde la expresion del 4cido nucleico en la planta da
como resultado una tolerancia incrementada al estrés por sequia en comparacioén con una variedad de tipo salvaje de
la planta que comprende:

(a) transformar una célula de planta con un vector de expresién que comprende el dcido nucleico de TFSRP, y
(b) generar a partir de la célula de la planta una planta transgénica con una tolerancia incrementada al estrés

por sequia en comparacién con una variedad de tipo salvaje de la planta, en donde la TFSRP es como se
describe en las reivindicaciones 1 6 3.
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17. El método de la reivindicacion 16, en el cual el acido nucleico codificante de TFSRP es como se describe en
las reivindicaciones 2 6 3.

18. Un método de aumentar la expresién de un gen de interés en la célula hospedadora en comparacién con la
variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora, en el cual el gen de interés se transcribe en respuesta a una proteina
relacionada con el estrés por factores de transcripcién (TFSRP), que comprende

(a) transformar la célula hospedadora con un vector de expresion que comprende un dcido nucleico codificante
de TFSRP, y

(b) expresar la TFSRP en la célula hospedadora, incrementando con ello la expresion del gen transcrito en
respuesta a la TFSRP en comparacién con la variedad de tipo salvaje de la célula hospedadora, en donde la
TFSRP es como se describe en las reivindicaciones 1 6 3.

19. El método de la reivindicacion 18, en el cual el dcido nucleico codificante de TFSRP es como se describe en
las reivindicaciones 2 6 3.

20. Un método de identificacién de una proteina nueva relacionada con el estrés por factores de transcripcion
(TFSRP) que comprende

(a) generar una respuesta especifica de anticuerpos para una TFSRP como se describe en las reivindicaciones
163;

(b) escrutar material supuesto de TFSRP con el anticuerpo, en donde la fijacion especifica del anticuerpo al
material indica la presencia de una TFSRP potencialmente nueva y

(c) identificar el material fijado como una nueva TFSRP.

21. Un método de modificacién de la tolerancia al estrés por sequia en una planta transgénica por modificacién de
la expresion de una secuencia de dcido nucleico que codifica una proteina relacionada con el estrés por factores de
transcripcién (TFSRP) como se describe en las reivindicaciones 1 6 3.

22. El método de la reivindicacién 21, en el cual la tolerancia a la sequia se incrementa.

23. El método de la reivindicacion 21, en el cual la tolerancia a la sequia se reduce.

24. El método de la reivindicacién 21, en el cual la planta se transforma con 4cido nucleico codificante de TFSRP
como se describe en las reivindicaciones 2 6 3.

25. El método de la reivindicacién 21, en el cual la planta se transforma con un promotor que dirige la expresion
de TFSRP nativa.

26. El método de la reivindicacion 25, en el cual el promotor es especifico de tejido.
27. El método de la reivindicacién 25, en el cual el promotor estd regulado por el desarrollo.

28. El método de la reivindicacién 21, en el cual la expresién de TFSRP se modifica por administracién de una
molécula anti-sentido que inhibe la expresién de TFSRP.
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FIGURA 1A

Secuencia de nucledtidos del CABF-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:1)

GCACCAGCGAATCCGTCTCCGCCTCCGCCTICTGCACGCGTGGTIGTGGTCGACCTC
TCGCCGGAGCAACAGGAAACTAATCCCTTTICCAGCACTAAACGATTGAAGCAATIT
TTTTTTTICTTGTGAACTGCTCACTCTCTCTCTGTTATGAGGGGATTCGAAGCTIGAAA
GTTATGAGCTGAAGGTTGAGGACACGTAAGCACCAGAGGACGATCATACTACAATT
AACCCTTGCGGGGAAAAGCCCAGGCAAAATAGGACGGATGGCCGACAGTTACGGCC
ACAACGCAGGTTCACCCGAGAGCAGCCCGCATTCTGATAACGAGTCCGGCGGCCAT
TACCGTGATCAGGACGCTICTGTACGGGAGCAAGACCGGTTTITGCCCATCGCAAAT
GTGAGCCGAATCATGAAGAAAGCATTGCCATCTAATGCGAAGATATCGAAAGACGC
CAAAGAGACTGTGCAGGAGTGCGTATCCGAGTICATCAGTTTCATTACTGGTGAGGC
GTCCGACAAGTGTCAGAGGGAAAAGAGGAAGACGATCAACGGGGATGACTTIGCTGT
GGGCCATGAGTACTCTTGGTTTTGAAGATTATGTGGAACCTCTGAAGGTGTACCTAC
ACAAGTATCGTGAACTGGAGGGGGAGAAGGCCTCTATGGCCAAGGGTGGTGATCAA

GCAGGG

FIGURA 1B

Secuencia de nucleétidos del DBF-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:2)

GGCACGAGGCTTGATGATGATCATGCACTAGCTTCTGCAAAGTGCCAGGCTTTAGCA
CGTCTACTTCCCAAGTTACAGCAAGGTGGCCATCGCACATTGATATTCAGCCAGTGG
ACAAGCATGCTGGATATTTTAGAATGGGCTCTTGACGTCATGGGTTTITCTTACACTC
GCCTAGATGGAAGCACTCAAGTAAGTGAACGCCAAACCCTAGTGGACGAGTTCAAC
AATGACCCTAGCATATTIGTGTTTCTCCTGTCTACTCGAGCTGGAGGTCAAGGTCTA

AATTTAACAGGAGCAGACACAGTCATTTTACATGATTTGGACTTCAATCCCCAAATG

GATCGACAGGCTGAGGATCGCTGTCATCGGATTGGCCAGTCTAAACCTGTTACGATA
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TACCGACTTGTAACAAAAGATACGGTCGATGAAAGTATATACAAGATAGCCCAACA
GAAGCTGGTCCTCGATGCGGCAGTTCTTGAANGAAAAGAGTCATCCTCTGATCTTAA
TGATG

FIGURA 1C

Secuencia de nucleétidos del CBF-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:3)

GGCACGAGCTGATACTAATTGCACGAGGTTITCTCAAATGTGTTITITGGGTACAGGA
AGGTGGAGGGGAATTTGTAAGTGACAGAGACGTGGTGGGAGTGGGAGGAGTGTGA
GGAATCGAGCTAGCACCTAAAGGATTTCGGGGTGAAGGAAGGTGCGATTGAAGGCG
TGCATGAAATTTTGACGCAGCGGGTTGAATCGGAAGGAGTTTTCAGCAGCTGGAAA
GTACCTTCGAGGGTTGATTCATCCAAAGTTTCCATGTGATATGGCTTCAAAGTATCC
GCGAAAATGTAGAGAGCACGCATCACCTGGAGTTGGTGGCAGGGAATCTACGCATC
GCTTTGATTCAAGGTCGCAGTCGTATTCGTTCTCGGAGAAACCTTACCACCGTCGTC
GCCGGGATGCGTTTCGTGATATGATCAGCGATTTGGTGCATCAGCCTTCCGACACTG
CCGTGCCTGGTTTCAGGGGAGTGCGCTATCGTCAGAAACTGAACAAGTACGTGACA
GAGATTCGGCCCACGAGGTGCTCGAAGAAAATTTGGCTIGGGACGTATGACACTGC
AGAGGAAGCAGCGCGTGCCTTTGACATCGGAAATTTGTGTTGTAAGAAAAACCTGC
CGCTCAACTTTCCGGATTCGACTCAGATGTIGCAGAGAATCTCGTCGAAATTGACCC
CCGAAGCGCAACGAAAAGCCATCGCGACGCTGGCGAAGGACGTAGTGCGAATGGA
AAATGACAGGTCGAAGTTIGGGTGGCGGTAACCTGACTACCACAGAGCCCCCGGTCC
ATTCCGAGCCTATTACTCAACACCTTGCAGCAGCTGAGATTCGCGCGGTCACGTACA
TITGAACAGCCCCTGGAAATTGTCTACGGAGTGGAAGAATCGGCGACGGCCATGTCG
GTAACGGAAGCAAATGCGCGCGATAACCACTCTIGGAGTIGGGACTTIGGGCAAAGT

GATCCTTGATGACGAGCTCTCTGAAATTCCTAACTTCGTCGGAG
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FIGURA 1D

Secuencia de nucleétidos del HDZ-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:4)

GGCACGAGGGCAAGAGGGGATAGAGACTTGAAAGGAAAGGGAGGGAAGGGTGTAA
GGAGGCCCACGGGCAGGGTCAAGGTGTCCAATGCACCTGCAAGATCAGGAAGCTTG
AAGTAGATCAGGGAAAAAACGATGGTAGTCCCTAGTTTACCCGCCTITCGGAGGACA
GAACGCCATGCTCAGACGCAACATTGACAACAACACCGACACTCTGATTICTCTGCT
TCAAGGGTCCTGCTCCCCTCGCGTGAGCATGCAACAAGGATATGTTGCAGTGCCGCG
TTCATCGGAGAGTCTCGAAAACATGATGGGGGCTIGTGGGCAAAAACTGCCTTACTT
TTCGTCATTTGATGGGCCGAGTGTAGAAGAGCAAGAGGATGTCGACGAAGGTATCG
ACGAATTCGCACACCACGTGGAGAAAAAGGAGGAGATTGTCATTAGAACAAGTGCG
ATCATTAGAACGGAATTTTGAAGTGGAAAACAAGCTTGAGCCCGAGAGGAAAATGC
AACTAGCTAAGGAGCTTGGACTGCAACCTCGTCAAGTGGCGGTGTGGTTCCAGAAT
AGACGGGCAAGGTGGAAAACCAAACAGCT CGAGCGCGACTACGAGACCCTGAAGA
AAGCCTACGACAGGCTTAAAGCAGACTTCGAAGCCGTTACTCTAGACACAAGTGCT
CTTAAAGCTGAGGTGAGTCGCCTCAAGGGAATCTCTAATGCACGACGTCAAGCCCG
CCGAATICGTTCAGGGCAAGTGTGACACAACGAGTCACCCTGCCTCCCCTGCGCAAT
CGGAGAGGTCCGACATTGTGTCATCGAGGAATCGCACAACTCCTACCATACATGTGG
ATCCCGTGGCACCCGAGGAAGCCGGCGCTCACTTAACCATGAGCTCGGATAGCAAT
TCCAGCGAGGTCATGGACGCTGATAGCCCTCGCACGAGCCACACCAGCGCTAGTAG
GAGCACTTTGTCCACAAGTGTGGTGCAGCCTGACGAGGGCCTGGGAGTGGCCCAGT
ACCCCCACTTTTCTCCCGAAAACTTCGTGGGTCCCAATATGCCAGAGATTTGCGCTG
ATCAGTCACTTGCATCTCAAGTGAAGCTGGAAGAGATCCACAGCTTCAATCCCGACC
AAACCTTCCTGCTCTTGCCCAACTGGTGGGATTGGGCTTGATTCGTITCTTCATCTGT

ACCCATACACTITTTCCTTGAATCCAAGTTGAATTCACTTTAGGCAGTGTITTTITCAC
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GATGTACCACTTGTTATTICTTCCACCATGTGCAATCCAACGTCAANCAAAGTTGCAC

ATCGGCGATCATTGGTGACGATGTCGAGCATCGATCGTCACATGC

FIGURA 1E

Secuencia de nucledtidos del ZF-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:5)

GCACGAGCTCGGTTGTGGAAGCTGTCTCGTGGCTTCTTCCGCACCCTAAGATCTCGA
CCAACTCTATTATCAGAGGCAGCGCTGCAGCCGACGAGATGGGTICGTCGCCTTTCC
ACGACCGGCCCTTTAGTCCCAAGCCCAAGAAACAGAAGGTTGAATTGCCCGCGGAC
ATATTCTCTGATGTGGACCCTTICCTAGACTTGGACGATGCAACCGTTACCGGAATT
CAACCCGACAGCTTGGTACCAGTCCATATGCCAGAATGCTCCGAGGACACGGATTC
GCTIGCTCACTCCATGGACCCTTCGTTTACTAAATTTCCTCTCTCGGCGAAGAGCGGT
TACAGCTATGGCACATCTACCCTTACTCAGAGCATITCTTGTTCGTCTCTAGATGCCG
CCGTTGTTCCAGACTCCAGTCTCAGCGACATTTCCACACCCTACCTAGACTCACAAA
GCTCCCAAGATATGTCAGCTCGCCTGCCACACCAGACTGGAGGTCCCATTGACACCG
TCGACCGTGAAGCTCGCGTGTTGCGCTACAAGGAGAAGAGGCAGAAGCGCAAGTTT
GAGAAAACAATTCGCTATGCATCAAGGAAGGCATATGCTGAGAGCCGGCCGAGGAT
CAAAGGAAGGTTCGCTAAGAGAACTGATTCCGACATGGAGCAGTTTGGCTCAGTGG
ACTCAAGTTTCGGAGTGGTTCCAAGTTITIGAGTTTTCTTGTGTATTGGAGTCTCCAT
CGAGCAAGGTCATCTGAAATGGAAAGCTGCTGTGTAACATAGAGGAGCTGCTGTAA
GAACTGTGTAGAGCCATCCAAGTGGTGAAGCACCTGAAAAAGTGGCAGCAATGTAA
ATTGTTCAGACTCTCAATGGTCACCAGTACCAAGTCATGCCATTCTATAATCCCTITC
AGAACACGATTAAATGCCTTGTGGACAGTACAGGATGTAGTCAGAGTTCTAGTAGT
GGTTTTTTTCTATTTITCTITITGTTGATTGAGAGCTTTCGGAACGGTGAGAACTTCGT
GGCGCGAATCCTCTGTCCTGCGATCGTTATGATGCAGCGAATICTTCCGATCTTGAT
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GTATTTCAACACTTCCATAATGCTCTIGGATTTITGGGTCATTICCTCAGAAGGTGTT

GAGCTAACAAAAAAAAAA

FIGURA 1F

Secuencia de nucledtidos del nucleétido parcial LZ-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:6)

CTTCAAAGAACTCGGCAACAGCAGGGTCTATACCTTGGACCTGGTTCGTACAGTGAC
CAAAATGGTCAGTCGGGTGGAGTTGGTGGAGCAAACGCATATAGTTCAGGAGCTGC
TGCATTTGACCTGGAGTATGCAAGGTGGGTTGAAGATCATACCCGGCAGATGAGTG
AGCTCCGGGTGGCCCTACAGGCTCATGTCGCTGACGCTGATITACGATTACTAGTGG
ATGGGAGTATGGCCCACTATGACGACCTCTITCGGCTCAAGGACGCTGCTGCAAAAG
CCGACGTGTTTCATCTCGTGTCCGGCATGTGGAAAACTCCTGCAGAGCGATGCTTTG

TATGGATTGGAGGCTGCCGACCCTCTGAGTTACT

FIGURA 1G

Secuencia de nucleétidos del CABF-2 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:7)

CATCCTGGCGCCGTCATGCCTTTACAGATGCACTACCCGCAAGCCCAGCAACAGATG
ATGCCGCAGCTTGGTGATCAGCAGATGCAGCCGCAGCTTCATTATCAGCAAATTCAG
AAACAGCAGCTGTCCCAGTTCTGGCAGCAGCAAATGCAGGAAATGGAGCAAGTCAA
TGATTTTAAGACCCATCAGCTACCACTGGCACGCATCAAAAAAATCATGAAGTCGG

ATGAAGATGTTAAGATGATCGCAGCCGAAGCTCCAGTGCTGTTTTCAAAAGCTTGTG
AGATGTTTATTTTAGAATTGACACTGCGCTCTTGGATTCATACGGAGGAAAATAAGC
GAAGGACACTACAAAGAAATGATATTGCAGGGGCTATCACTAGGGGAGACATCTTC
GACTTTCTIGTTGACATCGTTCCACGTGACGAGTTGAAGGAAGAAGATITGGGTGTG

CCATGGAC
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FIGURA 2A

Secuencia de nuclettidos del CABF-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:8)

GGCACCAGCGAATCCGTCTCCGCCTCCGCCTICTGCACGCGTGGTIGTGGTCGACCT
CTCGCCGGAGCAACAGGAAACTAATCCCTTTTCCAGCACTAAACGATTGAAGCAATT
TTITTTTTCTIGTGAACTGCTCACTCTCTCTCTGTTATGAGGGGATTCGAAGCTTGAA
AGTTATGAGCTGAAGGTTGAGGACACGTAAGAGCGAAGGACGATCATACTACAATT
AACCCTTGCGGGGAAAAGCCCAGGCAAAATAGGACGGATGGCCGACAGTTACGGCC
ACAACGCAGGTTCACCCGAGAGCAGCCCGCATTCTGATAACGAGTCCGGCGGCCAT
TACCGTGATCAGGACGCTTCTGTACGGGAGCAAGACCGGTTTTTGCCCATCGCAAAT
GTGAGCCGAATCATGAAGAAAGCATTGCCATCTAATGCGAAGATATCGAAAGACGC
CAAAGAGACTGTGCAGGAGTGCGTATCCGAGTTCATCAGTTITCATTACTGGTGAGGC
GTCCGACAAGTGTCAGAGGGAAAAGAGGAAGACGATCAACGGGGATGACTTGCTIGT
GGGCCATGAGTACTCTTGGTTTTGAAGATTATGTGGAACCTCTGAAGGTGTACCTAC
ACAAGTATCGTGAACTGGAGGGGGAGAAGGCCTCTATGGCCAAGGGTGGTGATCAG
CAGGGAGGAAAAGAGAGCAACCAAGGAGGTATGGGGTCGATGGGCATGGCAGGCG
GAATCAACGGCATGAACGGAACGATGAACGGGAACATGCATGGGCATGGAATTCCC
GTATCGATGCAGATGATGCAACAGCCGTACGCGCAGCAGGCACCTCCGGGGATGAT
ATATICTCCTCATCAAATGATGCCGCAATACCAGATGCCGATGCAGTCTGGTGGAAA
CCAACCCCGCGGAGTGTAAGAGTTTTCACTGGCAGGAGGCTTTGGAAGTGGGGATA
TIGTCGACAGCGTGATGGGGTGTITIGGAGCATGGGCAGGGCATTATGGTGCTGTTG
AAACAGTGATGGGTGGGTCATGTGAAGTGTTGGCGACTGTTGAATGATGAAAACAT
AGAAGTGATGTCGTTGAAGCTCGGGGAGTITCAAGTGAAAGGAGGAGCACTITTTG
TTTGGAAAGGAGCGTACCGGGTCTGGCAGTGTACATICTGAATGATAGTTATCTGTG
CTGATTTTTCTTGGCCTTGGCAATACGAGGGGGTTGAATATTTTGCTTTGAATTCGTT
GACATITCAACCTTTTCTATGTGAAAAGGCTCTGTAGGATGCAAGATAAGGAAAGAC
ATGCAGATTGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

FIGURA 2B

Secuencia de nucleétidos del DBF-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:9)
GCCCTTATCCCGGGCGATGGTGCGTTICGAGATCGTAAGGTTGCCGACGAAGGCGTA

ACTTGGAAGTCCTCTGTGTCCCGGCGATGTCCCAATGTTGGCCCGATITICTGTITIT
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AGCGAGCTGTGGGCTAGTTTGTGGGTATGATCCGGGGAATGAGACGAGATGTCTGT
CTGAGTGAGACCACTCTAGGGGCTGTTGGAGGATGAGGAGGGAAGCGCAGAAGTTG
GCCATTCTTTTCAGTGACTGGACTCTGTGCGAGTGGTCAGCTTITCGGGAGCTGCTGTT
GCATTGACCGGTGATTCTITCGAGATCGTAGAGACAGCAGCTGGCAAGGGTTTIGGG
AGGCTTTTCAAATGAAGGGCATTCAAGAGCTTTCAGATGATGAAGATTATATICCGC
CIGTCAATGCATCGCGATATTITCAACAGGGGCAAAGCGCTCTCAAAGACATCATCCA
ATCATGCCAATGGAAATGGAAATCCAAACGGAACGAGTTITGGAGTTITCAACTICTT
CAGCAAGTGACTCTGACAAAGATAAGAAATCCGAAGTTTCAGGTTCTITACTAAGCG
ATTCTGGCAAGAATCAAAAGTCCGTTACTGAATIGGATTCGTICGCATTTAACCGCA
AGTCCAGAATTGCCAAGCGACCTATCGAGCTACTCGAAGACGAGGAGGACGTGGAC
GTTGGAGCTGCAAAGGTIGTAGACATIGAGCCGACTAACGGAAACAAGAGGCGGAG
ACGGTATCACACCATCGAAGACAGTGACGATGAAGAGTIGGATGAGAAGAAATCGT
TIGGTGATAATCTGACCCCAGGAACGGAAATCGATCAATGTGCAGCCGATGAATCCT
TAGCAAAAAGGTTGCAGGATTTAGAGCACCGGGCAGTTTCTGGCCGTAATCGCCTG
GTTCAAATTTIGTCAGATICCGATGAAGAAGAAGAGGAAGAAGTAAATCCCATAAC
CATCACCCTACAAAGGTGTGACCAGATTGCAGCATCATIGCGAGAAGAGCTGCAGG
CCAGCAGTTCAAGTGATAACTCGGTTAATGAAGATCGTTATGCAGAGGTTGATGTAG
CAGCAGCAAAAATTGTGAGCCAGGCAGATGTCTGTGCAGCTIGTGGCATTGCCGAG
AATGATACACAACGAATGCTCAAGCCATATCAGCTTGTAGGCGTCAATTTCATGCTG
CTACTTCACCGCAAACATGTTGGGGGTGCAGTTGCGTATCTIGCCCTICTGAAACAT
CTIGATGGAGATGCTGGTCCTCATCTTITAGTTGCACCTGCTICTCTTITAGAAAACT
GGCAAAGAGAACTCAAGAAGTGGTGTCCTGCATTTAAGGTGGAGCTCTATCATGGC
TCAGGAAGGGCAGCTTTAAACAGGAGGCTTCAGTATGCTGCAAAATCTAAAGGGCC
TGCACCCTITAACGTGATGCTGACGTGCTACTCCCTTITTGAGAGGCAGAGTGCTCA

GACAAAAGATGACCGCAAATTCCITAAGAAATGGAATTGGCGCTGTGTGGTTATGG
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ACGAGGCTCATCTTTTGAAGGACAGAAGCAGCTTTCGCAGCAAAAAGTTGCGAGAT
ATAGCTCACAAAGCAATTCAAAGACTGATGCTGACTGGTACTCCACTCCAGAACGAT
TTGCAGGAGCTATGGTCACTTCTGGAGTTCATGATGCCTGATGTGTTCAACACAAAT
GGCGTTGATTTAGATCAATATCTGGGAACCAGGAACGATACCTCAGGGATTGTIGTG
CAGGATACGAACTTGATGACTCGGATCAAAGGAATACTAGGACCTTTIGTATTACGG
AGAATGAAAACTGATGTTATGCGCCAGCTTGTATCAAAGATTCAGGAGGTGGAGTG
TGTGGAGATGCTAGACGAGCAATCAATGGCATATAAAAAAGCTGTGAATGAGTATA
GAGCCCTTGCTGAGTCCGCACGTGCCGCTAAAGCTGCAAAGAAATCCTCAGTTAGC
GTAGTAGATGTCCTTCCTCGTCGACAAGTGACCAATATCTTTACTCAATTIGAGAAAG
GTCAAGAAATTGGCTAAGAAATTTCATCCATTAGGAGTTITTGGATATGAATGCGAT
TIGCAGCGTGTGGAGGAAGAATTGACTAGTTACAGCGATTTTGACCTCCACAAGTTG
TGTATTCAATATGGAGGCGCTGCGGGAGGGCAAGGAAAGCTTGATGATGATCATGC
ACTAGCTICTGCAAAGTGCCAGGCTTITAGCACGTCTACTTCCCAAGTTACAGCAAGG
TGGCCATCGCACATTGATATICAGCCAGTGGACAAGCATGCTGGATATTTTAGAATG
GGCTCTTGACGTCATGGGTTITICTTACACTCGCCTAGATGGAAGCACTCAAGTAAG
TGAACGCCAAACCCTAGTGGACGAGTTCAACAATGACCCTAGCATATTTGTGTITCT
CCTGTCTACTCGAGCTGGAGGTCAAGGTCTAAATTTAACAGGAGCAGACACAGTCAT
TTTACATGATITGGACTTCAATCCCCAAATGGATCGACAGGCTGAGGATCGCTGTCA
TCGGATIGGCCAGTCTAAACCTGTTACGATATACCGACTTGTAACAAAAGATACGGT
CGATGAAAGTATATACAAGATAGCCCAACAGAAGCTGGTCCTCGATGCGGCAGTTC
TITGAAGGAAAAGAGTCATCCTCTGATCTTAATGATGGTGATGCTCGCACGATGGGTG
AAATTCTTTCTGCATTATIGGATGTTCCACCGACATGATCCTGGAGTCCAGAACACA
TITTTAATTTATTTTCATTATCTTTATCTGGCACTGCGAGAAAGCTCGTTAACGCAAG
GGC
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FIGURA 2C

Secuencia de nucleétidos de la variante de DBF-1 de longitud total de Physcomitrella patens
(SEQ ID NO:22)

GCCCTTATCCCGGGCGATGGTGCGTTCGAGATCGTAAGGTIGCCGACGAAGGCGTA
ACTTGGAAGTCCTCTGTGTCCCGGCGATGTCCCAATGTTGGCCCGATTTITCTGTITIT
AGCGAGCTGTGGGCTAGTTTGTGGGTATGATCCGGGGAATGAGACGAGATGTCTGT
CTGAGTGAGACCACTCTAGGGGCTGTTGGAGGATGAGGAGGGAAGCGCAGAAGTTG
GCCATTCTTITCAGTGACTGGACTCTGTGCGAGTGGTCAGCTITCGGGAGCTGCTGTT
GCATTGACCGGTGATICTITCGAGATCGTAGAGACAGCAGCTGGCAAGGGTITTGGG
AGGCTTITCAAATGAAGGGCATTCAAGAGCTTTCAGATGATGAAGATTATATTICCGC
CTGTCAATGCATCGCGATATTTCAACAGGGGCAAAGCGCTCTCAAAGACATCATCCA
ATCATGCCAATGGAAATGGAAATCCAAACGGAACGAGTTTTGGAGTTITCAACTTCTT
CAGCAAGTGACTCTGACAAAGATAAGAAATCCGAAGTTICAGGTICTITACTAAGCG
ATTCTGGCAAGAATCAAAAGTCCGTTACTGAATTGGATICGTTCGCATTTAACCGCA
AGTCCAGAATTGCCAAGCGACCTATCGAGCTACTCGAAGACGAGGAGGACGTGGAC
GTTGGAGCTGCAAAGGTTGTAGACATIGAGCCGACTAACGGAAACAAGAGGCGGAG
ACGGTATCACACCATCGAAGACAGTGACGATGAAGAGTTGGATGAGAAGAAATCGT
TIGGTGATAATCTGACCCCAGGAACGGAAATCGATCAATGTGCAGCCGATGAATCCT
TAGCAAAAAGGTTGCAGGATTTAGAGCACCGGGCAGTTICTGGCCGTAATCGCCTG
GTTCAAATTTTGTCAGATTCCGATGAAGAAGAAGAGGAAGAAGTAAATCCCATAAC
CATCACCCTACAAAGGTGTGACCAGATTGCAGCATCATTGCGAGAAGAGCTGCAGG
CCAGCAGTTCAAGTGATAACTCGGTTAATGAAGATCGTTATGCAGAGGTTGATGTAG
CAGCAGCAAAAATTGTGAGCCAGGCAGATGTCTGTGCAGCTTGTGGCATTGCCGAG
AATGATACACAACGAATGCTCAAGCCATATCAGCTTGTAGGCGTCAATITCATGCTG

CTACTTCACCGCAAACATGTTGGGGGTGGCAGTIGCGTATCTTGCCCTTCTGAAACA
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TCTTGATGGAGATGCTGGTCCTCATCTITTAGTTGCACCTGCTTCTCTTITTAGAAAAC
TGGCAAAGAGAACTCAAGAAGTGGTGTCCTGCATITAAGGTGGAGCTCTATCATGG
CTCAGGAAGGGCAGCTTTAAACAGGAGGCTTCAGTATGCTGCAAAATCTAAAGGGC
CTGCACCCTTTAACGTGATGCTGACGTGCTACTCCCTITITGAGAGGCAGAGTGCTC
AGACAAAAGATGACCGCAAATTCCTTAAGAAATGGAATTGGCGCTGTGTGGTTATG
GACGAGGCTCATCTTTTGAAGGACAGAAGCAGCTTTCGCAGCAAAAAGTIGCGAGA
TATAGCTCACAAAGCAATTCAAAGACTGATGCTGACTGGTACTCCACTCCAGAACGA
TITGCAGGAGCTATGGTCACTICTGGAGTICATGATGCCTGATGTGTICAACACAAA
TGGCGTTGATITAGATCAATATCTGGGAACCAGGAACGATACCTCAGGGATTIGTTIGT
GCAGGATACGAACTTGATGACTCGGATCAAAGGAATACTAGGACCTITTGTATTACG
GAGAATGAAAACTGATGTTATGCGCCAGCTTGTATCAAAGATTCAGGAGGTGGAGT
GTGTGGAGATGCTAGACGAGCAATCAATGGCATATAAAAAAGCTGTGAATGAGTAT
AGAGCCCTTGCTGAGTCCGCACGTGCCGCTAAAGCTGCAAAGAAATCCTCAGTTAG
CGTAGTAGATGTCCTTCCTCGTCGACAAGTGACCAATATCTTITACTCAATTGAGAAA
GTCAAGAAATTGGCTAAGAAATTTCATCCATTAGGAGTITTTGGATATGAATGCGAT
TITGCAGCGTGTGGAGGAAGAATTGACTAGTTACAGCGATTITGACCTCCACAAGTTIG
TGTATTCAATATGGAGGCGCTGCGGGAGGGCAAGGAAAGCTTGATGATGATCATGC
ACTAGCTTCTGCAAAGTGCCAGGCTTTAGCACGTCTACTTCCCAAGTTACAGCAAGG
TGGCCATCGCACATTGATATTCAGCCAGTGGACAAGCATGCTGGATATTTITAGAATG
GGCTCTTGACGTCATGGGTTTITCTTACACTCGCCTAGATGGAAGCACTCAAGTAAG
TGAACGCCAAACCCTAGTGGACGAGTTCAACAATGACCCTAGCATATTIGTGTTTCT
CCTGTCTACTCGAGCTGGAGGTCAAGGTCTAAATITAACAGGAGCAGACACAGTCAT
TTTACATGATTTGGACTICAATCCCCAAATGGATCGACAGGCTGAGGATCGCTGTCA
TCGGATTGGCCAGTCTAAACCTGTTACGATATACCGACTTGTAACAAAAGATACGGT

CGATGAAAGTATATACAAGATAGCCCAACAGAAGCTGGTCCTCGATGCGGCAGTTC
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TTGAAGGAAAAGAGTCATCCTCTGATCTTAATGATGGTGATGCTCGCACGATGGGTG
AAATTCTTTCTGCATTATTGGATGTTCCACCGACATGATCCTGGAGTCCAGAACACA

TITTTAATTTATTTTCATTATCTTTATCTGGCACTGCGAGAAAGCTCGTTAACGCAAG

GGC
FIGURA 2D

Secuencia de nucleétidos del CBF-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:10)

GGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCT
TTACACTTTATGCTICCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTC
ACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCCTCACTAA
AGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATC
CCCCGGGCTGCAGGAATTCGGCACCAGAGGATTTCGGGGTGAAGGAAGGTGCGATT
GAAGGCGTGCATGAAATTITGACGCAGCGGGTTGAATCGGAAGGAGTTTTCAGCAG
CTGGAAAGTACCTTCGAGGGTTGATTCATCCAAAGTTTCCATGTGATATGGCTTCAA
AGTATCCGCGAAAATGTAGAGAGCACGCATCACCTGGAGTTGGTGGCAGGGAATCT
ACGCATCGCTITGATTCAAGGTCGCAGTCGTATICGTTCTCGGAGAAACCTTACCAC
CGTCGTCGCCGGGATGCGTITCGTGATATGATCAGCGATTTGGTGCATCAGCCTTCC
GACACTGCCGTGCCTGGTTTCAGGGGAGTGCGCTATCGTCAGAAACTGAACAAGTA
CGTGACAGAGATTCGGCCCACGAGGTGCTCGAAGAAAATTTGGCTTGGGACGTATG
ACACTGCAGAGGAAGCAGCGCGTGCCTTTGACATCGGAAATTTGTGTIGTAAGAAA
AACCTGCCGCTCAACTTTCCGGATTCGACTCAGATGTTGCAGAGAATCTCGTCGAAA
TTGACCCCCGAAGCGCAACGAAAAGCCATCGCGACGCTGGCGAAGGACGTAGTGCG
AATGGAAAATGACAGGTCGAAGTTGGGTGGCGGTAACCTGACTACCACAGAGCCCC
CGGTCCATTCCGAGCCTATTACTCAACACCTTGCAGCAGCTGAGATTCGCGCGGTCA

CGTACATTGAACAGCCCCTGGAAATTGTCTACGGAGTGGAAGAATCGGCGACGGCC
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ATGTCGGTAACGGAAGCAAATGCGCGCGATAACCACTCTTGGAGTTGGGACTIGGG

CAAAGTGATCCTTGATGACGAGCTCTCTGAAATTCCTAACTTCGTCGGAGAACTAGA
TCACGAGGCTATGGATTTCAGTAGTCATGGAGAGGTITACTACCACCATTATGACTC
TCAGTGAGTCCTACAAGCATATTTTCAACTAGTCAACATCCTCAGTAGATITAGTCC

ATTACTTTCTGTGTCAGAGCCACGCCTGCGGCTTAGACCGGGAAAGCTTGTATAAAC
TGTAAATTGAGCTCTCGTAGACATGATGTAACACCCAATCACCTGTAAACCCCCCAG
CTTGAGATCACAAGGAGTAGAAAACCTGATAGCTTCAAGAGTTTCAACCAAAAAAA

AAAAAAAAAAA
FIGURA 2E

Secuencia de nucledtidos del HDZ-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:11)

GGGAAGGGTGTAAGGAGGCCCACGGGCAGGGTCAAGGTGTCCAATGCACCTGCAAG
ATCAGGAAGCTTGAAGTAGATCAGGGAAAAAACGATGGTAGTCCCTAGTITACCCG
CCTTCGGAGGACAGAACGCCATGCTCAGACGCAACATTGACAACAACACCGACACT
CTGATTTCTCTGCTTCAAGGGTCCTGCTCCCCTCGCGTGAGCATGCAACAAGTGCCG
‘CGTTCATCGGAGAGTCTCGAAAACATGATGGGGGCTTGTGGGCAAAAACTGCCTTA
CTTTTCGTCATTTGATGGGCCGAGTGTAGAAGAGCAAGAGGATGTCGACGAAGGTA
TCGACGAATTCGCACACCACGTGGAGAAAAAGAGGAGATTGTCATTAGAACAAGTG
CGATCATTAGAACGGAATTTTGAAGTGGAAAACAAGCTTGAGCCCGAGAGGAAAAT
GCAACTAGCTAAGGAGCTTGGACTGCGACCTCGTCAAGTGGCGGTGTGGTTCCAGA
ATAGACGGGCAAGGTGGAAAACCAAACAGCTCGAGCACGACTACGAGACCCTGAA
GAAAGCCTACGACAGGCTTAAAGCAGACTTCGAAGCCGTTACTCTAGACACAAATG
CTCTTAAAGCTGAGGTGAGTCGCCTCAAGGGAATCTCTAATGACGACGTCAAGCCCG

CCGAATTCGTTCAGGGCAAGTGTGACACAACGAGTCACCCTGCCTCCCCTGCGCAAT
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CGGAGAGGTCCGACATTGTGTCATCGAGGAATCGCACAACTCCTACCATACATGIGG
ATCCCGTGGCACCCGAGGAAGCCGGCGCTCACTTAACCATGAGCTCGGATAGCAAT
TCCAGCGAGGTCATGGACGCTGATAGCCCTCGCACGAGCCACACCAGCGCTAGTAG
GAGCACTTTGTCCACAAGTGTGGTGCAGCCTGACGAGGGCCTGGGAGTGGCCCAGT
ACCCCCACTITTCTCCCGAAAACTTCGTGGGTCCCAATATGCCAGAGATTTGCGCTG
ATCAGTCACTTGCATCTCAAGTGAAGCTGGAAGAGATCCACAGCTTCAATCCCGACC
AAACCTTCCTGCTCTTGCCCAACTGGTGGGATTGGGCTTGATTCGTTICITCATCTGT
ACCCATACACTTITITCCTTGAATCCAAGTTGAATTCACTTTAGGCAGTGTTTTTTCAC
GATGTACCACTTGITATTCTICCACCATGTGCAATCCAACGTCAACCAAAGTTGCAC

CATCGGCGTTAACGCAAGGGC

FIGURA 2F

Secuencia de nucledtidos del ZF-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:12)

GAGGAGGGAGTTGGAATCTAGGAGACGTGCATGTGCTGTGGGAGGAATTCTCTGGG
GATTTCGAGGCCTTGTTGTATGTTGTTCAGTAAAGGGAGTAGCTTTITICCACTTIGAAG
GGGCTGGTGCTGCTGTIGTIGCAAGTCTITIGACATTGAAAGAGGCGGGGTTGCACG
CCCCGGTGTGAGGAAGAGTCTTGTAGTAGGTGGGTTGTGTIGTGCCGTGGTATAGTA
TGCCGAAGCCTTGTGATGCATGCCATGTTTCCAGCGCGGCGGTGTTCTGCCGAGCGG
ACGCTGCCTACCTGTGCGTAGGCTGCGATGGGAAGGTCCACGGGGCCAACAAACTA
GCGTCTCGACACGAGCGCGTGTGGATGTGCGAAGTGTGCGAGGTTGCTCCAGCCGT

GGTGACCTGCAAGGCGGATGCGGCTTCTCTCTGTGTGGCCTGTGACACAGACATCCA
CTCCGCCAACCCGCTAGCGCAGCGTCACGAGAGAGTGCCGGTGACACCTCTGTICG

AGAGTGCGAGTCCTTIGCGTGGGCCAGATTTCTGCGTGTTGGTGTCAGAGAATGGGT
GCCATGATCTGCTGAAGGGCTGTGAGGACGCCTCGGTTGTGGAAGCTGTCTCGTGGC

TTCTTCCGCACCCTAAGATCTCGACCAACTCTATTATCAGAGGCAGCGCTGCAGCCG
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ACGAGATGGGTTCGTCGCCTTTCCACGACCGGCCCTTTAGTCCCAAGCCCAAGAAAC
AGAAGGTTGAATTGCCCGCGGACATATTCTCTGATGTGGACCCTTTCCTAGACTIGG
ACGATGCAACCGTTACCGGAATTCAACCCGACAGCTTGGTACCAGTCCATATGCCAG
AATGCTCCGAGGACACGGATTCGCTTGCTCACTCCATGGACCCTTCGTTTACTAAAT
TTCCTCTCTCGGCGAAGAGCGGTTACAGCTATGGCACATCTACCCTTACTCAGAGCA
TITCTIGTTCGTCTCTAGATGCCGCCGTIGTTCCAGACTCCAGTCTCAGCGACATTIC
CACACCCTACCTAGACTCACAAAGCTCCCAAGATATGTCAGCTCGCCTGCCACACCA
GACTGGAGGTCCCATITGACACCGTCGACCGTGAAGCTCGCGTGTTGCGCTACAAGG
AGAAGAGGCAGAAGCGCAAGTTTGAGAAAACAATTCGCTATGCATCAAGGAAGGC
ATA"I‘GCTGAGAGCCGGCCGAG GATCAAAGGAAGGTTCGCTAAGAGAACTGATTCCG
ACATGGAGCAGTTIGGCTCAGTGGACTCAAGTTTCGGAGTGGTTCCAAGTITITGAG

TTITCTTGTGTATTGGAGTCTCCATCGAGCAAGGTC

FIGURA 2G

Secuencia de nucledtidos del LZ de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:13)

GCCCTTATCCCGGGTGCTCTGGCAGTGGGACGGATTTGGAAGCAACAGGAGGTGGG
CTTGTTGAGCTGCGGAGTATGGAAAAAAGCGGGAAGGTGACGTGAGAGCTGGAATG
ATGGCCGAGTGAGCGTGTITGTITTGAGGGGGTAATTAGATGGGAAGATAGAGGTC
GGATGAGTCTGGGCGGTTTGCGTAGAGACGTCGAGGAAAAGGAAAGTGGCGAGGTG
TAGGATCTTGGTGGATTTTTCTCCCCTGAAGCTAGAGACTTCCGGTGCAGAATGTGG
TTAAATGGAACTCAACAGGTGGAATTCATGACATGGAAACCTACTGGGTCTTGITTG
GAATACAATCTCACGCTGTCGGCTTCTCTITACGTCATTTTCTTAGGTTCAGAGATAT
AGTAGAAAGGTTTGTGGAATTATCAAGATGGGTGACAACAGTGCAAGTGCAAGGAC
GGATTCATCTTCTGACATGGACGGTGATGCGAAGTTGGATGATGGGCAGCACTTAGC
TAGTGGCGGTGGAAACTCAAACGATTCCAGTCTCGAAACTGGAACGAAGAATGGCG
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ATTCTAAGGTACTAAGGCGGTTAGCACAAAATCGTGAGGCAGCCCGAAAAAGTAGG
CTCAGAAAAAAGGCATATGTGCAGCAGTTGGAGTCCAGCCGCATAAAGCTGAACCA
ACTCGAGCAAGAGCTTCAAAGAACTCGGCAACAGCAGGGTCTATACCTITGGACCTG
GTTCGTACAGTGACCAAAATGGTCAGTCGGGTGGAGTTGGTGGAGCAAACGCATAT
AGTTCAGGAGCTGCTGCATTTGACCTGGAGTATGCAAGGTGGGTTGAAGATCATACC
CGGCAGATGAGTGAGCTCCGGGTGGCCCTACAGGCTCATGTCGCTGACGCTGATTTA
CGATTACTAGTGGATGGGAGTATGGCCCACTATGACGACCTCTTTCGGCTCAAGGAC
GCTGCTGCAAAAGCCGACGTGTITCATCTCGTGTCCGGCATGTGGAAAACTCCTGCA
GAGCGATGCTTTGTATGGATTGGAGGCTGCCGACCCTCTGAGTTACTAAAGATATTA
GTACCTCAAATAGAACCTTTGACAGAGCAGCAGTTGTTAAACATCTGCAATCTGCAG
CAGTCCTCTCAACAGGGTGAAGAGGCCCTCTCTCAAGGGATGGAACAACTTCAGCA
GTCGCTTGCCGAAACACTGTCTGCCGGTTCTCTIGGCTCAGCAGCAAATGTIGCCAA
CTACATGGGACAGATGGCTGTGGCCATGGGACAACTTIGGGAACCTCGAAGGTTITCG
TGCGTCAGGCTGATCATTTGCGACAACAGACGTTACAACAAATGCACCGGGTATTAA
CCATTCGCCAAGTAGCCCGAGGACTTCTTGCGATGGGTGATTACTITGCTCGTCTICG
AGCTCTTAGTICTCTATGGTCCGCCAGGCCTCGTGAATGAGAAACATTGTCGTTITCA

GGCGATGGTGAAGTCTTCGGCGCAGGTATGGAAGCGATATCGCAAGGGC

FIGURA 2H

Secuencia de nucledtidos del CABF-1 de longitud total de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:14)

CAGCATCCTCACATCCCGCCTTCCTCTGCACCCCAGATGTCGCATCCTGGCGCCGTC
ATGCCTTTACAGATGCACTACCCGCAAGCCCAGCAACAGATGATGCCGCAGCTIGGT
GATCAGCAGATGCAGCCGCAGCTTCATTATCAGCAAATTCAGAAACAGCAGCTGTC
CCAGTTCTGGCAGCAGCAAATGCAGGAAATGGAGCAAGTCAATGATTTTAAGACCC

ATCAGCTACCACTGGCACGCATCAAAAAAATCATGAAGTCGGATGAAGATGTTAAG
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ATGATCGCAGCCGAAGCTCCAGTGCTGTTTTCAAAAGCTTGTGAGATGTITATITTA
GAATTGACACTGCGCTCTTGGATTCATACGGAGGAAAATAAGCGAAGGACACTACA
AAGAAATGATATTGCAGGGGCTATCACTAGGGGAGACATCTTCGACTTITCTTGTTGA
CATCGTTCCACGTGACGAGTTGAAGGAAGAAGATTTGGGTGTGCCATGGACTGGTGT
TCCAGGGGATGGTTICTGTACCTTACGGAGGAATATTCTATCCACCCATGGCTGGACA
GCAAATGCATCATTCTATGGGGGCTCCTGAGATGATGGTTGGGCAGCCACCAAACCC
ACAAATGATGTATCAGCCTCCACAGACTGCCTTTGTCCCCGAGCAGCAGCAACAGTG
AATGCATTACCACCTAGAGAACGCTGAGCATCGAAGACGGGACAACTCAAGGAAAG
GGCTATCGCATCGAGATICTTICGTCACGTGGGAATGGTATTTATCATACTGTTIGCTA
CCATCTGTCATICTTATGGCAAAAGGGGTCACAGGATCAGGATTTITACCTITCACTA
CAGCGCTTTTGTGTTGGCTTITCAACTATATTTITAAGGAAATCGTAGCTGTAGGCGGT
GATGCGACAGTICTGAGCACTGCTAATTCTAGCAGAGTTTATGTTTGGTITAGCAAG
TCATGAAGGGCACAAAGGGACCCGACCCCTCCATGGATCTGGTAGAAATTTGTGAA
TAGTGATACTAGTGCAGGCATAATTATTAGCATGTGCAGGAGTTIGCTCTTAATGTTA
GGTTCGAGGATCGGGTATCCATTTTCTTAGTACCATTGTTTCTTTTATGTCTCCCTGG
TITTATCTTITCAGACTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

FIGURA 3A

Secuencia deducida de aminoacidos del CABF-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:15)

SKDAKETVQECVSEFISFITGEASDKCQREKRKTINGDDLLWAMSTLGFEDYVEPLKVY
LHKYRELEGEKASMAKGGDQQGGKESNQGGMGSMGMAGGINGMNGTMNGNMHGH

GIPVSMQMMQQPYAQQAPPGMIYSPHQMMPQY QMPMQSGGNQPRGV*
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FIGURA 3B

Secuencia deducida de aminoacidos del DBF-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:16)

MKGIQELSDDEDYIPPVNASRYFNRGKALSKTSSNHANGNGNPNGTSFGVSTSSASDSD
KDKKSEVSGSLLSDSGKNQKSVTELDSFAFNRKSRIAKRPIELLEDEEDVDVGAAKVVDI
EPTNGNKRRRRYHTIEDSDDEELDEKKSFGDNLTPGTEIDQCAADESLAKRLQDLEHRA
VSGRNRLVQILSDSDEEEEEEVNPITITLQRCDQIAASLREELQASSSSDNSVNEDRYAEV
DVAAAKIVSQADVCAACGIAENDTQRMLKPYQLVGVNFMLLLERKHVGGAVAYLALL
KHLDGDAGPHLLVAPASLLENWQRELKKWCPAFKVELYHGSGRAALNRRLQYAAKSK
' GPAPFNVMLTCYSLFERQSAQTKDDRKFLKKWNWRCYVMDEAHLLKDRSSFRSKKLR
DIAHKAIQRLMLTGTPLQNDLQELWSLLEFMMPDVFNTNGVDLDQYLGTRNDTSGIVV
QDTNLMTRIKGILGPFVLRRMKTDVMRQLVSKIQEVECVEMLDEQSMAYKKAVNEYR
ALAESARAAKAAKKSSVSVVDVLPRRQVTNIFTQLRKVKKLAKKFHPLGVFGYECDLQ
RVEEELTSYSDFDLHKLCIQYGGAAGGQGKLDDDHALASAKCQALARLLPKLQQGGHR
TLIFSQWTSMLDILEWALDVMGFSYTRLDGSTQVSERQTLVDEFNNDPSIFVFLLSTRAG
GQGLNLTGADTVILHDLDFNPQMDRQAEDRCERIGQSKPVTTYRLVTKDTVDESIYKIA

QQKLVLDAAVLEGKESSSDLNDGDARTMGEILSALLDVPPT*

FIGURA 3C

Secuencia deducida de aminoacidos de la variante de DBF-1 de Physcomitrella patens
(SEQ ID NO:23)

KDKKSEVSGSLLSDSGKNQKSVTELDSFAFNRKSRIAKRPIELLEDEEDVDVGAAKVVDI
EPTNGNKRRRRYHTIEDSDDEELDEKKSFGDNLTPGTEIDQCAADESLAKRLQDLEHRA
VSGRNRLVQILSDSDEEEEEE VNPITITLQRCDQIAASLREELQASSSSDNSVNEDRYAEV
DVAAAKIVSQADVCAACGIAENDTQRMLKPYQLVGVNFMLLLHRKHVGG*
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FIGURA 3D

Secuencia deducida de aminoacidos del CBF-1 de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:17)

MASKYPRKCREHASPGVGGRESTHRFDSRSQSYSFSEKPYHRRRRDAFRDMISDLVHQP
SDTAVPGFRGVRYRQKLNKYVTEIRPTRCSKKIWLGTYDTAEEAARAFDIGNLCCKKNL
PINFPDSTQMLQRISSKLTPEAQRKAIATLAKDVVRMENDRSKLGGGNLTTTEPPVHSEP
ITQHLAAAEIRAVTYIEQPLEIVYGVEESATAMSVTEANARDNHSWSWDLGKVILDDEL
SEIPNFVGELDHEAMDFSSHGEVYYHHYDSQ*

FIGURA 3E

Secuencia deducida de aminoacidos del HDZ-1 de Physcomitrella patens (SEQ 1D NO:18)

MVVPSLPAFGGQNAMLRRNIDNNTDTLISLLQGSCSPRVSMQQVPRSSESLENMMGAC
GQKLPYFSSFDGPSVEEQEDVDEGIDEFAHHVEKKRRI SLEQVRSLERNFEVENKLEPER
KMQLAKELGLRPRQVAVWFQNRRARWKTKQLEHDYETLXKAYDRLKADFEAVTILDT
NALKAEVSRLKGISNDDVKPAEFVQGKCDTTSHPASPAQSERSDIVSSRNRTTPTIHVDP
VAPEEAGAHLTMSSDSNSSEVMDADSPRTSHTSASRSTLSTSVVQPDEGLGVAQYPHFS

PENFVGPNMPEICADQSLASQVKLEEIHSFNPDQTFLLLPNWWDWA*

FIGURA 3F

Secuencia deducida de aminoacidos del ZF-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:19)

MPKPCDACHVSSAAVFCRADAAYLCVGCDGKVHGANKLASRHERVWMCEVCEVAPA
VVTCKADAASLCVACDTDIHSANPLAQRHERVPVTPLFESASPLRGPDFCVLVSENGCH
DLLKGCEDASVVEAVSWLLPHPKISTNSHRGSAAADEMGSSPFHDRPFSPKPKKQKVEL
PADIFSDVDPFLDLDDATVTGIQPDSLYPVHMPECSEDTDSLAHSMDPSFTKFPLSAKSG

YSYGTSTLTQSISCSSLDAAVVPDSSLSDISTPYLDSQSSQDMSARLPHQTGGPIDTVDRE
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ARVLRYKEKRQKRKFEKTIRYASRKAYAESRPRIKGRFAKRTDSDMEQFGSVDSSFGVV

PSF*

FIGURA 3G

Secuencia deducida de aminoacidos del LZ-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:20)

MGDNSASARTDSSSDMDGDAKRKILDDGQHLASGGGNSNDSSLETGTKNGDSKVLRRLAQ
NREAARKSRLRKKAYVQQLESSRIKLNQLEQELQRTRQQQGLYLGPGSYSDQNGQSGG
VGGANAYSSGAAAFDLEYARWVEDHTRQMSELRVALQAHVADADLRLLVDGSMARY
DDLFRLKDAAAKADYFHLVSGMWEKTPAERCFVWIGGCRPSELLKILYPQIEPLTEQQLL
NICNLQQSSQQGEEALSQGMEQLQQSLAETLSAGSLGSAANVANYMGQMAVAMGQLG

NLEGFVRQADHLRQQTLQQMHRVLTIRQVARGLLAMGDYFARLRALSSLWSARPRE*

FIGURA 3H

Secuencia deducida de aminoacidos de CABF-2 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO:21)

MSHPGAVMPLQMHYPQAQQQMMPQLGDQAMQPQLHYQQIQKQQLSQFWQQQMQ
EMEQVNDFKTHQLPLARIKKIMKSDEDVKMIAAEAPVLFSKACEMFILELTLRSWIHTEE
NKRRTLQRNDIAGAITRGDIFDFLVDIVPRDELKEEDLGVPWTGVPGDGSVPYGGIFYP

PMAGQQMHHSMGAPEMMVGQPPNPQMMYQPPQTAFVPEQQQQ*

FIGURA 4

HO K> )

IBg7T accCl  nosP NOSpA

Super-promotor Gen deseado
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<130>1

<140> PCT/US00/34972

6313-0005

<141> 2000-12-22

<150> 60/171,745

<151>1

999-12-22

<160> 77

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 685
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400> 1

gcaccagcga
ccggagecaac
tcttgtgaac
ctgaaggttg
gaaaagcceca
cgagagcagc
tgtacgggag
attgecatct
cgagttcatc
gacgatcaac
ggaacctcetyg
ggccaagggt

<210>2
<211> 517
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<220>

<221> base modificada

<222> (
<223>

1)..(517)

G99

n” representa a, t, ¢, g,

atccgtcetcec
aggaaactaa
tgctcactcet
aggacacgta
ggcaaaatag
ccgeattctg
caagaccggt
aatgcgaaga
agtttcatta
ggggatgact
aaggtgtacc
ggtgatcaag

gecteecgeet
tceettttece
ctctctgtta
agcaccagag
gacggatgge
ataacgagtc
ttttgeccat
tatcgaaaga
ctggtgagge
tgctgtggge
tacacaagta
caggg

otro o desconocido

tctgcacgeyg
agcactaaac
tgaggggatt
gacgatcata
cgacagttac
cggcggccat
cgcaaatgtg
cgccaaagag
gtccgacaag
catgagtact
tegtgaactg

tggttgtggt
gattgaagca
cgaagcttga
ctacaattaa
ggccacaacg
taccgtgatce
agccgaatca
actgtgcragg
tgtcagaggg
cttggttttg
gagggggaga

cgaccteteg
attettetet
aagttatgag
ccettgegyg
caggttcacc
aggacgctte
tgaagaaagc
agtgcgtatc
aaaagaggaa
aagattatgt
aggcctctat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
685
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<400>

60

120
180
240
300
360
420
480
517

ttgatgatga
agttacagca
ttttagaatg
aagtaagtga
ttctectgte
ttttacatga
ggattggcca
aaagtatata
aagagtcatc

tcatgcacta
aggtggcecat
ggctcttgac
acgccaaacce
tactcgagcet
tttggacttc
gtctaaacct
Caagatagec
ctctgatctt

gcttctgcaa
cgcacattga
gtcatgggtt
ctagtggacg
ggaggtcaag
aatccccaaa
gttacgatat
caacagaagc
aatgatg

tttagcacgt
gtggacaagc
tcgectagat
tgaccetage
aacaggagca
ggctgaggat
aacaaaagat
tgcggcagtt

agtgccagge
tattcagcca
tttcttacac
agttcaacaa
gtctaaattt
tggatcgaca
accgacttgt
tggtcctcga

ggcacgaggc
ctacttccceca
atgctggata
ggaagcactc
atatttgtgt
gacacagtca
cgctgtcatc
acggtcgatg
cttgaangaa

<210>3
<211> 1000
<212> DNA

20
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55
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<213> Physcomitrella patens

<400> 3

<210> 4

ggcacgagct
tggaggggaa
gctageacct
tgacgcageg
attcatccaa
gcatcaccetyg
tattcgttet
agcgatttgg
cgtcagaaac
tggettggga
tgttgtaaga
tcgtcgaaat
gtgcgaatgg
ccggteeatt
tacattgaac
gtaacggaag
cttgatgacqg

<211> 1343
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<220>

<221> base modificada
<222> (1) .. (1343)

<223>

(Y91}

n’ representaa, t,c, g,

gatactaatt
tttgtaagty
aaaggatttc
ggttgaateg
agtttcceatg
gagitggtag
tggagaaacc
tgcatcagcce
tgaacaagta
cgtatgacac
aaaacctgee
tgacccocga
aaaatgacag
ccgagectat
agcceetgga
caaatgcycg
agctctctga

gcacgaggtt
acagagacgt
ggggtgaagg
gaaggagttt
tgatatggcet
cagggaatct
ttaccaccgt
ttccgacact
cgtgacagag
tgcagaggaa
gctcaacttt
agcgcaacga
gtcgaagttyg
tactcaacac
aattgtctac
cgataaccac
aattcctaac

otro o desconocido

ttctcaaatg
ggtgggagtg
aaggtgegat
tcagcagetg
tcaaagtatc
acgecatcget
cgtegccgag
geceogtgooetg
atteggeeca
gcagegegtg
cecggattega
aaagccateg
ggtggeggta
cttgcagcayg
ggagtggaag
tcttggagtt
ttegteoggay

tgtttttgyg
ggaggagtgt
tgaaggegtg
gaaagtacct
cgcgaaaatg
ttgattcaag
atgcgttteg
gtttcagggg
cgaggtgcte
cctttgacat
cteagatgtt
cgacgctggce
acctgactac
ctgagatteg
aatcggcgac
gggacttggy

tacaggaagg
gaggaatcga
catgaaattt
tcogagggttg
tagagagcac
gteogeagteg
tgatatgatc
agtgcgetat
gaagaaaatt
cggaaatttg
gcagagaatc
gaaggacgta
cacagagcec
cgeggteacg
ggccatgtey
caaagtgatc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

960
1000
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<400> 4

<210>5

ggcacgaggyg
cccacgggca
agggaaaaaa
agacgcaaca
cctegegtga
aacatgatgg
gtagaagagc
aaggaggaga
caagcttgag
agtggcggtg
ctacgagacce
agacacaagt
tcaageccege
cgcaatcgga
tggatcecegt
ccagcgaggt
ctttgtecac
tttctcecga
catctcaagt

caagagggga
gggtcaaggt
cgatggtagt
ttgacaacaa
gcatgcaaca
gggcttgtgyg
aagaggatgt
ttgtcattag
cccgagagga
tggttccaga
ctgaagaaag
gctettaaag
cgaattcgtt
gaggtccgac
ggcacccgag
catggacgct
aagtgtggtg
aaacttcgtg
gaagctggaa

ES 2279777 T3

tagagacttg aaaggaaagg gagggaaggg
gtccaatgca cctgcaagat caggaagctt
ccctagttta ccegectteg gaggacagaa

tgtaaggagg
gaagtagatc
cgceatgete

caccgacact ctgatttete tgocttcaagg gtoctgctee

aggatatgtt gcagtgccgc gttcatcgga
gcaaaaactg ccttactttt cgtcatttga
cgacgaaggt atcgacgaat tcgcacacca
aacaagtgcg atcattagaa cggaattttg
aaatgcaact agctaaggag cttggactgc
atagacgggc aaggtggaaa accaaacagc
cctacgacag gcettaaagea gacttcgaag
ctgaggtgag tcgcctcaag ggaatctcta
cagggcaagt gtgacacaac gagtcaccct
attgtgtcat cgaggaatcg cacaactcct
gaagccggeg ctcacttaac catgagcectcg
gatagcectc gcacgagcca caccagcgct
cagcctgacg agggcectgag agtggeccag
ggtcccaata tgccagagat ttgcgctgat
gagatccaca gcttcaatce cgaccaaacce

gagtctcgaa
tgggcegagt
cgtggagaaa
aagtggaaaa
aacctcgtea
tcgagegega
ccgttactet
atgcacgacg
gectecectg
accatacatg
gatagcaatt
agtaggagca
tacceccact
cagtcacttg
ttectgetet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

tgcccaactg gtgygattgg gcttgatteg tttcttcatc tgtacccata cactttttce 1200
ttgaatccaa gttgaattca ctttaggcag tgttttttca cgatgtacca cttgttattc 1260
ttccaccatg tgcaatccaa cgtcaancaa agttgcacat cggcgatcat tggtgacgat 1320
gtcgagecatc gatcgtcaca tge

<211> 1157
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400> 5

<210> 6

gcacgagcete
actctattat
ggecectttag
atgtggaccc
tggtaccagt
acccttcegtt
cccttactea
tcagcgacat
tgccacacca
acaaggagaa
catatgctga
tggagcagtt
tgtgtattgg
gaggagctge
cagcaatgta
atcoctttca
gtagtggttt
tegtggegeg
tgtatttcaa
agctaacaaa

<211> 374
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

ggttgtggaa
cagaggcagce
teccaageee
tttcctagac
ccatatgeca
tactaaattt
gagcatttcet
ttccacaccc
gactggaggt
gaggcagaag
gagccggecg
tggctcagtg
agtctccatc
tgtaagaact
aattgttcag
gaacacgatt
ttttctattt
aatcctetgt
cacttccata
aaaaaaa

gctgtctegt ggcttcttee gecaccctaag
gctgcageeg acgagatggg ttcgtegect
aagaaacaga aggttgaatt gccegeggac
ttggacgatg caaccgttac cggaattcaa
gaatgectceg aggacacgga ttegettget
cctctetcgg cgaagagcgg
tgttegtete tagatgcege
tacctagact cacaaagctc
cccattgaca ccgtecgaceqg
cgcaagtttg agaaaacaat
aggatcaaag gaaggttcgce
gactcaagtt tcggagtggt
gagcaaggtc atctgaaatg
gtgtagagcc atccaagtgg
actctcaatg gtcaccagta
aaatgccttg tggacagtac
ttetttttgt tgattgagag
cctgcgateg ttatgatgea
atgctcttgg atttttgggt

ccaagatatg

atctecgacca
ttccacgacc
atattctetg
cccgacaget
cactccatgg

ttacagctat ggcacatcta
cgttgttcca gactceccagtc

tcagctegece

tgaagctege gtgttgcgect
tcgctatgca tcaaggaagg
taagagaact gattccgaca
tccaagtttt tgagttttct
gaaagctgct gtgtaacata
tgaagcacct gaaaaagtgg
ccaagtcatg ccattctata
aggatgtagt cagagttcta
ctttcggaac ggtgagaact
gcgaattett ccgatcttga
catttcctca gaaggtgttg

1343
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300
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720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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<400> 6

<210>17

cttcaaagaa
aatggtcagt
gacctggagt
gecctacagg
cactatgacg
gtgtcecggcea
ccetectgagt

<211> 461
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400> 7

<210> 8

catcctggeg ceogtcatgee tttacagatg cactacccge
cegeagettg gtgatcagca gatgcoagecg cagctteatt
cagctgtcecce agttctggca gecagcaaatg caggaaatgg
acgcatcaaa aaaatcatga
agtgctgttt tcaaaagett
tcatacggag gaaaataagc
taggggagac atcttcgact

acccatcagce taccactggce
atgatcgcag ccgaagctcc
ttgacactgc gctcttggat
gatattgcag gggctatcac

cgtgacgagt tgaaggaaga

<211> 1347
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400> 8

<210>9

ggcaccagcyqg
gccggagcaa
ttcttgtgaa
gctgaaggtt
gaaaagccca
cgagagcagc
tgtacgggag
attgccatct
cgagttcatc
gacgatcaac
ggaacctctg
ggccaagggt
gggcatggca
tggaattccc
gatgatatat
aaaccaacce
tgtcgacage
agtgatgggt
tgtegttgaa
cgtaccgggt
cttggcaata
tatgtgaaaa
aaaaaaaaaa

<211> 2838
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

cteggcaaca
cgggtggagt
atgcaaggtg
ctcatgtege
acctcetttceg
tgtggaaaac
tact

aatccgtcte
caggaaacta
ctgetcacte
gaggacacgt
ggcaaaatag
ccgcattctg
caagaccggt
aatgcgaaga
agtttcatta
ggggatgact
aaggtgtacc
ggtgatcagc
ggcggaatca
gtatcgatgce
tctecteate
cgcggagtgt
gtgatggggt
gggtcatgty
gecteggggag
ctggcagtgt
cgagggggtt
ggctctgtag

-adaaaaaaaa

ES 2279777 T3

gcagggtcta taccttggac
tggtggagca aacgcatata
ggttgaagat catacccgge
tgacgctgat ttacgattac
gctcaaggac gctgetgcaa
tcctgeagag cgatgetttg

ctggttegta
gttcaggagc
agatgagtga
tagtggatgg
aageegacgt
tatggattgg

aagcccagcea
atcagcaaat
agcaagtcaa
agtcggatga
gtgagatgtt
gaaggacact
ttcttgttga

agatttgggt gtgccatgga ¢

cgcectecgee
atcecctttte
tceectetgtt
aagagcgaag
gacggatggce
ataacgagtc
ttttgcccat
tatcgaaaga
ctggtgaggc
tgctgtggge
tacacaagta
agggaggaaa
acggcatgaa
agatgatgca
aaatgatgcc
aagagttttc
gttttggage
aagtgttgge
tttcaagtga
acattctgaa
gaatattttg
gatgcaagat
daaaaaa

ttctgcacge
cagcactaaa
atgaggggat
gacgatcata
cgacagttac
cggcggecat
cgcaaatgtg
cgccaaagag
gtccgacaay
catgagtact
tcgtgaactg
agagagcaac
cggaacgatg
acagecgtac
gcaataccag
actggcagga
atgggcaggg
gactgttgaa
aaggaggagce
tgatagttat
ctttgaattc
aaggaaagac

gtggttgtgg
cgattgaagc
tcgaagcttg
ctacaattaa
ggccacaacy
taccgtgate
agccgaatca
actgtgcagg
tgtcagaggy
cttggttteg
gagggggaga
caaggaggta
aacgggaaca
gcgcagcagg
atgcegatgc
ggctttggaa
cattatggtg
tgatgaaaac
actttttgtt
ctgtgctgat
gttgacattt
atgcagattg

cagtgaccaa
tgetgecattt
getecgagty
gagtatggcce
gtttcatcte
aggctgecega

60

220
180
240
300
360

374

acagatgatg
tcagaaacag
tgattttaag
agatgttaag
tattttagaa
acaaagaaat
catcgttcca

tcgacctcetce
aattttteet
aaagttatga
cecttgeggg
caggttcacce
aggacgcttc
tgaagaaagc
agtgcgtatc
aaaagaggaa
aagattatgt
aggcctctat
tggggtcgat
tgcatgggca
cacctccggg
agtctggtgg
gtggggatat
ctgttgaaac
atagaagtga
tggaaaggag
ttttcrttgge
caacctttte
ataaaaaaaa

&0
120
180

240
300
360
420
461

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
00
960
1020
1080
1140
1200
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<400> 9

gccettatec
ggaagtcecte
ctgtgggcta
ccactctagg
tgactggact
ctttcgagat
cattcaagag
caacaggggc
aaacggaacyg
atccgaagtt
attggattecg
cgaagacgag
cggaaacaag
tgagaagaaa

cgatgaatce
tegectggtt
aaccatcace
cagcagttca
agcaaaaatt
acaacgaatg
caaacatgtt
tggtcctecat
gaagtggtgt
caggaggctt
gtgctactcc
gaaatggaat
ctttcgecage
tggtactcca
tgatgtgtte
ctcagggatt
ttttgtatta
ggtggagtgt
gtatagagcc
cgtagtagat
caagaaattg
gcgtgtggag
atatggagge
aaagtgccag
gatattcagc
ttttecttac
cgagttcaac
aggtctaaat
aatggatcga
ataccgactt
gctggtectc
tgatgctcge
ctggagtcca
gctcgttaac

<210> 10

<211> 1424
<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

cgggcgatgg
tgtgtceegg
gtttgtgggt
ggctgttgga
ctgtgcgagt
cgtagagaca
ctttcagatg
aaagcgctcet
agttttggag
tcaggttctt
ttcgcattta
gaggacgtgg
aggcggagac
tcgtttggtg
ttagcaaaaa
caaattttgt
ctacaaaggt
agtgataact
gtgagccagy
ctcaagccecat
gggggtgcay
cttttagttg
cctgcattta
cagtatgctg
ctttttgaga
tggcgctgtg
aaaaagttgc
ctccagaacg
aacacaaatg
gttgtgcagg
cggagaatga
gtggagatgc
cttgctgagt
gtccttecte
gctaagaaat
gaagaattga
getgegggag
gctttagcac
cagtggacaa
actcgcctayg
aatgacccta
ttaacaggag
caggctgagyg
gtaacaaaag
gatgcggcag
acgatgggtg
gaacacattt
gcaagggc

ES 2279777 T3

tgcgttcegag
cgatgtcecea
atgatccggg
ggatgaggag
ggtcagettt
gcagctggcea
atgaagatta
caaagacatc
tttcaacttce
tactaagcga
accgcaagtc
acgttggagce
ggtatcacac
ataatctgac
ggttgcagga

cagattccga
gtgaccagat

cggttaatga
cagatgtctg
atcagcttgt

ttgcgtatct

cacctgette
aggtggagct

caaaatctaa
ggcagagtgc

tggttatgga
gagatatagc
atttgcagga
gcgttgattt
atacgaactt
aaactgatgt

tagacgagca
cogecacgtgce
gtcgacaagt
ttcatccatt
ctagttacag
ggcaaggaaa
gtctacttcece
gcatgctgga
atggaagcac
gcatatttgt
cagacacagt
atcgctgtca
atacggtcga
ttcttgaagg
aaattcttte
ttaatttatt

atcgtaaggt
atgttggcce
gaatgagacg
ggaagcgcag
cgggagctgce
agggttttgg
tattcegect
atccaatcat
ttcagcaagt
ttctggcaag
cagaattgcc
tgcaaaggtt
catcgaagac
cccaggaacg
tttagagcac
tgaagaagaa
tgcagcatca
agatcgttat
tgcagettgt
aggegtcaat
tgcccttetg
tcttttagaa
ctatcatgge
agggcctgca
tcagacaaaa
cgaggctcat
tcacaaagca
getatggtea
agatcaatat
gatgactegg
tatgcgccag
atcaatggca
cgctaaagcet
gaccaatatc
aggagttttt
cgattttgac
gcttgatgat
caagttacag
tattttagaa
tcaagtaagt
gtttctectg
cattttacat
tcggattgge
tgaaagtata
aaaagagtca
tgcattattg
ttcattatct

tgecgacgaa
gattttetgt
agatgtetgt
aagttggeca
tgttgcattg
gaggcttttc
gtcaatgcat
gccaatggaa
gactctgaca
aatcaaaagt
aagcgaccta
gtagacattg
agtgacgatg
gaaatcgatc
cgggcagttt
gaggaagaag
ttgcgagaag
gcagaggttg
ggcattgceg
ttcatgetge
aaacatcttg
aactggcaaa
tcaggaaggg
ccetttaacg
gatgaccgea
cttttgaagg
attcaaagac
cttetggagt
ctgggaacca
atcaaaggaa
cttgtatcaa
tataaaaaag
gcaaagaaat
tttactcaat
ggatatgaat
ctccacaagt
gatcatgeac
caaggtggee
tgggctcttg
gaacgccaaa
tctactcgag
gatttggact
cagtctaaac
tacaagatag
tcectetgate
gatgttccac
ttatctggca

ggcgtaactt
ttttagcgag
ctgagtgaga
ttettttecag
accggtgatt
aaatgaaggqg
cgcgatattt
atggaaatcc
aagataagaa
ccgttactga
tcgagctact
agccgactaa
aagagttgga
aatgtgcagc
ctggcegtaa
taaatcccat
agctgcaggc
atgtagcagce
agaatgatac
tacttcaccg
atggagatgce
gagaactcaa
cagctttaaa
tgatgetgac
aattccttaa
acagaagcag
tgatgcectgac
tcatgatgcc
ggaacgatac
tactaggacc
agattcagga
ctgtgaatga
cctcagttag
tgagaaaggt
gcgatttgca
tgtgtattea
tagettetge
atcgcacatt
acgtcatggg
ccctagtgga
ctggaggtca
tcaatcecca
ctgttacgat
cccaacagaa
ttaatgatgg
cgacatgatc
ctgcgagaaa
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

$00

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
2838
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<400> 10

<210> 11
<211>13

ggcagtgagce
cactttatgce
ggaaacagct
aagctggagc
gaattcggca
tttgacgcag
tgattcatcc
acgcatcacc
cgtattegtt
tcagcgattt
atcgtcagaa
tttggettgg
tgtgttgtaa
tctegtcgaa
tagtgcgaat
ccceggteca
cgtacattga
cggtaacgga
tccttgatga
tggatttcag
aagcatattt
agccacgcecet
acatgatgta
acctgatagc

18

<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400> 11

<210> 12
<211> 13

gcccttatcece
gggtgtaagy
cttgaagtag
gaacgecatg
agggtcctge
aaacatgatg
tgtagaagag
aaagaggagda
caagcttgag
agtggeggtg
ctacgagacc
agacacaaat
caagcccgeco
gcaatcggag
ggatccegtg
cagcgaggtc
tttgtceaca
ttcteeccgaa
atctcaagtg
gcccaactgg
tgaatccaag
tcecaccatgt

41

<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

gcaacgcaat
ttecggetcg
atgaccatga
tccacegegy
ccagaggatt
cgggttgaat
aaagtttcca
tggagttggt
ctcggagaaa
ggtgcatcag
actgaacaag
gacgtatgac
gaaaaacctg
attgaccece
ggaaaatgac
ttccgagect
acagcecctg
agcaaatgeg
cgagctctct
tagtcatgga
tcaactagtc
gcggettaga
acacccaatc
ttcaagagtt

cgggcacgag
aggcccacgg
atcagggaaa
ctcagacgca
tccectegeg
ggggcttgtg
caagaggatg
ttgtcattag
cccgagagga
tggttccaga
ctgaagaaag
gctcttaaag
gaattecgttc
aggtccgaca
gcacccgagg
atggacgctg
agtgtggtgce
aacttcgtgg
aagctggaag
tgggattggg
ttgaattcac
gcaatccaac
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taatgtgagt
tatgttgtgr
ttacgccaag
tggcggecge
tcggggtgaa
cggaaggagt
tgtgatatgg
ggcagggaat
ccttaccacce
ccttccgaca
tacgtgacag
actgcagagg
ccgctceaact
gaagcgcaac
aggtcgaagt
attactcaac
gaaattgtct
cgcgataacc
gaaattccta
gaggtttact
aacatcctca
ccgggaaagce
acctgtaaac
tcaaccaaaa

ggcaagaggg
gcagggtcaa

aaacgatggt
acattgacaa

tgagcatgca
ggcaaaaact
tcgacgaagg
aacaagtgcg
aaatgcaact
atagacgggce
cctacgacag
ctgaggtgag
agggcaagtg
ttgtgtcatc
aagccggegce
atagcccerceg
agcctgacga
gtcccaatat
agatccacag
cttgattcgt
tttaggcagt
gtcaaccaaa

tagctcacte
ggaattgtga
ctcgaaatta
tctagaacta
ggaaggtgeg
tttcagcagce
cttcaaagta
ctacgcatcg
gtcgtegeeg
ctgcegtygcec
agattcggecc
aagcagcgeg
ttceggatte
gaaaagccat
tgggtggegg
accttgcage
acggagtgga
actcttggag
acttegtegg
accaccatta
gtagatttag
ttgtataaac
cccecagett
aaaaaaaaaa

gatagagact
ggtgtccaat
agtccetagt
caacaccgac
acaagtgccyg
gccttacttt
tatcgacgaa
atcattagaa
agctaaggag
aaggtggaaa
gcttaaagceca
tcgectcaag
tgacacaacy
gaggaatcgc
tcacttaacce
cacgagccac’
gggcctggga
gccagagatt
cttcaatecc
ttcttcatce
gttttttcac
gttgcaccat

attaggcacc
gcggataaca
accctecacta
gtggatcccc
attgaaggcg
tggaaagtac
tccgegaaaa
ctttgattca
ggatgegttt
tggtttcagg
cacgaggtgc
tgcctttgac
gactcagatg
cgcgacgcetyg
taacctgact
agctgagatt

ccaggcttta
atttcacaca
aagggaacaa
cgggctgcag
tgcatgaaat
cttcgagggt
tgtagagage
aggtcgcagt
cgtgatatga
ggagtgceger
tcgaagaaaa
ateggaaatt
ttgcagagaa
gcgaaggacg
accacagagce
cgcgeggtea

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
6§60
720
780
840
500
960

agaatcggceg
ttgggacttg
agaactagat
tgactctecag
tecattactt
tgtaaattga
gagatcacaa
aaaa

tgaaaggaaa
gcacctgcaa
ttacccgcct
actctgattt
cgttcatcgg
tcgteatttg
ttcgcacace
cggaattttyg
cttggactge
accaaacage
gacttcgaag
ggaatctcta
agtcaccctg
acaactccta
atgagctcgg
accagcgcta
gtggecccagt
tgcgetgate
gaccaaacct
gtacccatac
gatgtaccac
cggcgttaac

acggccatgt
ggcaaagtga
cacgaggcta
tgagtcctac
tctgtgtcag
gctctegtag
ggagtagaaa

ggggagggaa
gatcaggaag
tcggaggaca
ctctgecttea
agagtctcga
atgggecgag
acgtggagaa
aagtggaaaa
gacctcegtca
tcgagcacga
ccgttactct
atgacgacgt
ccteecectge
ccatacatgt
atagcaattc
gtaggagcac
acceccactt
agtcacttgc
tectgetett
actttttect
ttgttattct

gcaagggce

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1424

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1318
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<400> 12

<210>
<211>

gaggagggag

ttggaatcta

tcgaggectt gttgtatgtt

gtgctgctgt
gaggaagagt
gtgatgcatg
gegtaggcetg
tgtggatgtg
cttctctcetg
acgagagagt
tectgegtgtt
cggttgtgga
tcagaggcag

tgttgcaagt
cttgtagtag
ccatgtttce
cgatgggaag
cgaagtgtgce
tgtggectgt
gccggtgaca
ggtgtcagag
agctgtctcg
cgcetgeagec

ES 2279777 T3

ggagacgtgce
gttcagtaaa
cttttgacat
gtgggttgtg
agcegeggegg
gtccacgggg
gaggttgctce
gacacagaca
ccCtetgttcg
aatgagtgcee
tggcttcttce
gacgagatgg

gtcccaagee
ctttcctaga
tccatatgece
ttactaaatt
agagcatttce
tttecacace
agactggagg
agaggcagaa
agagccggcece
ttggctcagt
gagtctccat

13
1521

<212> DNA
<213> Physcomitrella patens

<400>

13

geccttatcee
ttgagctgceg
gtgagcgtgt
gcggtttgceg
ttttctceee
tggaattcat
cttctettta
aagatgggtg
gcgaagttgg
ctcgaaactg
gaggcagcce
cgcataaagc
taccttggac
aacgcatata
catacccggce
ttacgattac
gctgctgcaa
cgatgctttg
caaatagaac
caacagggtg
acactgtctg
gctgtggcca
cgacaacaga
cttettgega
aggeetcgtg
tggaagcgat

caagaaacag aaggttgaat
cttggacgat gcaaccgtta
agaatgctcc gaggacacgg
tectcteteg gecgaagageg
ttgttegtet ctagatgccg
ctacctagac tcacaaagct
tececcattgac accgtcgace
gcgcaagttt gagaaaacaa
gaggatcaaa ggaaggttcy
ggactcaagt ttcggagtgg
¢gagcaaggt ¢

cgggtgctct
gagtatggaa
ttgttttgag
tagagacgtc
tgaagctaga
gacatggaaa
cgtcattttce
acaacagtgce
atgatgggca
gaacgaagaa
gaaaaagtag
tgaaccaact
ctggttcgta
gttcaggagc
agatgagtga
tagtggatgg
aagccgacgt
tatggattgg
ctttgacaga
aagaggccct
ceggttetet
tgggacaact
cgttacaaca
tgggtgatta
aatgagaaac

atcgcaaggg

ggcagtggga
aaaagcggga
ggggtaatta
gaggaaaagyg
gactteceoggt
cctactgggt
ttaggttcag
aagtgcaagg
gcacttagct
tggcgattcet
gctcagaaaa
cgagcaagag
cagtgaccaa
tgctgcattt
gctccgggtg
gagtatggcce
gtttcatctc
aggctgeccga
gcagcagttg
ctctcaaggg
tggctcagea
tgggaaccte
aatgcaccgg
ctttgetcgt
attgtcgttt
c

atgtgctgtg
gggagtaget
tgaaagaggc
ttgtgcegtg
tgttctgceg
ccaacaaact
cagccgtygt
tccactecege
agagtgcgag
atgatctgct
cgcaccctaa
gttcgtegee

tgceegegga
ccggaattceca
attcgctrge
gttacagcta
cegttgttee
cccaagatat
gtgaagcteg
ttegetatge
ctaagagaac
ttccaagttt

cggatttgga
aggtgacgtg
gatgggaaga
aaagtggcga
gcagaatgtg
cttgtttgga
agatatagta
acggattcat
agtggeggtg
aaggtactaa
aaggcatatg
cttcaaagaa
aatggtcagt
gacctggagt
gccctacagg
cactatgacg
gtgtccggea
ccctctgagt
ttaaacatet
atggaacaac
gcaaatgttg
gaaggttteg
gtattaacca
cttegagete

caggcgatgg

ggaggaattc
ttttecactt
gggyttgcac
gtatagtatg
agcggacget
agcgtctcega
gacctgcaag
caacccgcta
tcctttgegt
gaagggctgt
gatctecgacce
tttccacgac

catattctct
acccgacage
tcactccatg
tggcacatct
agactccagt
gtcagctege
cgtgttgege
atcaaggaag
tgattccgac
ttgagttttc

agcaacagga
agagctggaa
tagaggtcgg
ggtgtaggat
gttaaatgga
atacaatcte
gaaaggtttg
cttctgacat
gaaactcaaa
ggcggttage
tgcagcagtt
cteggeaaca
cgggtggagt
atgcaaggtg
ctcatgtege
acctecttteg
tgtggaaaac
tactaaagat
gcaatctgca
ttcagcagte
ccaactacat
tgcgtcaggce
ttcgcecaagt
ttagttctcet
tgaagtcttc

tctggggatt
gaaggagcetg
gccceggtgt
ccgaagectt
gcctacctgt
cacgagegeg
gcggatgcegg
gcgeagegte
gggccagatt
gaggacgcect
aactctatta
cggececttta

gatgtggacc
ttggtaccag
gaccecttegt
acccttactc
ctcagcgaca
ctgccacacc
tacaaggaga
gcatatgctg
atggagcagt
ttgtgtattg

ggtgggettg
tgatggccga
atgagtctgg
cttggtggat
actcaacagg
acgctgtcgg
tggaattatc
ggacggtgat
cgattccagt
acaaaatcgt
ggagtccagc
gcagggtcta
tggtggagca
ggttgaagat
tgacgctgat
gctcaaggac
tcctgcagag
attagtacct
gcagtectct
gcttgecgaa
gggacagatg
tgatcatttg
agcccgagga
atggtecegec
ggcgcaggta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1341

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1521
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<210> 14

<211> 1176

<212> DNA

<213> Physcomitrella patens

<400> 14

cagcatccte
cctttacaga
cagatgcagc

acatececcgee ttectetgea
tgcactaccc gcaagcccag
cgcagcttca ttatcagecaa

ccccagatgt
caacagatga
attcagaaac

cgcatcetgg cgecgtcatg 60
tgccgeaget tggtgatcag 120
agcagetgte ccagttetgg 180

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cagcagcaaa
gcacgcatca

tgcaggaaat
aaaaaatcat

<210> 15
<211> 218

ccagtgctgt
attcatacgg
actaggggag
gaagatttgg
atattctate
atggttgggc
cccgageage
gacaactcaa
tcatactgtt
acctttcact
taggcggtga
gcaagtcatg
atagtgatac
ttcgaggatc
atctttcaga

<212> PRT
<213> Physcomitrella patens

tttcaaaagce
aggaaaataa
acatcttcga
gtgtgccaty
cacccatgge
agccaccaaa
agcaacagtg
ggaaagggct
gctaccatet
acagcgettt
tgecgacagtt
aagggcacaa
tagtgecaggce
gggtatccat
ctgaaaaaaa

ggagcaagtce
gaagtcggat

ttgtgagatg
gcgaaggaca
ctttcttgtt
gactggtgtt
tggacagcaa
cccacaaatg
aatgcattac
atcgcatcga
gtcattctta
tgtgttggct
ctgagecactg
agggacccga
ataattatta
tttcttagta
aaaaaaaaaa

aatgatttta
gaagatgtta

tttattttag
ctacaaagaa
gacatecgttc
ccaggggatg
atgcatcatt
atgtatcage
cacctagaga
gattcttteg
tggcaaaagg
ttcaactata
ctaattctag
ccccteecatg
gcatgtgcag
ccattgttte
aaaaaa

agacccatca
agatgatcgce

gctaccactg 240
agccgaagct 300

aattgacact
atgatattge
cacgtgacga
gttctgtace
ctatgggggc
ctccacagac
acgctgagca
tcacgtggga
ggtcacagga
ttttaaggaa
cagagtttat
gatctggtag
gagttgctct
ttttatgtct

gcgetcttgg
aggggctate
gttgaaggaa
ttacggagga
tcctgagatg
tgeectttgte
tcgaagacgg
atggtattta
tcaggatttt
atcgtagetg
gtttggttta
aaatttgtga
taatgttagg
ccectggtttt

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1176
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<400> 15

Met

His

val

Met

Glu
65

Ala

Ser

Arg

Lys

50

Thr

Glu Ala

Asp

Glu

Lys

Asn

145

Met

Asp

Pro

Ala

130

Gln

Asn

Asp

Asp

Glu

35

Lys

Val

Ser

Leu

Leu

115

Ser

Gly

Gly

Ser Met Gln

ES 2279777 T3

Ser Tyr Gly His

Asn,

20

Gln

Ala

Gln

Asp

Leu

100

Lys

Met

Gly

Thr

Met
180

Glu

Leu

Glu

85

Trp

val

Ala

Met

Met

165

Met

Ser Gly
Arg Phe
Pro Ser

1

Cys Val
70

Cys Gln
Ala Met
Tyr Leu
Lys Gly

135

Gly Ser
150

Asn Gly

Gln Gln

Asn

Gly

Leu

40

Aan

Ser

Arg

Ser

His

120

"Gly

Met

Asn

Pro

Ala

His

25

Pro

Ala

Glu

Glu

Thr

145

Lys

Asp

Gly

Met

Tyr
185

Gly Ser
10

Tyr Arg

Ile Ala

Lys Ile

Phe Ile
15

Lys Arg
90

Leu Gly

Tyr Arg

Gln Gln
Met Ala
155

His Gly
170

Ala Gln

Pro
Asp
Asn
Ser

60

Sex

Gly
140
Gly

His

Gln

Met Ile Tyr Ser Pro His Gln Met Met Pro Gln Tyr
195

200

Gln Ser Gly Gly Asn Gln Pro Arg Gly Vval
210

<210> 16
<211> 801
<212> PRT

<213> Physcomitrella patens

215

Glu

Gln

val

45

Lys

Phe

Thr

Glu

Leu

125

Gly

Gly

Gly

Ala

Gln
205

Sex

30

Ser

ABp
110
Glu
Lys
Ile
Ile
Prec

190

Met

Ser

15

Ala

Arg

Ala

Thr

Asn
95

Tyr

Gly

Glu

Asn

Pro

175

Pro

Pro

Pro

Ser

Ile

Lys

Gly

80

Gly

val

Glu

Ser

Gly

160

val

Gly

Met
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<400> 16

Met

Val

Ser

Gly

Glu

65

Val

Lys

Lys

145

Arg

Asp

Arg

Ser

225

Lys
Asn
Ser
Val

S0

Val

Thr

Kla

Arg

130

Lys

Ala

Ala

Glu

Cys
210

Ser

Gly

Ala

35

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

115

Ser

Ala

val

Glu

195

Asp

Sex

Ile

Ser

20

His

Thr

Gly

Leu

Ile

100

Val

Phe

Rsp

Ser

180

Glu

Gln

Asp

Gln

Arg

Ala

Ser

Ser

Asp

BS

Glu

val

Thr

Gly

Glu

165

Gly

Glu

Ile

Asn
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Glu

Asn

Ser

Leu

70

Ser

Leu

Asp

Ile

150

Sex

Arg

Glu

Ala

Ser
230

Leu

Phe

Gly

Ala

55

Leu

Phe

Leu

Ile

Glu
135

Asn

Asn

Glu

Ala

215

Val

Ser

Asn

Asp

Arg
25

Asp
10

aly

Asu Gly asn

40

Glu

Lys

Pro

Ser Asp Ser Asp

Ser

Ala

Glu

Glu

120

Asp

Leu

Ala

Arg

Val

200

Ser

Asn

Asp
Phe
Asp
105

Pro

Ser

Lys
Leu
185
Asn

Leu

Glu

10

Ser
Asn
90

Glu

Thr

Pro

Arg

170

Val

Pro

Arg

Asp

Asp Tyr Ile

Ala Leu

Asn

Lys
60

Gly
4S

Asp

Gly Lys Asn

75

Arg

Glu

Asn

Asp

Gly

155

Gln

Ile

Glu

235

Lys

Asp

Gly

Glu

140

Thr

Gln

Ile

Thr

Glu
220

Tyr

Ser

Val

Asn

125

Glu

Glu

Asp

Leu

Ile

205

Leu

Ala

Ser

30

Thr

Lys

Gln

Arg

Asp

110

Lys

Leu

Ile

Leu

Ser

190

Thr

Gln

Glu

Pro

15

Lys

Ser

Lys

Lys

Ile

95

Val

Arg

Asp

aAsp

Glu
175
Asp
Leu

Ala

val

Pro

Thx

Phe

Ser

Ser

80

Ala

Gly

Arg

Glu

Gln

160

His

Ser

Gln

Sex

Asp
240
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Val

Gly

val

Pro
305
Glu
Ser

Lys

Glu

385

Ile

Glu

Gly
465

Gln

Glu

Ala

Ile

Gly

val

230

His

Leu

Gly

Gly

Arg

370

Ser

Gln

Leu

Gly
450
Ile
Gly
Val

Ser

Ser
530

Ala
Ala
val
278
Ala

Leu

Lys

Pxo
355

Gln

Ser

Arg

Trp

435

Val

Val

Pro

Ser

Met

515

Ala

Ala

Glu
260

Leu
Lys
Ala
340

Ala

Ser

Phe
Leu
420

Ser

Asp

Val

Phe

Lys

500

Ala

Arg

Lys

245

Asn

Phe

Leu

val

325

Ala

Pro

Ala

Arg

405

Met

Leu

Leu

Gln

Vval

485

Ile

Ala

ES 2279777 T3

Ile Val Ser

Asp

Met

Ala

Ala

310

Cys

Leu

Phe

Gin

val

390

Ser

Leu

Leu

Asp

Asp

470

Leu

Gln

Lys

Rla

Thr
Leu
Leu
255

Pro

Pro

Thr
375

val
Lys
Thr
Glu
Gln
455
Arg
Glu
Lys

Lys
535

Gln

Leu

230

Leu

Ala

Ala

Arg

val

360

Lys

Met

Lys

Gly

Phe

4490

Asn

Arg

val

Ala

520

Ala

Gln Ala Asp

Arg

265

Leu

Lys

Ser

Phe

Arg

345

Met

Asp

Leu

Thr

425

Met

Leu

Leu

Met

Glu

S05

Val

Ala

11

250

Met

His

His

Leu

Lys

330

Leu

Leu

Asp

Glu

410

Pro

Met

Gly

Met

Lys

490

Cys

Asn

Lys

Leu

Arg

Leu

315

val

Gln

Thr

Arg

Ala

395

Asp

Pro

Thr

Thr

475

Thx

Val

Glu

Lys

Val

Lys

Lys

Asp

300

Glu

Glu

Tyr

Cys

Lys

380

His

Ile

Gln

Asp

Arg

460

Asp

Glu

Tyr

Ser
540

Cys

His

285

Gly

Asn

Leu

Ala

365

Phe

Ala

Asn

val
445

Asn

Ile

val

Met

Arg

525

Ser

Ala

270

val

Asp

Trp

TYyr

Ala

350

Ser

Leu

Leu

His

Asp

430

Phe

Asp

Lys

Met

Leu

S10

Ala

val

Ala
255
Glo
Gly
Ala
Gln
Hig
335
Lys
Leu
Lys
Lys
Lys
415
Leu
Asn
Thr
Gly
Arg
495
Asp

Leu

Ser

Cys

Leu

Gly

Gly

320

Gly

Ser

Phe

Lys

Asp

400

Ala

Gln

Thr

Ser

Ile

480

Gln

Glu

Ala

val
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Val Agp
545

Arg Lys

Gly Tyr

Ser Asp
Gly Gly
610

Cys Gln
625

Arg Thr

Trp Ala
Thr Gln
Pro Sex

6390

Leu Asn
705

Asn Pro

Gln Ser

Asp Glu

Ala val

770

Ala Arg
785

Thx

<210> 17
<211> 268
<212> PRT

<213> Physcomitrella patens

val

val

Glu

Phe

595

Gln

Ala

Leu

Leu

val

675

Ile

Leu

Gln

Lys

Ser

755

Leu

Thr

Leu
Lys
Cys
580
Asp
Gly
Leu
Ile
Asp
8660

Serx

Phe

Met
Pro
740
Ile

Glu

Met

ES 2279777 T3

Pro Arg Arg Gln

Lys
565
Asp
L.eu
Lys
Ala
Phe
645
val
Glu
val
Gly
Asp

725

val

Tyr

Gly

Gly

550

Leu

Leu

His

Leu

6§30

Ser

Met

Phe

Ala

710

Arg

Thr

Lys

Lys

Glu
780

Ala

Gln

Lys

Asp

615

Leu

Gln

Gly

Leu
655
Asp
Gln
Ile
Ile
Glu

775

Ile

Lys
Arg
Leu
600

Asp

Leu

Phe
Thy
680
Leu
Thr
Ala
Tyr
Ala
760

Sex

Leu

val

Lys

val
585

cys

Asp

Pro

Sexy
665
Leu
Ser
Val
3lu
Arg
745
Gln

Ser

Ser

12

Thr

Phe

570

Glu

Ile

His

Lys

Ser

650

val

Ile

Asp

730

Leu

Gln

Ser

ala

Asn
555
His
Glu
Gln
Ala
Leu
635

Met

Thr

Arg

715

val

Lys

Asp

1385

Ile Phe

Pro Leu

Glu Leu
Tyr Gly
605

Leu Ala
620

Gln Gln

Leu Asp

Arg Leu

Glu phe
685

Ala Gly
7060

His Asp

Cys His

Thr Lys

Leu Val
765

Leu Asn
780

Leu Asp

Thr
Gly
Thr
590
Gly
Ser
Gly
Ile
ABp
670
Asn

Gly

Leu

Asp
750

Leu

val

Gln
Val
575
Ser
Ala
Ala
Gly
Leu
655
Gly
Asn
Gln
Asp
Ile

735

Thx

Asp

Gly

Leu
560

Phe

Ala

Lys

His

640

Glu

Ser

Asp

Gly

Phe

720

Gly

val

Ala

Asp

800
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<400> 17
Met

Val

Arg

65

Thr

Tyr

Cys

Leu

Ile

145

Lys

Glu

Ser
225

Pro

Hisg

<210> 18
<211> 339
<212> PRT

Ala

Gly

Ser

Asp

50

Gly

Glu

Asp

Cys

Gln

130

Ala

Leu

Pro

Ile

Ala
210

Trp

Asn

Gly

Ser
Gly
Phe

35
Met

phe

Ile

Lys
115
Arg
Thr
Gly
Ile
Glu
195
Met
Asp

Phe

Glu

<213> Physcomitrella patens

Lys

Arg

20

Ser

Ile

Axg

Arg

Ala

100

Lys

Ile

Leu

Gly

Thr

180

Gln

Ser

Leu

Val

val
260

TYyr

S
Glu
Glu
Ser
Gly
Pro

85

Glu

Ser

Gly
165
Gln
Pro
val

Gly

Gly
245

ES 2279777 T3

Pro Arg

Ser Thr

Lys Pro

Asp Leu

55

Val Arg
70

Thr Arg

Glu Ala

Leu Pro

Ser Lys
135

Lys Asp
150

Asn Leu

His Leu

Leu Glu

Thr Glu

215

Lys Val
230

Glu Leu

Tyr His

Lys

His

40

val

Cys

Ala

120

Leu

val

Thr

Ala

Ile

200

Ala

Ile

Asp

His

Arg

25

His

His

Arg

Ser

105

Asn

Thr

Val

Ala
185
Val

Asn

Leu

Tyr
265

13

Arg

10

Phe

Arg

Gln

Gln

Lys

90

Ala

pPhe

Pro

Arg

Thr

170

Ala

Ala

Asp

Glu

250

Asp

Glu His

Asp Serx

Arg Arg

Pro Ser
60

Lys Leu
75

Lys 1le

Phe Asp

Pro Asp

Glu Ala
140

Met Glu
155

Glu Pro

Glu Ile

Gly Val

220

Asp Glu
235

Ala Met

Ser Gln

Ala

Arg

Arg

45

Asn

Ile
Ser
125
Gln

Asn

Pro

Glu
205
Asn

Leu

Asp

Ser
Ser
30

Asp

Lys

Gly
110
Thr
Arg
Rsp
val
Ala
190
Glu
His
Ser

Phe

Pro
15
Gln

Ala

Ala

Gly

95
Asn
Gln
Lys
Arg
His
17%
Vval
Ser
Ser

Glu

Ser
255

Ser

Phe

val

val

80

Thr

Leu

Met

Ala

Ser

160

Ser

Ala

Trp

Ile
240

Ser
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<400> 18

<210> 19

Met

Arg

gly

Glu

Phe

65

Glu

Ser

Lys

Lys
145
Asp
Leu
Lys

Ala

Arg
225
Gly
Asp

Leu

Tyr

val

Arg

Ser

Ser

50

Ser

Gly

Leu

Leu

Pro

130

Thr

Lys

Pro

Sexr

210

Thr

Ala

Ala

Ser

Pro
290

val

Asn

Cys

35
Leu
Ser
Ile
Glu
Glu
115
Arg
Lys
Leu
Ala
Ala
195
Pro
Thr
His
Asp
Thr

275

His

Pro

Ile
20

Ser

Glu

Phe

Asp

Glan

100

Pro

Gln

Gln

Lys

Glu

1890

Glu

Ala

Pro

Leu

Ser
260

Ser

Phe

ES 2279777 T3

Ser Leu Pro

Asp

Pro

Asn

Asp

Glu

8s

val

Glu

val

Leu

Ala

165

val

Phe

Gln

Thr

Thr

245

Pro

Val

Ser

Asn

Arg

Met
Gly
70

Phe

Ala
Glu
150
Asp
Ser
Val
Ser
Ile

230

Met

Arg

Val

Pro

Asn

Val

Met

55

Pro

Ala

Sex

Lys

Val

135

His

Phe

Gln

Glu

215

His

Ser

Thr

Gln

Glu
295

Ala
Thr
Ser

40
Gly

Ser

His

Met

120

Asp

Glu

Leu

Gly

200

Arg

Val

Ser

Ser

Pro

280

Asn

Phe Gly
10

Asp Thr
25

Met Gln

Ala Cys

Val Glu

His val
90

Glu Arg
105

Gln Leu

Phe Gln

Tyr Glu

Ala val
170

Lys Gly
185

Lys Cys
Ser Asp
Asp Pro
Asp Ser

250

His Thr
265

Asp Glu

Phe val

Gly

Leu

Gln

Gly

Glu

75

Glu

Asn

Ala

Asn

Thr

155

Thr

Ile

Asp

Ile

val

235

Asn

Ser

Gly

Gly

Gln

Ile

vVal

Gln

60

Gln

Lys

Phe

Lys

Ary

140

Leu

Leu

Sex

val

220

aAla

Sex

Ala

Leu

Pro
300

Ile Cys Ala Asp Gln Ser Leu Ala Ser Gln Val Lys

308

310

3158

His Sexr Phe Asn Pro Asp Gln Thr Phe Leu Leu Leu

325

330

14

Asn Ala

Ser Leu
30

Pro Axrg
45

Lys Leu

Glu Asp

Lys Arg

Glu Vval
110

Glu Leu
125

Arg Ala

Lys Lys

Asp Thr

Asn Asp

190

Thr Ser
205

Ser Ser

Pro Glu

Ser Glu

Ser Arg

270

Gly Val
28S

Asn Met

Leu Glu

Pro Asn

Met
15
Leu

Ser

Val
Arg
8s

Glu

Gly

Ala

175

Asp

His

Glu
Val
255
Ser
Ala

Pro

Glu

33S

Leu

Gln

Ser

Tyr

Asp

80

Leu

Leu

Trp

160

Ala

Val

Pro

Asn

Ala

240

Met

Thr

Gln

Glu

Ile
320
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<211> 358
<212> PRT

<213> Physcomitrella patens

<400> 19

Met

Cys

His

Glu

Ala

Gly

Ala

Ile

145

Ala

Thr

Glu

Pro

Arg

Gly

val

90

Ser

Ala

Ser

Val

130

Arg

Asp

val

Cys
210

Lys

Ala

Ala

as

Leu

Gln

Pro

His

118

Ser

Gly

Pro

Ile

Thx

195

Ser

Pro

Asp

20

Asn

Glu

Cys

Arg

100

Asp

Trp

Ser

Phe

Phe

180

Gly

Glu

Ala

Lys

val

val

His

85

Leu

Leu

Ala

Ser

165

Ser

Ile

Asp

ES 2279777 T3

ASp

Ala

Leu

Ala

Ala

70
Glu
Gly
Leu
Leu
Ala
150
Pro
Asp

Gln

Thx

Ala

Pro

58

Cys

Arg

Pro

Lys

Pro

138

Ala

Lys

val

Pro

Asp
215

Cys

Leu

Ser

40

Ala

Asp

Val

Asp

Gly

120

His

Asp

Pro

Asp

Asp

200

Ser

His

Cysa

25

Arg

val

Thr

Pro

Phe
108

Cys

Pro

Glu

Lys

Pro

185

Ser

Leu

15

val

10

Val

His

val

Asp

val
S0

Cys

Glu

Lys

Met

Lys

170

Phe

Leu

Ala

Ser

Gly

Glu

Thr

Ile

75

Val

Asp

Ile

Gly

155

Gln

Leu

val

His

Ser

Cys

Arg

Cys

60

His

Pro

Leu

Ala

Ser

140

Ser

Lys

Asp

Pro

Ser
220

Ala

Asp

Val

45

Lys

Ser

Leu

val

Ser

125

Thr

Ser

val

Leu

Val

205

Met

Ala

Gly

Ala

Phe

Ser

110

val

Asn

Pro

Glu

Asp

190

His

Asp

val

15

Lys

Met

Asp

Asn

Glu

95

Glu

val

Ser

Phe

Leu

175

Asp

Met

Pro

Phe

val

Cys

Ala

Pro

80

Ser

Asn

Glu

Ile

His

160

Pro

Ala

Pro

Sex
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<210>20
<211> 343

ES 2279777 T3

Phe Thr Lys Phe Pro Leu Ser

225

Ser Thr

Val Pro Asp

Gln Ser Ser

275

Pro Ile
290

Asp

Lys Arg Gln

305

Lys Ala Tyr

Arg Thr Asp

Gly val val

355

<212> PRT
<213> Physcomitrella patens

<400> 20

Met Qly Asp
1

Asp Gly Asp
Gly Asn Serx
315

Ser Lys Val
50

Ser Arg Leu
65

Ile Lys Leu

Gln Gly Leu

Ser Gly Gly
115

Ser
260

230

Leu Thr Gln Ser Ile

245

Ser Leu Ser

Gln Asp Met Ser

Thr

Val Asp Arg
295

Lys Arg Lys Phe

310

Ala Glu Ser Arg

325

Ser Asp Met Glu

340

Pro Ser Phe

Agn
Ala
20

Asn

Arg

Agn

Tyr

100

val

Ser Ala Ser

Lys Leu Asp

Asp Ser Ser

Arg Arg Leu

55
Lys Lys Ala
70
Gln Leu Glu
85

Leu Gly Pro

Gly Gly Ala

Ala Lys Ser

Ser Cys Ser

250
Asp Ile Ser
265

Ala
280

Arg

Glu Ala Arg

Glu Lys

Ile
330

Pro Arg

Fhe
345

Gln Gly

Thr
10

Ala Arg

Gly Gln

25

Asp

Leu Glu Thr

40

Ala Gln

Tyr val

Gln Glu
90

Gly Ser Tyr Ser Asp Gln Asn

105

Asn Ala
120

16

Asn Arg

Gln Gln

Leu Gln Axrg Thr

Tyr Ser

Gly Tyr Ser Tyr Gly Thr
235 240

Ser Leu Asp Ala Ala Val
255

Thr Pro Tyr Leu Asp Ser
270

Pro His Gln Thr Gly Gly
285

Val Leu Arg Tyr Lys Glu
300

Ile Arg Tyr Ala Ser Arg
315 320

Lys Gly Arg Phe Ala Lys
335

Ser Val Asp Ser Ser Phe
350

Ser Ser Ser Asp Met

15

Asp

Leu Ala Ser

30

His Gly Gly

Gly Thr Lys Asn

45

Gly Asp

Glu Ala
60

Ala Arg Lys

Leu Glu Sex Ser Arg

75 80
Gln Gln
95

Arg

Gly Gln
110

Ser Gly Ala Ala Ala

125
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Phe

Ser
145

Arg

Met

Thr
225

Gln

Ala

Leu

Gln
305

Leu

Trp

<210> 21
<211>214
<212> PRT

Asp
130

Glu

Leu

Lys

210

Glu

Gly

Ala

Asn

Glu

290

Gln

Ala

Ser

Leu

Leu

Leu

Asp

Lys

195

Ser

Gln

Glu

Glu

275

Gly

Met

Met

Ala

Glu

Arg

val

Ala

180

Thr

Glu

Gln

Glu

Thr

260

Met

Phe

His

Gly

340

<213> Physcomitrella patens

<400> 21

ES 2279777 T3

Tyr Ala Arg Trp Vval

Val

Asp
165
Ala
Pro
Leu
Leu
Ala
245
Leu
Gly
val
Arg
Asp

325

Pro

Ala
150

Gly

Ala

Ala

Leu

Leu

230

Leu

Ser

Gln

Arg

Vval

310

Arg

135

Leu

Ser

Lys

Glu

Lys

215

Asn

Ser

Ala

Met

Gln

295

Leu

Phe

Glu

Gln

Met

Ala

Axg

200

Ile

Ile

Gln

Gly

Ala

280

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Asp

185

Cys

Leu

Cys

Gly

Ser

265

Val

Asp

Ile

Arg

Glu

Ris

Ris

170

Val

Phe

Val

Asn

Met

250

Leu

Ala

His

Arg

Leu
330

ASp

val
155

TYT

Phe

Val

Pro

Leu

235

Glu

Gly

Met

Leu

Gln

315

Arg

His
140

Ala

Asp

His

Trp

Gln

220

Gln

Gln

Ser

Gly

Arg

300

Val

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Ile

205

Ile

Gln

Leu

Ala

Gln

285

Gln

Ala

Leu

Arg

Ala

Leu

val

150

Gly

Glu

Ser

Gln

Ala

270

Leu

Gln

Arg

Sexr

Gln

Asp

Phe

175

Ser

Gly

Pro

Ser

Gln

255

Asn

Gly

Thx

Gly

Sex
335

Met

Leu
160

Arg

Gly

Cys

Leu

Gln

2490

Ser

Val

Asn

Leu

Leu

320

Leu

Met Ser His Pro Gly Ala Val Met Pro Leu Gln Met His Tyr Pro Gln
15

1

5

10

Ala Gln Gin Gln Met Met Pro Gln Leu Gly Asp Gln Gln Met Gln Pro
20

25

30

Gln Leu His Tyr Gla Gln Ile Gln Lys Gln Gln Leu Ser Gln Phe Txp
35

40

17

4S



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 22

<211> 2838
<212> DNA

ES 2279777 T3

Gln Gin Gln Met Gln Glu Met Glu Gin Val Asn Asp Phe

50

Gln Leu Pro
€5

Val Lys Met
Glu Met Phe
Glu Asn Lys

118

Thr Arg Gly
130

Glu Leu Lys
145

Asp Gly Ser

Gln Gln Met

Pro Pro Asn
195

Pro Glu Gln
210

<213> Physcomitrella patens

<400> 22

Leu Ala Arg Ile

Ile Leu Glu Leu
Arg Arg Thr Leu
Asp Ile phe Asp
Glu Glu Asp Leu
val Pro Tyx Gly

165

His His Ser Met

gcccttatce
ggaagtccte
ctgtgggcta
ccactctagg
tgactggact
ctttecgagat
cattcaagag
caacagggge
aaacggaacg
atccgaagtt
attggattcey
cgaagacgag
cggaaacaag
tgagaagaaa
cgatgaatce
tcgeetkggtt
aaccatcacc
cagcagttca

tgggcgatgg
tgtgtccegy
gtttgtgggt
ggctgttgga
ctgtgcgagt
cgtagagaca
ctttcagatg
aaagegcetct
agttttggag
tcaggttctt
ttcgcattta
gaggacgtgg
aggcggagac
tegtttggtg
ttagcaaaaa
cazattttgt
ctacaaaggt
agtgataact

SS

70

835

Lys Lys Ile Met

Ile Ala Ala Glu Ala Pro Vval Leu

30

Thr Leu Arg Ser

105

Gln Arg Asn Asp

120

135

150

Pro Gln Met Met Tyr

Phe

Qly

Gly

Gly

170

183

200

Gln Gln Gln

tgcgttcgag
cgatgtccea
atgatccggg
ggatgaggag
ggtcagcttt
gecagctggea
atgaagatta
caaagacatc
tttcaacttc
tactaagcga
accgcaagtce
acgttaggagce
ggtatcacac
ataatctgac
ggttgcagga
cagattcecega
gtgaccagat
cggttaatga

atcgraaggt
atagttggcee
gaatgagacg
ggaagcgcag
cgggagcege
agggttttgg
tattccgect
atccaatcat
ttcagcaagt
ttetggcaag
cagaattgcc
tgcaaaggtt
catcgaagac
cccaggaacy
tttagagcac
tgaagaagaa
tgcagcatca
agatcgttat

18

Leu Val Asp

Ile Phe Tyr

Ala Pro Glu

Gln Pro Pro

60
Lys Ser
75

Phe Ser

Trp Ile

Ile ala

125

Ile
140

val

Val Pro Trp Thr Gly

1s5

Pro Pro

Met Met

Gln Thr
205

tgccgacgaa
gattttctgt
agatgtctgt
aagttggcca
tgttgcattg
gaggcttttc
gtcaatgcat
gccaatggaa
gactctgaca
aatcaaaagt
aagcgaccta
gtagacattg
agtgacgatg
gaaatcgatc
cgggcagtert
gaggaagaag
ttgcgagaag
gcagaggttg

Lys Thr His

Asp Glu Asp
80

Lys Ala Cys

35

His Thr Glu

110

Gly Ala Ile

Pro Arg Asp

Val Pro Gly
180

Met Ala Gly

175

val Gly Gln

150

Ala pPhe Val

ggcgtaactt
ttttagcgag
ctgagtgaga
ttcttttcag
accggtgatt
aaatgaaggyg
cgcgatattt
atggaaatcc
aagataagaa
ccgttactga
tcgagctact
agccgactaa
aagagttgga
aatgtgcagce
ctggccgtaa
taaatcccat
agctgcagge
atgtagcagce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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agcaaaaatt
acaacgaatg
caaacatgtt
ctggtccectca
agaagtggtg
acaggaggcet
cgtgctacte
agaaatggaa
getttegeag
ctggtacteec
ctgatgtgtt
cctcagggat
cttttgtatt
aggtggagtg
agtatagagc
gcgtagtaga
caagaaattg
gegtgtggag
atatggaggce
aaagtgccag
gatattcage
tttttcttac
cgagttcaac
aggtctaaat
aatggatcga
ataccgactt
gctggtcete
tgatgctcge
ctggagtcca
gctcgttaac

gtgagccagg
ctcaagecat
gggggtggca
tcecttttagtt
tcetgeattt
tcagtatgct
cctttttgaqg
ttggcgetat
caaaaagttg
actccagaac
caacacaaat
tgttgtgcag
acggagaatg
tgtggagatg
ccttgctgayg
tgtecttect
gctaagaaat
gaagaattga
getgegggag
gctttagcac
cagtggacaa
actcgectag
aatgacccta
ttaacaggag
caggctgagg
gtaacaaaag
gatgcggcaq
acgatgggtg
gaacacattt
gcaagggc

ES 2279777 T3

cagatgtctg
atcagcttgt
gttgegtate
gcacctgcett
aaggtggagc
gcaaaatcta
aggcagagtg
gtggttatgg
cgagatatag
gatttgcagg
ggecgttgatt
gatacgaact
aaaactgatg
ctagacgagc
tccgecacgtg
cgtcgacaag
ttcatccatt
ctagttacag
ggcaaggaaa
gtctacttce
gcatgctgga
atggaagcac
gcatatttgt
cagacacagt
atcgetgteca
atacggtcga
ttcttgaagg
aaattctttce
ttaatttatt

tgcagettgt
aggcgtcaat
ttgccettet
ctcttttaga
tctatcatgg
aagggccetge
ctcagacaaa
acgaggctca
ctcacaaagce
agctatggtc
tagatcaata
tgatgactcg
ttatgegcca
aatcaatgge
ccgctaaage
tgaccaatat
aggagtttere
cgattttgac
gcttgatgat
Caagttacag
tattttagaa
tcaagtaagtr
gtttctectg
cattttacat
tcggattgge
tgaaagtata
aaaagagtca
tgcattattyg
ttcattatcet

<210> 23

<211> 288

<212> PRT

<213> Physcomitrella patens

<400> 23

Met Lys Gly Ile Gln Glu Leu Ser Asp Asp

10

Ser
20

Val Asn Ala Arg Tyr Phe Asn Arg

25

Gly

Asn His Ala Asn

35

Ser Ser Asn Gly Asn Gly

40

val
50

Gly Ser Thr Ser Ser Ala Ser Asp Ser

85

Glu Val
65

f.eu
70

Ser Gly Ser Leu Ser Asp Ser

Val Thr Glu Leu Asp Ser Phe Ala pPhe

85

Asn
S0

Ile
100

Pro Glu Leu Leu Glu Asp Glu

105

Lys Arg

19

ggcattgecg
ttcatgctgc
gaaacatctt
aaactggcaa
ctcaggaagg
accctttaac
agatgacecgce
tettttgaag
aattcaaaga
acttctggag
tctgggaace
gatcaaagga
gcttgtatca
atataaaaaa
tgcaaagaaa
ctttactcaa
ggatatgaat
ctccacaagt
gatcatgcac
caaggtggece
tgggctettg
gaacgccaaa
tctactcgag
gatttggact
cagtctaaac
tacaagatag
tcectctgate
gatgttccac
ttatctggea

Glu

Lys

Pro

Asp Tyr

Ala Leu

Asn Gly

agaatgatac
tacttcaccg
gatggagatg
agagaactca
gcagctttaa
gtgatgctga
aaattcctta
gacagaagca
ctgatgctga
ttcatgatgce
aggaacgata
atactaggac
aagattcagg
gctgtgaatg
tcctcagtta
ttgagaaagt
gcgatttgca
tgtgtattca
tagcttctge
atcgcacatt
acgtcatggg
cectagtgga
ctggaggtca
tcaatcccca
ctgttacgat
cccaacagaa
ttaatgatgg
cgacatgatce
ctgcgagaaa

Ile Pro

15

Ser
30

Lys

Thr Ser

45

Asp
60

Gly
75

Arg

Glu

Lys Asp

Lys Asn

Lys Ser

Asp Val

Lys Lys

Gln Lys

Arg
95

Agp Val
110

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25249
2580
2640
2700
2760
2820
2838

Pro

Thr

Phe

Ser

Ser

80

1le Ala

Gly
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Ala Ala
Arg Axryg
130

Lys Lys
145

Cys Ala

Arg Ala

Asp Glu

Arg Cys
210

Ser Ser
225

val Ala

Gly Ile

val Gly

<210> 24
<211> 18
<212> DNA

Lys

115

Ser

Ala

Val

Glu

195

Asp

Ser

Ala

Ala

val
275

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

His

Phe

Asp

Ser

180

Glu

Gln

Ala

Glu
260

Asn

val

Thr

Gly

Glu

165

Gly

Glu

Ile

Lys
245

Asn

Phe

ES 2279777 T3

Asp Ile
Ile Glu
135

Asp Asn
150

Ser Leu

Arg Asn

Glu Glu

Ala Ala
215

Ser val
230
Ile val

Asp Thr

Met Leu

Glu
120
Asp

Leu

Ala

val
200
Ser
ABn
Ser
Gln

Leu
280

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 24

caggaaacag ctatgacc

<210> 25
<211>19
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 25

ctaaagggaa caaaagctg

<210> 26
<211> 18

Pro Thr

Ser Asp

Thr Pro

Lys Arg
170

Leu Val
188

Asn Pro

Leu Arg

Glu Asp

Gln Ala

250

Arg Met
265

Asn Gly
Asp Glu
140

Gly Thr
155

Leu Glrn

Gln Ile

Ile Thr

Glu Glu
220

Arg Tyr
235

Asp Val

Leu Lys

Leu His Arg Lys

20

Asn
125
Glu
Glu
Asp
Leu
Ile
208
Leu
Ala

Cys

Pro

Lys

Leu

Ile

Leu

Ser

180

Gln

Glu

Ala

Tyr
270

His Val

285

Arg
Asp
Asp
Glu
175
Asp
Leu
Ala
Val
Ala
255

Gln

Gly

Arg

Glu

Gln

150

His

Ser

Gln

Ser

Asp

240

cys

Leu

Gly

18

19
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 26
tgtaaaacga cggccagt

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 27
gcgatcctca geetgtcgat ccatt

<210> 28

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 28
ccctgaggta tegtteetgg ttecea

<210> 29

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 29

atcccgggceg atggtgcegtt cgagatcgta agg

<210> 30

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

21

18

25

26

33
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<400> 30
gcgttaacga getttctege agtgecagat aa

<210> 31

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 31
atcccgggct ctgecacccca gatgtcgeat cct

<210> 32

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 32
ctgagctcta atgcattcac tgttgetgcet get

<210> 33

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 33
cctgtagggc cacccggage tcact

<210> 34

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 34
gagttaacgc agtggtcaca acgcagagta cgc

<210> 35
<211> 33

22

32

33

33

25

33
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 35
gcgatatege ttccatacct gcgecgaaga ctt

<210> 36

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 36
gacccgggcc atgtgatatg gettcaaagt at

<210> 37

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 37
gegttaacga ctcactgaga gtcataatgg tg

<210> 38

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 38

cgtagtcgcg ctcgagetgt ttggt

<210> 39

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

23

33

32

32

25
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<400> 39

atcccgggea cgagggeaag aggggataga gac

<210> 40

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 40
gcgttaacge cgatggtgca actttggttg ac

<210> 41

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 41
ccgtgtecte ggagceattet ggeat

<210> 42

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 42

atcccgggag gagggagttg gaatctagga gac

<210>43

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 43
gcgagctcga cettgetega tggagactee aat

<210> 44
<211> 33

24

33

32

25

33

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279777 T3

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 44
atcccgggaa taggacggat ggecgacagt tac

<210> 45

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 45
atgagctcac tcttacactc cgcggggttg gtt

<210> 46

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 46
gaatagatac gctgacacge

<210> 47

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 47
atgagctcac tcttacactc cgcggggttg gtt

<210> 48

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

25

33

33

20

33
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<400> 48
gcttaaacge cgatggtgca actttggttg ac

<210> 49

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 49
gcgagctcga ccttgetcga tggagactce aat

<210> 50

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 50
gcgttaacga ctcactgaga gtcataatgg tg

<210> 51

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 51
ctagtaacat agatgacacc

<210> 52

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 52

atcccgggeg atggtgegtt cgagategta agg

<210> 53
<211>20

26

32

33

32

20

33
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 53
gaatagatac gctgacacge

<210> 54

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 54
ctgagctcta atgcattcac tgttgctget get

<210> 55

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 55
gcgatatege ttccatacct gcgecgaaga ctt

<210> 56

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 56
ggagacggta tcacaccatc gaaga

<210> 57

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

27

20

33

33

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279777 T3

<400> 57
tgcacagaca tctgeetgge tcaca

<210> 58

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 58
gatgatcgca gccgaagcete cagtg

<210> 59

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 59

gggtgtgeca tggactggtg ttccag

<210> 60

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 60
ggcagtctgt ggaggctgat acatca

<210> 61

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 61
cctgatcctg tgaccecttt tgeca

<210> 62
<211> 25

28

25

25

26

26

25
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 62

gacatggacg gtgatgcgaa gttgg

<210> 63

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 63
cggcaacagce agggtctata ccttgg

<210> 64

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 64
gcatactcca ggtcaaatge agecage

<210> 65

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 65
gggtcggcag cctccaatce ataca

<210> 66

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

29

25

26

26

25
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<400> 66
ggcagggaat ctacgeateg ctttg

<210> 67

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 67
cgacgagatt ctctgcaaca tctgag

<210> 69

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 68
ggagettgga ctgegaccte gtcaag

<210> 69

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 69

ggtgtgoctc gtgcgagggec tatcag

<210> 170

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 70
gtcatcgagg aatcgcacaa ctect

<210> 171
<211>26

30

25

26

26

26

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279777 T3

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 71

ggttgacgtt ggattgeaca tggtgg

<210> 72

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 72

tggatgtgcg aagtgtgega ggttg

<210> 73

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 73
gegetgecte tgataataga gttgg

<210> 74

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 74
gtgcaggagt gcgtatccga gttcatc

<210> 175

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

31

26

25

25

27
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<400> 75
cgtacggctg ttgcatcate tgcatcg

<210> 76

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 76
cgccaagcgce gceaattaacc ctcact

<210> 77

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Iniciador

<400> 77

gcgtaatacg actcactata gggega

32

27

26

26
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