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DESCRIPCION
Reguladores transcripcionales de plantas
Campo de la invenciéon
[0001] La presente invencién se refiere a composiciones y procedimientos para modificar el fenotipo de una

planta, para proporcionar una mayor tolerancia a la sequia.
Antecedentes de la invencion

[0002] Control de procesos celulares por factores de transcripcién. Los estudios de una diversidad de
organismos procariotas y eucariotas sugieren una evolucién gradual de los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos y
de las rutas metabdlicas. A pesar de diferentes presiones evolutivas, las proteinas que regulan el ciclo celular en
levaduras, plantas, nematodos, moscas, ratas y el hombre, tienen caracteristicas quimicas o estructurales comunes
y modulan la misma actividad celular general. Una comparacién de secuencias de genes con estructura y/o funcién
conocidas de una especie de planta, por ejemplo, Arabidopsis thaliana, con las de otras plantas, permite a los
investigadores desarrollar modelos para manipular los rasgos de una planta y desarrollar variedades con
propiedades valiosas.

[0003] Los rasgos de una planta se pueden controlar mediante una serie de procesos celulares. Una forma
importante de manipular este control es mediante factores de transcripcion, proteinas que influyen en la expresiéon
de un gen o conjunto de genes particulares. Debido a que los factores de transcripcidon son elementos de control
clave de las rutas biolégicas, la alteracion de los niveles de expresion de uno o mas factores de transcripcion puede
cambiar las rutas biolodgicas enteras en un organismo. Las estrategias para manipular las caracteristicas
bioquimicas, de desarrollo o fenotipicas de una planta alterando la expresion de un factor de transcripcion puede
producir plantas y cultivos con propiedades nuevas y/o mejoradas comercialmente valiosas, incluyendo rasgos que
mejoran el rendimiento o la supervivencia y el rendimiento durante periodos de estrés abibtico, mejoran la tolerancia
a la sombra, o alteran la deteccion de la planta de su equilibrio de carbono/nitrégeno.

[0004] Problemas asociados con la falta de agua. En el entorno natural, las plantas a menudo crecen en
condiciones que no son favorables, tales como sequia (poca disponibilidad de agua), alta salinidad, frio, heladas, o
alta temperatura. Cualquiera de estos estreses abitticos puede retrasar el crecimiento y el desarrollo, reducir la
productividad y en casos extremos, producir la muerte de la planta. De estos estreses, la poca disponibilidad de
agua, que en una forma drastica se denomina una sequia, es un factor principal en la reduccion del rendimiento de
los cultivos en el mundo. Los problemas para las plantas producidos por la baja disponibilidad de agua incluyen
estreses mecanicos causados por la extraccion de agua celular. La sequia también provoca que las plantas se
vuelvan mas susceptibles a diferentes enfermedades (Simpson, ed. (1981) "The Value of Physiological Knowledge of
Water Stress in Plants", en Water Stress on Plants, Praeger, NY, pag. 235-265).

[0005] Ademas de las muchas regiones en el mundo que son demasiado aridas para la mayoria si no para
todas las plantas de cultivo, el uso excesivo del agua disponible esta produciendo una mayor pérdida del suelo que
se puede usar en agricultura, un proceso que, en el extremo, da como resultado la desertificacion. El problema se
combina ademas con la acumulacion creciente de sal en los suelos, lo cual se afiade a la pérdida de agua disponible
en los suelos.

[0006] La falta de agua es un componente comun de los estreses de muchas plantas. La falta de agua se
produce en las células de las plantas cuando la velocidad de transpiracion de la planta entera supera la absorcion de
agua. Ademas de la sequia, otros estreses tales como la salinidad y la baja temperatura, producen la deshidratacion
celular (McCue y Hanson (1990) Trends Biotechnol. 8: 358-362).

[0007] La transduccion de sefiales del estrés salino y por sequia incluye las rutas de sefalizacion de la
homeostasis i6nica y osmoética. El aspecto idnico del estrés salino es sefalizado por la ruta de SOS en la que un
complejo de proteina quinasas SOS3-SOS2 sensible a calcio controla la expresién y la actividad de los
transportadores de iones tales como SOS1. La ruta que regula la homeostasis idnica en respuesta al estrés salino
se ha descrito recientemente por Xiong y Zhu (2002) Plant Cell Environ. 25: 131-139 y Ohta y col. (2003) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 100:11771-11776.

[0008] El componente osmotico del estrés salino implica reacciones complejas de la planta que se solapan
con respuestas al estrés por sequia y/o baja temperatura.
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[0009] Recientemente se han revisado aspectos comunes de las respuestas al estrés por sequia, frio y salino
por Xiong y Zhu (2002), véase antes. Estos incluyen

(a) cambios transitorios en los niveles citoplasmaticos de calcio muy pronto en el suceso de
sefializacion (Knight, (2000) Int. Rev. Cytol. 195: 269-324; Sanders y col. (1999) Plant. Cell 11: 691-
706);

(b) transduccién de sefiales a través de proteina quinasas (CDPKs; Xiong y Zhu (2002) véase antes) y
proteina fosfatasas (Merlot y col. (2001) Plant J. 25: 295-303; Tahtiharju y Palva (2001) Plant J. 26:
461-470) activadas por mitégenos y/o dependientes de calcio;

(c) aumento en los niveles de acido abscisico (ABA) en respuesta al estrés desencadenando un
subconjunto de respuestas (Xiong y Zhu (2002); véase antes, y referencias citadas en el mismo);

(d) fosfatos de inositol como moléculas sefial (al menos para un subconjunto de cambios
transcripcionales de respuesta al estrés (Xiong y col. (2001) Genes Dev. 15: 1971-1984);

(e) activacion de fosfolipasas que a su vez genera un conjunto diverso de moléculas de segundo
mensajero, algunas de las cuales pueden regular la actividad de las quinasas sensibles al estrés (la
fosfolipasa D funciona en una ruta independiente del ABA Frank y col. (2000) Plant Cell 12:111-124);
(f) induccién de genes de tipo de embriogénesis tardia abundantes (LEA) incluyendo genes COR/RD
sensibles a CRT/DRE (Xiong y Zhu (2002) véase antes);

(g) mayores niveles de antioxidantes y osmolitos compatibles tales como prolina y azlcares solubles
(Hasegawa y col. (2000) Annu. Rev Plant Mol. Plant Physiol. 51: 463-499); y

(h) acumulacién de especies de oxigeno reactivas tales como superoxido, peréxido de hidrégeno y
radicales hidroxido (Hasegawa y col. (2000) véase antes).

[0010] La biosintesis del acido abscisico se regula mediante el estrés osmoético en multiples puntos. La
sefalizacion del estrés osmoético tanto dependiente como independiente de ABA modifica primero los factores de
transcripcion expresados de forma constitutiva, conduciendo a la expresion de activadores transcripcionales de
respuesta temprana, que después activan activadores transcripcionales en direccion 3’ y genes efectores de la
tolerancia al estrés.

[0011] Basandose en la concordancia de muchos aspectos de las respuestas al estrés por temperatura baja,
sequia y salino, se puede concluir que los genes que aumentan la tolerancia al estrés por temperatura baja o
salinidad también pueden mejorar la proteccion frente al estrés por sequia. De hecho, esto ya se ha demostrado
para factores de transcripcion, como es el caso de AtCBF/DREB 1, y para otros genes tales como OsCDPK?7 (Saijo y
col. (2000) Plant J. 23: 319-327) o AVP1 (una bomba vacuolar de pirofosfatasa-protones, Gaxiola y col. (2001) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 98: 11444-11449).

Resumen de la invencion

[0012] El presente procedimiento se dirige a polinucleétidos recombinantes que confieren tolerancia al estrés
abiotico en plantas cuando se altera la expresion de cualquiera de estos polinucle6tidos recombinantes (p. ej., por
exceso de expresion). Las secuencias relacionadas que se describen en el presente documento incluyen secuencias
de nucleotidos que hibridan con el complemento de las secuencias de la invencién en condiciones restrictivas. Un
ejemplo de condiciones rigurosas que definen la invencion incluye un procedimiento de hibridacién que incorpora
dos etapas de lavado de 6x SSC y 65°C, siendo cada etapa de 10-30 minutos de duracién. Por ejemplo, G2133
(polinucledtido de la SEQ ID NO: 11 y polipéptido de la SEQ ID NO: 12) confiere tolerancia a la sequia, cuando éste
polipéptido es expresado en exceso en plantas. Por lo tanto, la invencion incluye el uso del polinuclettido y
polipéptido G2133, asi como de las secuencias de nucleétidos que son estructuralmente similares en cuanto que
estas o su complemento hibridan con la SEQ ID NO: 11 en condiciones de hibridacion restrictivas

[0013] En particular, la invencion proporciona un procedimiento para producir una planta transgénica que
tiene una mayor tolerancia a la falta de agua que una planta de control, comprendiendo el procedimiento las etapas
de (a) producir un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% con las
coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12; en el que el polipéptido tiene la propiedad de la SEQ ID
NO: 12 de aumentar la tolerancia a la falta de agua en una planta con respecto a la planta de control; y (b) introducir
el vector de expresion en una planta objetivo para producir una planta transgénica; en el que el polipéptido es
expresado en exceso en la planta transgénica y dicho exceso de expresion da como resultado que la planta
transgénica tiene una mayor tolerancia a la falta de agua que la planta de control.
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[0014] La invencién proporciona ademas una semilla transgénica que comprende un vector de expresién que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un dominio conservado con
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% con las coordenadas de los aminoacidos 10-77 de la
SEQ ID NO: 12 producido por una planta transgénica producida por cualquiera de los procedimientos de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que una planta descendiente que ha crecido a partir de la semilla transgénica tiene una
tolerancia mayor a la sequia con respecto a una planta de control; y en el que dicha secuencia esta operativamente
unida a un promotor que es inducible en respuesta al estrés por calor, sequia u osmético, asi como una semilla,
fruta, hoja, raiz o descendiente de una planta que comprende un vector de expresiéon que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia
de aminoacidos de al menos 70% con las coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12; en el que el
polipéptido tiene la propiedad de la SEQ ID NO:12 de aumentar la tolerancia a la falta de agua en una planta con
respecto a la planta de control, que se puede obtener por el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en el que dicha planta, semilla, fruta, hoja, raiz, célula vegetal o descendiente tiene una mayor tolerancia a la
falta de agua que la planta de control, y en el que dicha secuencia esta operativamente unida a un promotor que es
inducible en respuesta al estrés por calor o sequia.

[0015] La invencién proporciona ademas, el uso de un vector de expresion para producir una planta
transgénica que tiene una mayor tolerancia a la falta de agua con respecto a una planta de control, en el que el
vector de expresion codifica un polipéptido que comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia
de aminoacidos de 70% con las coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12.

[0016] La invencién también se refiere a un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una
mayor tolerancia a la sequia. Las etapas de este procedimiento incluyen primero proporcionar un vector de
expresion que contiene una secuencia de nucleétidos que hibrida con el complemento de un polinucleétido de la
invencion en condiciones de hibridacion restrictivas. El vector de expresion después se introduce en una célula de
planta, la célula de planta se cultiva y a partir de esta se genera una planta. Debido a la presencia del vector de
expresion en la planta, el polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos es expresado en exceso. Este
polipéptido tiene la propiedad de regular la sequia en una planta, comparado con una planta de control que no
expresa en exceso el polipéptido. Después de producir la planta transgénica tolerante a la sequia, se puede
identificar comparandola con una o mas plantas no transformadas que no expresan en exceso el polipéptido. Estas
etapas del procedimiento pueden incluir ademas la autofecundacién o cruce de la planta tolerante al estrés abiotico
consigo misma o con otra planta, respectivamente, para producir la semilla. La "autofecundaciéon” se refiere a la
autopolinizacion, o el uso de polen de una planta para fertilizar la misma planta u otra planta en la misma linea,
mientras que " cruzamiento" en general se refiere a la polinizacion cruzada con una planta de una linea diferente, tal
como una planta silvestre o no transformada, u otra planta transformada de una linea transgénica de plantas
diferentes. El cruzamiento proporciona la ventaja de poder producir nuevas variedades. La semilla resultante
después se puede usar para cultivar una planta descendiente que es transgénica y tiene una mayor tolerancia al
estrés abidtico.

[0017] Por lo tanto, en el presente documento se describe un procedimiento para aumentar la tolerancia de
una planta a la sequia. Este procedimiento incluye proporcionar primero un vector que comprende (i) elementos
reguladores eficaces en el control de la expresion de una secuencia de polinucle6tido en una planta diana, en el que
los elementos reguladores flanquean la secuencia de polinucleétido; y (ii) las propias secuencias de polinucleotidos
que codifican un polipéptido que tiene la capacidad de regular la tolerancia a la sequia en una planta, cuando se
compara con una planta de control de la misma especie que no expresa en exceso el polipéptido. La planta se
transforma con el vector con el fin de generar una planta transformada con una mayor tolerancia a la sequia.

Breve descripcion de la lista de secuencias y las figuras

[0018] La lista de secuencias proporciona secuencias de polinucleétidos y polipéptidos de ejemplo de la
invencion. Las caracteristicas asociadas con el uso de las secuencias estan incluidas en los ejemplos.

[0019] CD-ROM1 y CD-ROM2 son discos compactos de memoria de solo lectura legibles en el ordenador. El
contenido de cada CD es idéntico, y cada uno contiene una copia de la Lista de Secuencias en formato de texto
ASCII. La lista de secuencias se denomina "MBIO058PCT.ST25.txt" y tiene un tamafio de 2004 kilobytes. Las copias
de la Lista de Secuencias en los discos de CD-ROM se incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad.
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La figura 1 muestra una evaluacion conservativa de relaciones filogenéticas entre las 6rdenes de plantas con flores
(modificado de Angiosperm Phylogeny Group (1998) Ann. Missouri Bot. Gard. 84: 1-49). Las plantas con un solo
cotiledén (monocotiledéneas) son un clado monofilético anidado dentro de al menos dos linajes principales de
dicotiledbneas; las eudicotiledéneas se dividen ademas en résidas y astérides. Arabidopsis es una eucotiledonea
résida dentro del orden de las brasicaceas; el arroz es un miembro de las monocotiledéneas del orden poales. La
figura 1 se ha adaptado de Daly y col. (2001) Plant Physiol. 127: 1328-1333.

La figura 2 muestra un dendograma filogenético que representa las relaciones de la taxonomia de las plantas
superiores, incluyendo clados que contienen el tomate y Arabidopsis, adaptado de Ku y col. (2000) Proc. Natl. Acad.
Sci. 97: 9121-9126; y Chase y col. (1993) Ann. Missouri Bot. Gard. 80: 528-580.

La figura 3 es un alineamiento miltiple de secuencias de aminoacidos dentro del dominio AP2 de G47, G2133 y sus
ortélogos. Los ortélogos y paralogos del clado se indican mediante la barra negra en el lado izquierdo de la figura.
De las secuencias examinadas hasta la fecha, se encontré que habia dos restos de valina presentes en los
miembros del clado G47 pero no fuera del clado (flechas). Los restos que se pueden usar para identificar un
miembro del clado G47 se indican mediante los restos mostrados en las cajas en la figura 3.

La figura 4 ilustra la relacion de G47 y secuencias relacionadas en este arbol filogenético del clado G47 y
secuencias similares. El procedimiento de construccion del arbol usado fue la “Unién de vecinos” con “muerte rapida
sistematica” y Boodtstrapping con 1000 réplicas (no corregido (“p”), con huecos distribuidos de forma proporcional).
Se usaron polipéptidos de longitud entera para construir la filogenia como se define en la figura 4. Se predice que los
miembros del clado mostrados dentro de la caja contienen homoélogos funcionales de G47. Abreviaturas: At
Arabidopsis thaliana; Os Oryza sativa; Zm Zea mays; Gm Glycine max; Mt Medicago trincatula; Br Brassica rapa; Bo
Brassica oleracea; Ze; Zinnia elegans.

Las figuras 5A y 5B comparan la recuperacion de un tratamiento de sequia de controles silvestres y dos lineas de
plantas Arabidopsis que expresan en exceso G2133, un paralogo de G47. Las figuras 5A y 5B muestran dos lineas
de plantas 35S::G2133 (una linea en cada figura) en la maceta a la izquierda de cada figura y plantas de control a la
derecha en cada figura. Cada maceta contenia varias plantas cultivadas con 24 h de luz. Se privé a todas de agua
durante 8 dias, y se muestran después de volver a regarlas. Todas las plantas de las lineas que expresaban en
exceso G2133 se recuperaron, y todas las plantas de control murieron o estaban adversa y gravemente afectadas
por el tratamiento de la sequia.

Descripcion detallada de las realizaciones especificas

[0020] Los datos presentados en el presente documento representan los resultados de un cribado de una
colecciéon de factores de transcripcion para identificar genes que se pueden aplicar para reducir las pérdidas de
rendimiento que se producen por respuestas a la falta de nutrientes, estrés relacionado con la sequia y/o evitacion
de sombra.

[0021] Los autores de la invencién han identificado numerosos genes de factores de transcripcion que
confieren una mayor tolerancia a la sequia con respecto a las plantas silvestres cuando se altera su expresion, tal
como por un exceso de expresion o inactivacion del gen en plantas transgénicas. Por lo tanto, la presente invencion
se dirige en parte a polinucle6tidos recombinantes que confieren tolerancia al estrés relacionado con la sequia, a las
plantas cuando se altera la expresion de los polinucleétidos recombinantes de la invencion (p. ej., por exceso de
expresion). En los presentes estudios, se llevaron a cabo ensayos basados en el suelo en los que primero se priva
de agua a las plantas transgénicas, se evallan por comparacion con plantas de control, se vuelven a regar, y se
evalla también su recuperacién en comparacion con las plantas de control tratadas de forma similar.

[0022] Se llevd a cabo un segundo cribado en el que 2 o 3 lineas individuales de expresion en exceso (o un
lote de semillas homocigotas diferentes, en el caso de lineas con genes inactivados) se volvieron a probar en el
ensayo. A las lineas transgénicas individuales que mostraron fenotipos destacados en este segundo ciclo de
ensayos se les dio una clasificacion prioritaria “A”. El conjunto de secuencias a las que se asigné una clasificacion
de prioridad “B” en la tabla de resultados debian confirmarse todavia en un segundo ensayo o no tenian un fenotipo
destacado.

[0023] La presente invencion se refiere en parte a polinucleotidos y polipéptidos, por ejemplo, para modificar

fenotipos de plantas, en particular los asociados con la mejora del estrés por sequia. A lo largo de toda esta
descripcion, se hace referencia a diferentes fuentes de informacion. Las fuentes de informacion incluyen articulos de
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revistas cientificas, documentos de patentes, libros de texto, y direcciones de paginas inactivas del explorador de la
Red. La referencia a estas fuentes de informacion indican claramente que las puede usar el experto en la materia.
Se puede contar con y usar los contenidos y las ensefianzas de todas y cada una de las fuentes de informacion para
hacer y usar las realizaciones de la invencion.

[0024] Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“‘una” y “el’, “la” incluyen las referencias plurales salvo que se indique de otra forma claramente en el contexto. Por lo
tanto, por ejemplo, una referencia a “una planta” incluye una pluralidad de dichas plantas, y una referencia a “un
estrés” es una referencia a uno o mas estreses y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la

materia, etc.
Definiciones

[0025] “Molécula de acido nucleico” se refiere a un oligonucleétido, polinucleétido o cualquier fragmento de los
mismos. Puede ser ADN o ARN de origen genémico o sintético, de doble cadena o una cadena, y combinado con
hidratos de carbono, lipidos, proteinas u otros materiales para llevar a cabo una actividad particular tal como
transformacién o formacion de una composicion util tal como un &cido nucleico peptidico (PNA).

[0026] “Polinucleétido” es una molécula de acido nucleico que comprende una pluralidad de nucle6tidos
polimerizados, por ejemplo, al menos aproximadamente 15 o mas nucle6tidos polimerizados consecutivos. Un
polinucleétido puede ser un acido nucleico, oligonucleétido, nucleétido o cualquier fragmento de los mismos. En
muchos casos, un polinucleétido comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido (o proteina) o
un dominio o fragmento del mismo. Ademas, el polinucle6tido puede comprender un promotor, un intrén, una region
potenciadora, un sitio de poliadenilacion, un sitio de inicio de la traduccion, regiones 5’ o 3’ no traducidas, un gen
indicador, un marcador seleccionable, o similares. El polinucleétido puede ser ADN o ARN de una cadena o de doble
cadena. El polinucle6tido comprende opcionalmente bases modificadas o una cadena principal modificada. El
polinucledtido puede ser, por ejemplo, ADN o ARN gendmico, un transcrito (tal como un ARNm), un ADNc, un
producto de la PCR, un ADN clonado, un ADN o ARN sintético, o similares. El polinucleé6tido puede estar combinado
con hidratos de carbono, lipidos, proteinas u otros materiales para realizar una actividad particular tal como una
transformacién o formar una composicion util tal como un acido nucleico-peptidico (PNA). El polinucleétido puede
comprender una secuencia en orientacion de sentido directo o sentido contrario. “Oligonucleétido” es
sustancialmente equivalente a los términos amplimero, cebador, oligdbmero, elemento, diana y sonda y es
preferiblemente monocatenario.

[0027] “Gen” o “secuencia génica” se refiere a la secuencia codificante parcial o completa de un gen, su
complemento y sus regiones 5’ o 3’ no traducidas. Un gen también es una unidad funcional de herencia, y en
términos fisicos es un segmento o secuencia particular de nucleétidos a lo largo de una molécula de ADN (o ARN,
en el caso de virus de ARN) implicada en la produccion de una cadena de polipéptido. Esta ultima se puede someter
a un procesamiento posterior tal como modificacion quimica, corte y empalme, y plegado para obtener una proteina
o polipéptido funcional. Un gen se puede aislar parcialmente o puede encontrarse con un genoma del organismo. A
modo de ejemplo, un gen de un factor de transcripcion codifica un polipéptido de factor de transcripcion, que puede
ser funcional o requiere procesamiento para funcionar como un iniciador de la transcripcion.

[0028] Desde un punto de vista operativo, los genes se pueden definir por el ensayo cis-trans, un ensayo
genético que determina si hay dos mutaciones en el mismo gen y esto se puede usar para determinar los limites de
la unidad genéticamente activa (Rieger y col. (1976) “Glossary of Genetics and Cytogenetics: Classical and
Molecular”, 42 ed., Springer Verlag. Berlin). Un gen en general incluye regiones que preceden (“lideres”; en la
direccion 5’) y que siguen (‘remolques”; direccion 3’) a la region codificante. Un gen puede incluir también
secuencias no codificantes, intercaladas, denominadas “intrones” localizadas entre segmentos codificantes
individuales denominados “exones”. La mayoria de los genes tienen una region promotora asociada, una secuencia
5’ reguladora del coddn de inicio de la transcripcion (hay algunos genes que no tienen un promotor identificable). La
funcién de un gen también puede ser regulada por potenciadores, operadores y otros elementos reguladores.

[0029] “Un polinucleétido recombinante” es un polinucleétido que no esta en su estado natural, por ejemplo, el
polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que no se encuentra en la naturaleza, o el polinucleé6tido
esta en un contexto distinto del que se encuentra de forma natural, por ejemplo, separado de secuencias de
nucledtidos de las que normalmente esta proximo en la naturaleza, o secuencias de nucleétidos adyacentes (o
contiguas) con las que normalmente no esta proximo. Por ejemplo, la secuencia en cuestion se puede clonar en un
vector, o recombinar de otra forma con uno o mas acidos nucleicos adicionales.
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[0030] Un “polinucleétido aislado” es un polinucleétido, sea natural o recombinante, que esta presente fuera
de la célula en la que normalmente se encuentra en la naturaleza, sea purificado o no. Opcionalmente, un
polinucleoétido aislado se somete a uno o mas procedimientos de enriquecimiento o purificacion, por ejemplo, lisis
celular, extraccioén, centrifugacion, precipitacién, o similares.

[0031] Un “polipéptido” es una secuencia de aminoacidos que comprende una pluralidad de restos de
aminoacidos polimerizados consecutivos, por ejemplo, al menos aproximadamente 15 restos de aminoéacidos
polimerizados consecutivos. En muchos casos, un polipéptido comprende una secuencia de restos de aminoacidos
polimerizados que es un factor de transcripcién o un dominio o parte o un fragmento del mismo. Ademas, el
polipéptido puede comprender: (i) un dominio de localizacion; (ii) un dominio de activaciéon; (iii) un dominio de
represion; (iv) un dominio de oligomerizacion; o (v) un dominio de unién a ADN, o similares. El polipéptido
comprende opcionalmente restos de aminoacidos modificados, restos de aminoacidos naturales que no codifican un
codon, o restos de aminoacidos no naturales.

[0032] “Proteina” se refiere a una secuencia de aminoacidos, oligopéptido, péptido, polipéptido o partes de los
mismos sean naturales o sintéticos.

[0033] “Parte”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier parte de una proteina usada
para cualquier proposito, pero en especial para el cribado de una biblioteca de moléculas que se unen
especificamente a esa parte o para la produccién de anticuerpos.

[0034] Un “polipéptido recombinante” es un polipéptido producido por la traduccion de un polinucleétido
recombinante. Un “polipéptido sintético” es un polipéptido creado por polimerizacién consecutiva de restos de
aminoacidos aislados usando procedimientos conocidos en la técnica. Un “polipéptido aislado”, sea un polipéptido
natural o recombinante, estd mas enriquecido en (o fuera de) una célula que el polipéptido en su estado natural en
una célula salvaje, por ejemplo enriquecido en mas de aproximadamente 5%, o al menos 105% con respecto al tipo
salvaje normalizado a 100%. Dicho enriquecimiento no es el resultado de una respuesta natural de una planta
silvestre. Alternativa o adicionalmente, el polipéptido aislado se separa de otros componentes celulares con los que
estd normalmente asociado, por ejemplo, por cualquiera de los diferentes procedimientos de purificacion de
proteinas del presente documento.

[0035] “Homologia” se refiere a la similitud de secuencia entre una secuencia de referencia y al menos un
fragmento de un inserto de clon secuenciado nuevo o su secuencia de aminoacidos codificada. Ademas, las
expresiones “homologia” y “secuencia(s) homoéloga(s)” se pueden referir a una o mas secuencias de polipéptidos
que se modifican por medios quimicos o enzimaticos. La secuencia homoéloga puede ser una secuencia modificada
por lipidos, azucares, péptidos, compuestos organicos o inorganicos, usando aminoacidos modificados o similares.
Las técnicas de modificacion de proteinas se ilustran en Ausubel y col. (eds) “Current Protocols in Molecular
Biology”, John Wiley & Sons (1998).

[0036] “Identidad” o “similitud” se refieren a la similitud de secuencias entre dos secuencias de polinucleétidos
o entre dos secuencias de polipéptidos, siendo la identidad la comparaciéon mas rigurosa. Las frases “porcentaje de
identidad” y “% de identidad” se refieren al porcentaje de similitud de secuencia encontrado en una comparacion de
dos 0 mas secuencias de polinucleétidos o dos 0 mas secuencias de polipéptidos. “Similitud de secuencia” se refiere
al porcentaje de similitud en la secuencia de pares de bases (determinado por cualquier método adecuado) entre
dos 0 mas secuencias de polinucleétidos. Dos o mas secuencias pueden tener una similitud en cualquier punto de 0-
100%, o cualquier valor entero entre estos. La identidad o similitud se puede determinar comparando una posicion
en cada secuencia que se pueden alinear para los propoésitos de comparacion. Cuando una posicion en la secuencia
comparada esta ocupada por la misma base de nucleétido o aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en
esa posicion. El grado de similitud o identidad entre secuencias de polinucleétidos es una funcién del numero de
emparejamientos idénticos de nucleétidos correspondientes en posiciones compartidas por las secuencias de
polinucledtidos. El grado de identidad de una secuencia de polipéptido es una funcion del niumero de aminoacidos
idénticos en las posiciones correspondientes compartidas por las secuencias de polipéptidos. El grado de homologia
o similitud de secuencias de polipéptidos es una funcion del nimero de aminoacidos en las posiciones
correspondientes compartidas por las secuencias de polipéptidos.

[0037] Con respecto a los polipéptidos, las expresiones “identidad sustancial” o “sustancialmente idénticos”

puede referirse a secuencias de suficiente similitud y estructura con los factores de transcripcion de la Lista de
Secuencias para producir una funcién similar cuando son expresadas o expresadas en exceso en una planta; en la
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presente invencion esta funcién es la deteccién del C/N alterado o una mayor tolerancia a la sequia o la sombra. Las
secuencias que son al menos aproximadamente 50% idénticas, y preferiblemente al menos 82% idénticas con las
presentes secuencias de polipéptidos se considera que tienen una “identidad sustancial” con estas Ultimas. Las
secuencias que tienen grados de identidad menores pero actividad biol6gica comparable se considera que son
equivalentes. La estructura necesaria para mantener la funcionalidad adecuada esta relacionada con la estructura
terciaria del polipéptido. Hay dominios y patrones discretos dentro de un factor de transcripcién que deben estar
presentes en el polipéptido para conferir la funcion y especificidad. Estas estructuras especificas son necesarias de
modo que las secuencias interactivas se orientaran de forma adecuada para retener la actividad deseada. Por lo
tanto, la “identidad sustancial’ también se puede usar con respecto a subsecuencias, por ejemplo, patrones, que
tienen una estructura y similitud suficientes, que son al menos aproximadamente 50% idénticas, y preferiblemente al
menos 82% idénticas, con patrones similares en otras secuencias relacionadas, de modo que cada una confiere o
es necesaria para la deteccién del C/N alterado o la mayor tolerancia a la sequia o la sombra.

[0038] La expresion “patrén consenso de aminoacidos” se refiere a la parte o a la subsecuencia de una
secuencia de polipéptido que esta sustancialmente conservada entre los factores de transcripcién polipeptidicos
listados en la Lista de Secuencias.

[0039] “Alineamiento” se refiere a una serie de secuencias de nucleétidos o restos de aminoacidos alineadas
para la comparacion longitudinalmente de modo que los componentes comunes (es decir bases de nucleétidos o
restos de aminoacidos) se pueden identificar de forma visual y facil. La fraccion o porcentaje de componentes en
comun esta relacionada con la homologia o identidad entre las secuencias. Los alineamientos como los encontrados
en las figuras se pueden usar para identificar dominios conservados y relacionados dentro de estos dominios. Un
alineamiento se puede determinar de forma adecuada mediante programas de ordenador conocidos en la técnica,
tales como MacVector (1999) (Accelrys, Inc., San Diego, CA).

[0040] Un “dominio conservado” o “regién conservada” como se usa en el presente documento, se refiere a
una regién en secuencias de polinucledtidos o polipéptidos heterélogas en la que hay un grado de identidad de
secuencia relativamente alto entre las distintas secuencias. Los dominios AP2 son ejemplos de dominios
conservados.

[0041] Con respecto a los polinucleétidos que codifican los presentes factores de transcripcion descritos, un
dominio conservado preferiblemente tiene al menos 10 pares de bases (pb) de longitud.

[0042] Un “dominio conservado”, con respecto a los presentes polipéptidos descritos se refiere a un dominio
dentro de un familia de los factores de transcripcion que presenta un grado de homologia de secuencia superior, tal
como al menos 70% de similitud de secuencia, incluyendo sustituciones conservativas, y mas preferiblemente al
menos 79% de identidad de secuencia, e incluso mas preferiblemente al menos 81%, o al menos aproximadamente
86%, o0 al menos aproximadamente 89%, o al menos aproximadamente 91%, o al menos aproximadamente 95%, o
al menos aproximadamente 98% de identidad de secuencia de los restos de aminoacidos respecto al dominio
conservado. La invencion también abarca las secuencias que tienen o codifican dominios conservados que estan de
forma reconocible dentro de un clado dado de polipéptidos de factores de transcripcion y que tienen una actividad
biolégica comparable con las secuencias de esta invencién. Un fragmento o dominio puede denominarse fuera de un
dominio conservado, fuera de una secuencia consenso o fuera de un sitio de uniéon al ADN consenso, cuando se
sabe que existen o que existe para una clase, familia o su familia de factores de transcripcion particulares. En este
caso, el fragmento o dominio no incluira los aminoacidos exactos de una secuencia consenso o sitio de unién al
ADN consenso de una clase, familia o subfamilia de factores de transcripcion, o los aminoacidos exactos de una
secuencia consenso o sitio de unién al ADN consenso de factor de transcripcion particular. Ademas, un fragmento,
region o dominio particular de un polipéptido, o un polinucleétido que codifica un polipéptido, puede estar “fuera de
un dominio conservado” si todos los aminoacidos del fragmento, regién o dominio estan fuera de un dominio o
dominios conservados definidos para un polipéptido o proteina. Las secuencias que tienen un grado de identidad
menor pero actividad biolégica comparable se considera que son equivalentes.

[0043] Como reconoce un experto en la materia, los dominios conservados se pueden identificar como
regiones o dominios de identidad respecto a una secuencia consenso especifica (por ejemplo, Riechmann y col.
(2000) véase antes). Por lo tanto, usando los procedimientos de alineamiento conocidos en la técnica, se pueden
determinar los dominios conservados de los factores de transcripcion de plantas AP2.

[0044] Los dominios conservados para una serie de las secuencias que confieren tolerancia a la sequia y
deteccion del C/N alterado, se encuentran en las tablas 1y 3, respectivamente. Una comparacion de las regiones de
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los polipéptidos en las tablas 1 o 3 permite al experto en la materia identificar dominios conservados para cualquiera
de los polipéptidos listados o a los que se hace referencia en esta descripcion.

[0045] “Complementaria” se refiere a los enlaces de hidrégeno naturales de emparejamiento de bases entre
purinas y pirimidinas. Por ejemplo, la secuencia A-C-G-T (5—3’) forma enlaces de hidrégeno con sus
complementarias A-C-G-T (5 — 3’) o A-C-G-U (5'—3’). Dos moléculas de monocatenarias se pueden considerar
parcialmente complementarias si forman enlace sélo algunos de los nucleétidos, o “completamente
complementarias” si forman enlace todos los nucleétidos. El grado de complementariedad entre cadenas de acido
nucleico afecta a la eficacia y fuerza de las reacciones de hibridacién y amplificacion. “Totalmente complementarias”
se refiere al caso en el que la formacién de enlaces se produce entre cada uno de los pares de bases y sus
complementarios en una pareja de secuencias, y las dos secuencias tienen el mismo niumero de nucleétidos.

[0046] Las expresiones “muy riguroso” o “condiciones muy rigurosas” se refiere a condiciones que permiten la
hibridacién de cadenas de ADN cuyas secuencias son muy complementarias, en las que las mismas condiciones
excluyen la hibridacion de ADN con emparejamientos erréneos significativos. Las secuencias de polinucleétidos
capaces de hibridar en condiciones rigurosas con los polinucleétidos la presente invencidn pueden ser, por ejemplo,
variantes de las secuencias de polinucleétidos descritas, incluyendo variantes alélicas o de corte y empalme, o
secuencias que codifican ortélogos o paralogos de los presentes polipéptidos descritos. Los procedimientos de
hibridacién de acidos nucleicos se describen en detalle en Kashima y col. (1985) Nature 313:402-404, Sambrook y
col. (1989) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”. 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y. ("Sambrook"), y en Hames y Higgins, "Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach", IRL Press,
Washington, D.C. (1985), cuyas referencias se incorporan en el presente documento por referencia.

[0047] En general, las condiciones rigurosas se determinan por la temperatura, fuerza i6nica y concentracion
de los agentes desnaturalizantes (por ejemplo, formamida) usados en una hibridacién y el procedimiento de lavado
(para una descripcion mas detallada para establecer y determinar las condiciones rigurosas, véase a continuacion).
El grado con que hibridan dos acidos nucleicos en diferentes condiciones rigurosas esta correlacionado con la
extension de su similitud. Por lo tanto, las secuencias de acidos nucleicos similares de una variedad de fuentes, tal
como en el genoma de una planta (como es el caso de paralogos) o de otra planta (como es el caso de ortélogos)
que pueden realizar funciones similares, se pueden aislar basandose en su capacidad de hibridar con secuencias de
factores de transcripcion conocidas. Son posibles numerosas variaciones en las condiciones y medios con los que
se puede realizar la hibridaciéon de acidos nucleicos para aislar secuencias de factores de transcripcion que tienen
similitud con las secuencias de factores de transcripcion conocidas en la técnica, y no estan limitados a los que se
describen explicitamente en el presente documento. Dicho procedimiento se puede usar para aislar secuencias de
polinucledtidos que tienen diferentes grados de similitud con las secuencias de factores de transcripcion descritos,
tal como por ejemplo factores de transcripcion que tienen 60% de identidad, o mas preferiblemente mas de
aproximadamente 70% de identidad, lo mas preferiblemente 72% de identidad o identidad mayor con los factores de
transcripcion descritos.

[0048] En relacion con los términos “paralogo” y “ortélogo”, las secuencias de polinucleétidos homélogas y las
secuencias de polipéptidos homologas pueden ser paralogas u ortélogas de la secuencia de polipéptido o
polinucledtido reivindicada. Los ortélogos y paralogos son genes evolutivamente relacionados que tienen secuencia
similar y funciones similares. Los ort6logos son genes estructuralmente relacionados en especies diferentes que han
derivado de un suceso de especiacion. Los paralogos son genes estructuralmente relacionados dentro de una sola
especie que han derivado de un suceso de duplicacion. Los expertos en la materia apreciaran las secuencias que
son suficientemente similares entre si y pueden basarse en el porcentaje de identidad de las secuencias completas,
porcentaje de identidad de un dominio o secuencia conservados dentro de una secuencia completa, porcentaje de
similitud con la secuencia completa, porcentaje de similitud con un dominio o secuencia conservados dentro de la
secuencia completa, y/o una disposicion de nucleoétidos contiguos o péptidos particulares respecto a un dominio
conservado o secuencia completa. Las secuencias que son suficientemente similares entre si también se uniran de
una forma similar a los mismos sitios de union al ADN de los elementos reguladores de la transcripcion usando
procedimientos conocidos por el experto en la materia.

[0049] El término "equivalogo” describe miembros de un conjunto de proteinas homélogas que son
conservadas con respecto a su funcion desde su ultimo ancestro comun. Las proteinas relacionadas se agrupan en
familias de equivalogos, y por otra parte en familias de proteinas con otros tipos de homologia jerarquicamente
definidas. Esta definicion se proporciona en el sitio web (www) del Institute for Genomic Research (TIGR), "tigr.org"
bajo el titulo "Terms associated with TIGRFAMs". Institute for Genomic Research (TIGR) pagina web (www),
"tigr.org" bajo el titulo "Terms associated with TIGRFAMs".
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[0050] El término “variante”, como se usa en el presente documento, se puede referir a polinucleétidos o
polipéptidos que difieren entre si en la secuencia de los polinucleétidos o polipéptidos descritos en el presente
documento, respectivamente, y se exponen mas adelante.

[0051] Con respecto a las variantes de polinucleétidos, las diferencias entre los polinucleétidos descritos en el
presente documento y las variantes de polinucleétidos estan limitadas de modo que las secuencias de nucle6tidos
de los primeros y de estos ultimos son en general muy similares y, en muchas regiones, idénticos. Debido a la
degeneracion del cédigo genético, la diferencia entre las primeras y estas Ultimas secuencias de nucleétidos puede
ser silenciosa (es decir, los aminoacidos codificados por el polinucleétido son los mismos, y la secuencia de
polinucleétidos variante codifica la misma secuencia de aminoacidos que el presente polinucleétido descrito. Las
secuencias de nucleétidos variantes pueden codificar secuencias de aminoacidos diferentes, en cuyo caso dichas
diferencias de nucleétidos daran como resultado sustituciones, adiciones, eliminaciones, inserciones, truncados o
fusiones de aminoacidos, con respecto a las secuencias de polinucleé6tidos descritas. Estas variaciones pueden dar
como resultado variantes de polinucleétido que codifica polipéptidos que comparten al menos una caracteristica
funcional. La degeneracién del cédigo genético también dicta que muchos polinucleétidos variantes diferentes
pueden codificar polipéptidos idénticos y/o sustancialmente similares ademas de las secuencias ilustradas en la
Lista de Secuencias.

[0052] Las secuencias de polipéptidos descritas en el presente documento y variantes de polipéptidos
similares pueden diferir en la secuencia de aminoacidos en una o mas sustituciones, adiciones, eliminaciones,
fusiones y truncados, que pueden estar presentes en cualquier combinacién. Estas diferencias pueden producir
cambios silenciosos y dar como resultado un factor de transcripcion funcionalmente equivalente. Por lo tanto, el
experto en la materia apreciara facilmente que cualquiera de una variedad de secuencias de polinucleétidos es
capaz de codificar factores de transcripcion y polipéptidos homologos de los factores de transcripcion de la
invencion. Una variante de la secuencia de polipéptido puede tener cambios “conservativos”, en los que un
aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares. Se pueden hacer sustituciones de
aminoacidos deliberadas basandose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia, hidrofilia, y/o
naturaleza anfipatica de los restos, con la condicion de que se retenga una cantidad sustancial de la actividad
funcional o biolégica del factor de transcripcion. Por ejemplo, los aminoacidos con carga negativa pueden incluir
acido aspartico y acido glutamico, los aminoacidos con carga positiva pueden incluir lisina y arginina, y los
aminoacidos con grupos de cabeza polares no cargados que tienen valores de hidrofilia similares pueden incluir
leucina, isoleucina y valina; glicina y alanina; asparagina y glutamina, serina y treonina; y fenilalanina y tirosina (para
mas detalles de las sustituciones conservativas, véase la tabla 6). De forma mas rara, una variante puede tener
cambios “no conservativos”, por ejemplo, sustitucion de una glicina por un triptéfano. Las variaciones minoritarias
similares también pueden incluir eliminaciones o inserciones de aminoacidos, o ambas. Los polipéptidos
relacionados pueden comprender, por ejemplo, adiciones y/o eliminaciones de uno o mas sitios de glicosilacion
unidos a N o unidos a O, o una adicion y/o eliminacion de uno o mas restos de cisteina. Se puede encontrar
orientacion para determinar cuales y cdmo muchos restos de aminoacidos se pueden sustituir, insertar o eliminar sin
abolir la actividad funcional o biologica, usando programas de ordenador conocidos por el experto en la materia, por
ejemplo, el software DNASTAR (USPN 5.840.544).

[0053] También esta dentro del alcance de la invencidn una variante de un acido nucleico de factor de
transcripcion listado en la Lista de Secuencias, es decir, uno que tiene una secuencia que difiere de una de las
secuencias de polinucleétidos de la Lista de Secuencias, o una secuencia complementaria, que codifica un
polipéptido funcionalmente equivalente (es decir, un polipéptido que tiene algin grado de actividad bioldgica
equivalente o similar) pero difiere en la secuencia respecto a la secuencia en la Lista de Secuencias, debido a la
degeneracion en el codigo genético. Estan incluidos en esta definicion los polimorfismos que se pueden detectar
facilmente o no usando una sonda de oligonucleétido particular del polinucleétido que codifica el polipéptido, y la
hibridacién inadecuada o inesperada con variantes alélicas, con un locus distinto del locus cromosdmico normal para
la secuencia de polinucleétido que codifica el polipéptido.

[0054] “Variante alélica” o “variante alélica de polinucleétido” se refiere a cualquiera de dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosomico. La variacién alélica surge de forma natural por
mutacioén, y puede dar como resultado el polimorfismo fenotipico en las poblaciones. Las mutaciones de genes
pueden ser “silenciosas” o pueden codificar polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos alterada. “Variante
alélica” y “variante alélica de polipéptido” también se pueden usar con respecto a los polipéptidos, y en este caso la
expresion se refiere a un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.
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[0055] “Variante de corte y empalme” o “variante de corte y empalme de polinucleétido”, como se usa en el
presente documento, se refiere a formas alternativas de ARN transcrito a partir de un gen. La variacién por corte y
empalme se produce de forma natural como resultado de sitios alternativos que son cortados y empalmados dentro
de una sola molécula de ARN transcrita o entre moléculas de ARN transcritas por separado, y puede dar como
resultado diferentes formas de ARNm transcritas del mismo gen. Por lo tanto, las variantes de corte y empalme
pueden codificar polipéptidos que tienen diferentes secuencias de aminoacidos que pueden tener o no funciones
similares en el organismo. La “variante de corte y empalme” o “variante de corte y empalme de polipéptido” también
se puede referir a un polipéptido codificado por una variante de corte y empalme de un ARNm transcrito.

[0056] También como se usa en el presente documento, las “variantes de polinucleétido” también se pueden
referir a secuencias de polinucleétidos que codifican paralogos y ortélogos de las presentes secuencias de
polipéptidos descritas. Las “variantes de polipéptido” también se pueden referir a secuencias de polipéptidos que son
paralogas y ortologas de las presentes secuencias de polipéptidos descritas.

[0057] “Ligando” se refiere a cualquier molécula, agente o compuesto que se unira especificamente a un sitio
complementario en una molécula de acido nucleico o proteina. Dichos ligandos estabilizan o modulan la actividad de
las moléculas de acido nucleico o proteinas de la invencién y pueden estar compuestas por al menos uno de los
siguientes: sustancias inorganicas y organicas incluyendo acidos nucleicos, proteinas, hidratos de carbono, grasas y
lipidos.

[0058] “Modula” se refiere a un cambio en actividad (biolégica, quimica o inmunolégica) o vida util que resulta
de la unién especifica entre una molécula y una molécula de acido nucleico o una proteina.

[0059] El término “planta” incluye las plantas enteras, 6rganos/estructuras vegetativas que brotan (por
ejemplo, hojas, tallos y tubérculos), raices, flores y 6rganos/estructuras florales (por ejemplo, bracteas, sépalos,
pétalos, estambres, carpelos, anteras y 6vulos), semillas (incluyendo embriones, endospermo y recubrimiento de
semilla) y fruto (el ovario maduro), tejido de la planta (por ejemplo, tejido vascular, tejido del suelo y similares) y
células (por ejemplo, células guarda, células huevo y similares), y descendientes de los mismos. La clase de plantas
que se puede usar en el procedimiento de la invencién en general es tan amplio como la clase de plantas superiores
e inferiores susceptibles de técnicas de transformacion, incluyendo angiospermas (plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas); gimnospermas, helechos, belchos, psilofitos, licofitos, briofitos y algas multicelulares (como se
muestra, por ejemplo, en la figura 1, adaptada de Daly y col. (2001) Plant Physiol. 127: 1328-1333, y en la Figura 2,
adaptada de Ku y col. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. 97: 9121-9126; y en Tudge (2000) en “The Variety of Life”,
Oxford University Press, Nueva York, NY, pag. 547-606).

[0060] Una “planta transgénica” se refiere a una planta que contiene material genético que no se encuentra en
una planta silvestre de la misma especie, variedad o variedad cultivada. El material genético puede incluir un
transgén, un suceso de mutagénesis por insercion (tal como mutagénesis por insercion de transposon o ADN-T),
una secuencia marcadora de activacion, una secuencia mutada, un suceso de recombinacion homologa o una
secuencia modificada por quimeroplastia. Tipicamente, el material genético extrafio se ha introducido en la planta
mediante manipulacion humana, pero se puede usar cualquier procedimiento como reconocera el experto en la
materia.

[0061] Una planta transgénica puede contener un vector o casete de expresion. El casete de expresion
tipicamente comprende una secuencia que codifica un polipéptido operativamente unida (es decir, bajo el control
regulador de) a secuencias reguladoras inducibles o constitutivas adecuadas que permiten la expresion del
polipéptido. El casete de expresion se puede introducir en una planta mediante transformacién o mediante cultivo
después de transformacion de una planta parental. Una planta se refiere a una planta entera asi como a una parte
de la planta, tal como la semilla, fruto, hoja o raiz, tejido de la planta, células de la planta o cualquier otro material de
la planta, por ejemplo, un explante de planta, asi como descendientes de la misma, y a sistemas in vitro que imitan
los componentes o procedimientos bioquimicos o celulares en una célula.

[0062] “Silvestre”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula de planta, semilla,
componente de planta, tejido de planta, 6rgano de planta o la planta entera que no se ha modificado genéticamente
ni se ha tratado en un sentido experimental. Las células, semillas, componentes, tejidos, 6érganos o plantas enteras
silvestres se pueden usar como controles para comparar los niveles de expresion y la extension y naturaleza de la
modificacion del rasgo con células, tejidos o plantas de la misma especie en las que se ha alterado la expresion de
un factor de transcripcién, por ejemplo, se ha inactivado, expresado en exceso, o expresado ectopicamente.
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[0063] Una “planta de control”, tal como se usa la presente invencion, se refiere a una célula de planta,
semilla, componente de planta, tejido de planta, 6rgano de planta o la planta entera usada para comparar frente a la
planta transgénica o genéticamente modificada, con el propésito de identificar un fenotipo potenciado en la planta
transgénica o modificada genéticamente. Una planta de control en algunos casos puede ser una linea de planta
transgénica que comprende un vector vacio o un gen marcador, pero no contiene el polinucleétido recombinante de
la presente invencion que se expresa en la planta transgénica o genéticamente modificada que se esta evaluando.
En general, una planta de control es una planta de la misma linea o variedad que la planta transgénica o
genéticamente modificada que se estd ensayando. Una planta de control adecuada incluiria una planta no
transgénica o no alterada genéticamente de la linea parental usada para generar una planta transgénica en el
presente documento.

[0064] “Fragmento”, con respecto a un polinucleétido, se refiere a un clon o cualquier parte de una molécula
de polinucleétido que retiene una caracteristica funcional usable. Los fragmentos utiles incluyen oligonucledétidos y
polinucleétidos que se pueden usar en las tecnologias de hibridacion o amplificacion o en la regulacion de la
replicacion, transcripcion o traduccién. Un “fragmento de polinucleétido” se refiere a cualquier subsecuencia de un
polinucledtido, tipicamente, de al menos aproximadamente 9 nucledtidos consecutivos, preferiblemente al menos
aproximadamente 30 nucleétidos, mas preferiblemente al menos aproximadamente 50 nucleétidos, de cualquiera de
las secuencias proporcionadas en el presente documento. Los fragmentos de polinucleétido de ejemplo son los
primeros 60 nucleétidos consecutivos de los polinucleétidos de los factores de transcripcion listados en la Lista de
Secuencias. Los fragmentos de ejemplo incluyen fragmentos que comprenden una regién que codifica un dominio
conservado (por ejemplo, un dominio AP2) de un factor de transcripcion.

[0065] Los fragmentos también pueden incluir subsecuencias de polipéptidos y moléculas de proteinas, o una
subsecuencia de un polipéptido. Los fragmentos pueden tener uso en cuanto que pueden tener potencial antigénico.
En algunos casos, el fragmento o dominio es una subsecuencia del polipéptido que realiza al menos una funcion
bioldgica del polipéptido intacto sustancialmente de la misma manera, o en una extension similar, a la que lo hace en
el polipéptido intacto. Por ejemplo, un fragmento de polipéptido puede comprender un patrén estructural reconocible
o0 dominio funcional tal como un sitio de unién al ADN o dominio que se une a una regiéon promotora de ADN, un
dominio de activacion o un dominio para interacciones proteina—proteina, y puede iniciar la transcripcion. Los
fragmentos pueden variar de tamafio desde tan pocos como 3 restos de aminoacidos hasta la longitud entera del
polipéptido intacto, pero preferiblemente tienen al menos aproximadamente 30 restos de aminoacidos de longitud y
mas preferiblemente al menos aproximadamente 60 restos de aminoacidos de longitud. Los fragmentos de
polipéptidos de ejemplo son los primeros 20 aminoacidos consecutivos de los polipéptidos de los factores de
transcripcion listados en la Lista de Secuencias. Los fragmentos de ejemplo también incluyen fragmentos que
comprenden un dominio AP2 de un factor de transcripcion, por ejemplo, los restos de aminoacidos 10-77 de G2133
(SEQ ID NO: 12), como se indica en la tabla 1.

[0066] La invencion también abarca la produccién de secuencias de ADN que codifican factores de
transcripcion y derivados de factores de transcripcion, o fragmentos de los mismos, totalmente por quimica sintética.
Después de la produccion, la secuencia sintética se puede insertar en cualquiera de los muchos vectores de
expresion y sistemas celulares disponibles usando reactivos conocidos en la técnica. Ademas, se puede usar la
quimica sintética para introducir mutaciones en una secuencia que codifica factores de transcripcion o cualquier
fragmento de la misma.

[0067] “Derivado” se refiere a la modificacion quimica de una molécula de acido nucleico o secuencia de
aminoacidos. Las modificaciones quimicas pueden incluir la sustitucion de hidrégeno o un grupo alquilo, acilo o
amino o la glicosilacion, pegilacion, o cualquier procedimiento similar que retenga o potencie la actividad biolégica o
la vida util de la molécula o secuencia.

[0068] Un “rasgo” se refiere a una caracteristica fisioldgica, morfologica, bioquimica o fisica de una planta o un
material o célula de planta particular. En algunos casos, esta caracteristica es visible a simple vista, tal como el
tamafo de la semilla o planta, o se puede medir por técnicas bioquimicas, tales como detectando el contenido de
proteina, almidén o aceite de semillas u hojas, o por observacion de un proceso metabdlico o fisiolégico, por
ejemplo, midiendo la tolerancia a la falta de agua o a concentraciones de sales o azUcar particulares, o por la
observacion del nivel de expresién de un gen o genes, por ejemplo usando analisis Northern, RT-PCR, ensayos de
expresion de genes de micromatrices, o sistemas de expresion de genes indicadores, o por observaciones agricolas
tales como la tolerancia al estrés por sequia o el rendimiento. Sin embargo, se puede usar cualquier técnica para
medir la cantidad, el nivel comparativo o la diferencia en cualquier compuesto o macromolécula quimica
seleccionada en las plantas transgénicas.
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[0069] La “modificaciéon de rasgo” se refiere a una diferencia detectable en una caracteristica en una planta
que expresa ectépicamente un polinucleétido o polipéptido de la presente invencién con respecto a una planta que
no lo hace, tal como una planta silvestre. En algunos casos, la modificacién del rasgo se puede evaluar de forma
cuantitativa. Por ejemplo, la modificacién del rasgo puede conllevar un aumento o disminucién de al menos
aproximadamente 2% en un rasgo observado, o una diferencia incluso mayor, comparado con una planta silvestre o
de control. Se sabe que puede haber una variacién natural en el rasgo modificado. Por lo tanto, la modificacién del
rasgo observado conlleva un cambio de la distribucion y magnitud normales del rasgo de las plantas comparado con
la distribucién y magnitud observadas en las plantas silvestres.

[0070] La expresion “perfil del transcritos” se refiere a los niveles de expresion de un conjunto de genes en
una célula en un estado particular, en particular por comparacién con los niveles de expresién del mismo conjunto de
genes en una célula del mismo tipo en un estado de referencia. Por ejemplo, el perfil de transcritos de un factor de
transcripcion particular en una célula en suspensién son los niveles de expresion de un conjunto de genes en una
célula que reprimen o expresan en exceso este factor de transcripcion comparado con los niveles de expresion del
mismo conjunto de genes en una célula en suspensién que tiene los niveles normales de este factor de
transcripcion. El perfil de transcritos se puede presentar como una lista de aquellos genes cuyo nivel de expresion es
significativamente diferente entre los dos tratamientos, y las proporciones de la diferencia. Las diferencias y
similitudes entre los niveles de expresion también se pueden evaluar y calcular usando procedimientos estadisticos
y de agrupamiento.

[0071] La “expresion ectdpica o expresion alterada” en referencia a un polinucleétido indica que el patron de
expresion, por ejemplo, en una planta transgénica o tejido de planta, es diferente del patron de expresion en una
planta silvestre o una planta de referencia de la misma especie. El patrén de expresiéon también se puede comparar
con un patrén de expresion de referencia en una planta silvestre de la misma especie. Por ejemplo, el polinucleétido
o polipéptido se expresa en una célula o tipo de tejido distintos de una célula o tipo de tejido en el que la secuencia
se expresa en la planta silvestre, o por la expresiéon en un momento distinto al momento en el que la secuencia se
expresa en la planta silvestre, o por una respuesta a diferentes agentes inducibles, tales como hormonas o sefiales
del entorno, o con niveles de expresién diferentes (sean mayores 0 menores) comparados con los encontrados en
una planta silvestre. El término también se refiere a patrones de expresion alterados que se producen disminuyendo
los niveles de expresion por debajo del nivel de deteccion o por eliminacion completa de la expresion. El patron de
expresion resultante puede ser transitorio o estable, constitutivo o inducible. Con referencia a un polipéptido, la
expresion “expresion ectdpica o expresion alterada” se puede referir ademas a los niveles de actividad alterados que
resultan de las interacciones de los polipéptidos con moduladores exégenos o enddgenos o de interacciones con
factores o como resultado de la modificacion quimica de los polipéptidos.

[0072] La expresion “exceso de expresion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un nivel de
expresion mayor de un gen en una planta, célula de planta o tejido de planta, comparado con la expresion en una
planta, célula o tejido silvestre, en cualquier fase de desarrollo o temporal para el gen. El exceso de expresion se
produce cuando, por ejemplo, los genes que codifican uno o mas factores de transcripcion estan bajo el control de
un promotor fuerte descrito en el presente documento (por ejemplo, la region de inicio de la transcripcion 35S del
virus del mosaico de la coliflor), o el exceso de expresion puede ser inducido cuando esta presente una sefial
adecuada en el entorno. El exceso de expresion se puede producir en toda la planta o en tejidos especificos de la
planta, dependiendo del promotor usado, como se describe mas adelante.

[0073] El exceso de expresion puede tener lugar en células de plantas que normalmente carecen de la
expresion de polipéptidos opcionalmente equivalentes o idénticos a los presentes factores de transcripcion. El
exceso de expresion también se puede producir en células de plantas en las que normalmente se produce la
expresion endogena de los presentes factores de transcripcion o moléculas funcionalmente equivalentes, pero dicha
expresion normal es en un nivel inferior. Por lo tanto, el exceso de expresidon da como resultado una produccién
mayor que la normal o “exceso de produccién” del factor de transcripcion en la planta, célula o tejido.

[0074] La expresion “region reguladora de la transcripcion” se refiere a una secuencia reguladora de ADN que
regula la expresion de uno o mas genes en una planta cuando un factor de transcripcion que tiene uno o mas
dominios de union especificos se une a la secuencia reguladora de ADN. Los factores de transcripcion de la
presente invencion pueden tener, por ejemplo, un dominio AP2, en cuyo caso el dominio AP2 del factor de
transcripcion se une a una region reguladora de la transcripcion, tal como AtERF1, que se une al patron AGCCGCC
(la “caja GCC”) que esta presente en promotores de genes tales como PDF1.2. Los factores de transcripcion de la
invencion también comprenden una subsecuencia de aminoacidos que forma un dominio de activacion de la
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transcripcion que regula la expresion de uno o mas genes de tolerancia al estrés abidtico en una planta cuando el
factor de transcripcion se une a la regién reguladora.

[0075] Una “muestra” con respecto a un material que contiene moléculas de acido nucleico, puede
comprender un fluido corporal; un extracto de una célula, cromosoma, organulo o membrana aislados de una célula;
ADN, ARN o ADNc gendmicos en disolucion o unidos a un sustrato; una célula; un tejido; una huella tisular; una
muestra forense; y similares. En este contexto “sustrato” se refiere a cualquier soporte rigido o semirigido al que se
unen moléculas de acido nucleico o proteinas, que incluyen membranas, filtros, chips, portaobjetos, obleas, fibras,
perlas magnéticas o nanomagnéticas, geles, capilares u otros tubos, placas, polimeros y microparticulas, con una
variedad de formas de la superficie incluyendo pocillos, zanjas, agujas, canales y poros. Un sustrato también se
puede referir a un reaccionante en una reaccién quimica o biolégica, 0 una sustancia que actua sobre ella (por
ejemplo, una enzima).

Los factores de transcripcion modifican la expresion de genes enddgenos

[0076] Un factor de transcripcion puede incluir, pero sin limitar, cualquier polipéptido que pueda activar o
reprimir la transcripcion de un solo gen o de una serie de genes. Como reconoce el experto en la materia, los
factores de transcripcion se pueden identificar por la presencia de una regién o dominio de similitud o identidad
estructural con una secuencia consenso especifica o la presencia de un sitio de unién al ADN consenso especifico o
patréon de sitio de union al ADN (por ejemplo, en Riechmann y col. (2000) Science 290: 2105-2110).

[0077] En general, los factores de transcripcion codificados por las presentes secuencias estan implicados en
la diferenciacion y proliferacion celular y la regulacion del crecimiento. Por consiguiente, un experto en la materia
reconocera que mediante la expresion de las presentes secuencias en una planta, se puede cambiar la expresion de
genes autodlogos o inducir la expresion de genes introducidos. Afectando a la expresion de secuencias autélogas
similares en una planta que tienen la actividad biolégica de las presentes secuencias, o introduciendo las presentes
secuencias en una planta, se puede alterar el fenotipo de una planta a uno con rasgos mejorados en relacién con el
estrés por sequia, la tolerancia a la sombra, o la deteccién del C/N. Las secuencias de la invenciéon también se
pueden usar para transformar una planta e introducir rasgos deseables que nos encuentran en la variedad cultivada
o cepa silvestre. Después, se pueden seleccionar aquellas plantas que producen el grado mas deseado de exceso o
defecto de expresion de los genes diana de interés y la mejora simultanea del rasgo.

[0078] Las secuencias de la presente invencion pueden ser de cualquier especie, en particular especies de
plantas, en forma natural o de cualquier fuente sea natural, sintética, semisintética o recombinante. Las secuencias
de la invencién también pueden incluir fragmentos de las presentes secuencias de aminoacidos. Cuando se cita la
“secuencia de aminoacidos” para referirse a una secuencia de aminoacidos de una molécula de proteina natural, no
se pretende que la “secuencia de aminoacidos” y expresiones similares limiten la secuencia de aminoacidos a la
secuencia de aminoacidos nativa completa asociada con la molécula de proteina citada.

[0079] Ademas de los procedimientos para modificar el fenotipo de una planta usando uno o mas
polinucledtidos y polipéptidos de la invencion descritos en el presente documento, los polinucleétidos y polipéptidos
de la invencion tienen una variedad de usos adicionales. Estos usos incluyen su uso en la produccion recombinante
(es decir, expresion) de proteinas; como reguladores de la expresion de genes de la planta, como sondas de
diagnéstico para la presencia de acidos nucleicos complementarios o parcialmente complementarios (incluyendo
para la deteccion de acidos nucleicos codificantes naturales); como sustratos para otras reacciones, por ejemplo,
reacciones de mutacion, reacciones de PCR, o similares; como sustratos para la clonacion por ejemplo, incluyendo
reacciones de digestion o ligado; y para la identificacion de moduladores exégenos o endégenos de los factores de
transcripciéon. En muchos casos, un polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido (o proteina) o un dominio o fragmento del mismo. Ademas, el polinucleétido puede comprender un
promotor, un intrén, una region potenciadora, un sitio de poliadenilacién, un sitio de inicio de la traduccion, regiones
5’ 0 3’ no traducidas, un gen indicador, un marcador seleccionable, o similares. El polinucleétido puede ser ADN o
ARN de una cadena o dos cadenas. El polinucleétido comprende opcionalmente bases modificadas o una cadena
principal modificada. El polinucleétido puede ser, por ejemplo, ADN o ARN gendémicos, un transcrito (tal como un
ARNmM), un ADNc, un producto de la PCR, un ADN clonado, un ADN o ARN sintéticos, o similares. El polinucleétido
puede comprender una secuencia en las orientaciones de sentido directo o sentido contrario.

[0080] La expresion de genes que codifican factores de transcripcion que modifican la expresion de genes,

polinucledtidos y proteinas enddgenos, es bien conocida en la materia. Ademas, las plantas transgénicas que
comprenden polinucleétidos aislados que codifican factores de transcripcion también pueden modificar la expresion
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de genes, polinucleétidos y proteinas enddgenos. Los ejemplos incluyen Peng y col. (1997) Genes Development 11:
3194-3205, y Peng y col. (1999) Nature, 400: 256-261). Ademas, muchos otros han demostrado que un factor de
transcripcién de Arabidopsis expresado en una especie de planta exégena produce la misma respuesta fenotipica o
muy similar (por ejemplo, en Fu y col. (2001) Plant Cell 13: 1791-1802; Nandi y col. (2000) Curr. Biol 10: 215-218;
Coupland (1995) Nature 377:482483; y Weigel y Nilsson (1995) Nature 377: 482-500).

[0081] En otro ejemplo, Mandel y col. (1992) Cell 71-133-143, y Suzuki y col. (2001) Plant J. 28: 409-418
ensefian que un factor de transcripcion expresado en otra especie de planta produce la misma respuesta fenotipica
o muy similar a la de la secuencia endégena, como se ha predicho con frecuencia en estudios previos de factores de
transcripcion de Arabidopsis, en Arabidopsis (Mandel y col. (1992) véase antes; y Suzuki y col. (2001) véase antes).
Otros ejemplos incluyen Muller y col. (2001) Plant J. 28: 169-179; Kim y col. (2001) Plant J. 25: 247-259; Kyozuka y
Shimamoto (2002) Plant Cell Physiol. 43: 130-135; Boss y Thomas (2002) Nature, 416: 847-850; He y col. (2000)
Transgenic Res. 9: 223-227; y Robson y col. (2001) Plant J. 28: 619-631.

[0082] En otro ejemplo mas, Gilmour y col. (1998) Plant J. 16: 433-442, ensefian un factor de transcripciéon
AP2 de Arabidopsis, CBF1, que cuando se expresa en exceso en plantas transgénicas aumenta la tolerancia a las
heladas. Jaglo y col. (2001) Plant Physiol. 127: 910-917, identificaron ademas secuencias en Brassica napus que
codifican genes de tipo CBF y que los transcritos para estos genes se acumulaban rapidamente en respuesta a la
temperatura baja. También se encontré6 que los transcritos que codifican las proteinas CBF se acumulaban
rapidamente en respuesta a la temperatura baja en el trigo, asi como en el tomate. El alineamiento de las proteinas
CBF de Arabidopsis, B. napus, trigo, centeno y tomate pusieron de manifiesto la presencia de restos de aminoacidos
consecutivos conservados, PKK/RPAGRxKFXETRHP y DSAWR, que encierran los dominios de union al ADN
AP2/EREBP de las proteinas y las distingue de otros miembros de la familia de proteinas AP2/EREBP (Jaglo y col.
(2001) véase antes).

[0083] Los factores de transcripcion median respuestas celulares y controlan los rasgos a través de la
expresion alterada de genes que contienen secuencias de nucleétidos que actian en cis, que son dianas del factor
de transcripcion introducido. Se apreciara en la técnica que el efecto de un factor de transcripcién en las respuestas
celulares o un rasgo celular esta determinado por los genes particulares cuya expresion se altera de forma directa o
indirecta (por ejemplo, por una cascada de sucesos de union de factores de transcripcion y cambios
transcripcionales) por la union del factor de transcripcion. En un analisis global de la transcripcion comparando un
estado estandar con uno en el que se expresa en exceso un factor de transcripcion, el perfil de transcritos resultante
asociado con el exceso de expresion del factor de transcripcion esta relacionado con el rasgo o proceso celular
controlado por ese factor de transcripcion. Por ejemplo, se ha mostrado que el gen PAP2 (y otros genes en la familia
MYB) controla la biosintesis de la antocianina a través de la regulacion de la expresion de genes que se sabe que
estan implicados en la ruta biosintética de la antocianina (Bruce y col. (2000) Plant Cell, 12: 65-79; Borevitz y col.
(2000) Plant Cell 12: 2383-93). Ademas, los perfiles de transcritos globales se han usado con éxito como
herramientas de diagnostico para estados celulares especificos (por ejemplo, cancerosos frente a no cancerosos;
Bhattacharjee y col. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 98: 13790-13795; Xu y col. (2001) Proc. Natl Acad. Sci.,
USA, 98: 15089.15094). Por consiguiente, es evidente para el experto en la materia que la similitud del perfil de
transcritos tras el exceso de expresion de diferentes factores de transcripcion indicaria similitud de la funcion del
factor de transcripcion.

Polipéptidos v polinucledtidos de la solicitud

[0084] La presente invencion proporciona, entre otras cosas, factores de transcripcion (TF), y polipéptidos
homologos de factores de transcripcion, y polinucleétidos aislados o recombinantes que codifican los polipéptidos o
nuevos polipéptidos variantes de secuencia o polinucleétidos que codifican nuevas variantes de factores de
transcripcion derivados de las secuencias especificas proporcionadas en el presente documento.

[0085] Los polinucleétidos de la invencidon pueden ser expresados ectdpicamente en células de plantas que
producen exceso de expresion y observarse los cambios en los niveles de expresion de una serie de genes,
polinucledétidos y/o proteinas de las células de la planta. Por lo tanto, los polinucleétidos y polipéptidos se pueden
usar para cambiar los niveles de expresion de genes, polinucleétidos y/o o proteinas de plantas o células de plantas.
Estos polipéptidos y polinucleétidos se pueden usar para modificar las caracteristicas de una planta, en particular la
tolerancia a la sequia. Los polinucleétidos de la invencién se pueden expresar ectdpicamente en plantas que
producen un exceso de expresion o se encuentran inactivadas, y observar los cambios en la o las caracteristicas, o
el o los rasgos de las plantas. Por lo tanto, los polinucleo6tidos y polipéptidos se pueden usar para mejorar las
caracteristicas de las plantas. Se ha mostrado que las secuencias de polipéptidos de la Lista de Secuencia confieren
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una mayor tolerancia a la sequia o a la sombra o la deteccién del C/N alterado, cuando estos polipéptidos son
expresados en exceso en plantas de Arabidopsis. Se ha mostrado que estos polinucleétidos tienen una asociacion
fuerte con estos rasgos, en cuanto que las plantas que expresan en exceso estas secuencias son mas tolerantes a
la sequia, la sombra o tienen deteccién del C/N alterado, respectivamente. La invencién también abarca un
complemento de los polinucleétidos. Los polinucleétidos también son utiles para el cribado de bibliotecas de
moléculas o compuestos para la unién especifica y para crear plantas transgénicas que tienen rasgos mejorados. Se
ha mostrado y se espera que la alteracion de los niveles de expresion de los equivalogos de estas secuencias,
incluyendo paralogos y ortélogos en la Lista de Secuencias, y otros ortélogos que son estructural y secuencialmente
similares a los primeros ort6logos, confiera fenotipos similares, incluyendo la deteccion del C/N alterado, tolerancia a
la sequia y/o a la sombra en las plantas.

[0086] En algunos casos, se identificaron polinucleétidos de ejemplo que codifican los polipéptidos de la lista
de secuencias en la base de datos de GenBank de Arabidopsis thaliana usando programas y parametros de analisis
de secuencias disponibles al publico. Las secuencias identificadas inicialmente después se caracterizaron
adicionalmente para identificar las secuencias que comprenden cadenas de secuencia especificas correspondientes
a patrones de secuencia presentes en familias de factores de transcripcion conocidos. Ademas, se identifican otros
polinucleétidos de ejemplo que codifican los polipéptidos de la invencion en la base de datos de GenBank de plantas
usando programas y parametros de analisis de secuencias disponibles al publico. Las secuencias identificadas
inicialmente después se caracterizaron mas para identificar las secuencias que comprenden cadenas de secuencia
especificas correspondientes a patrones de secuencia presentes en familias de factores de transcripcion conocidos.
Las secuencias de polinucleétidos que cumplen dichos criterios se confirmaron como factores de transcripcion.

[0087] Se identificaron polinucleétidos adicionales de la invencién mediante el cribado de bibliotecas de ADNc
de Arabidopsis thaliana y/u otras plantas con sondas correspondientes a factores de transcripcion conocidos en
condiciones de hibridacion rigurosas bajas. Posteriormente se recuperaron secuencias adicionales, incluyendo
secuencias codificantes de longitud entera, mediante el procedimiento de amplificacién rapida de los extremos del
ADNCc (RACE), usando un kit disponible en el comercio de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuando era
necesario, se llevaron a cabo varios ciclos de RACE para aislar los extremos 5’ y 3’. Después, se recuperd el ADNc
de longitud entera mediante una reaccion en cadena de la polimerasa de extremo a extremo rutinaria (PCR) usando
celadores especificos para aislar los extremos 5 y 3’. Se proporcionan secuencias de ejemplo en la Lista de
Secuencias.

[0088] Los polinucleétidos son particularmente Utiles cuando son elementos de la matriz que se pueden
hibridar en una micromatriz. Dicha micromatriz se puede usar para el seguimiento de la expresion de genes que se
expresan de forma diferente en respuesta a la luz limitada, sequia otros estreses osméticos, o baja disponibilidad de
nitrégeno. La micromatriz se puede usar en analisis de expresion de genes o genético a gran escala de un gran
numero de polinucleétidos; o en el diagndstico de, por ejemplo, el estrés por sequia antes de que los sintomas
fenotipicos sean evidentes. Ademas, se puede usar la micromatriz para investigar la respuestas celulares, tales
como la proliferacion celular, transformacion y similares.

[0089] Cuando los polinucleotidos de la invencion también se pueden usar como elementos de matriz que se
pueden hibridar en una micromatriz, los elementos de la matriz se organizan de una forma ordenada de modo que
cada elemento esté presente en una posicion especificada en el sustrato. Debido a que los elementos de la matriz
estan en posiciones especificadas sobre el sustrato, los patrones y las intensidades de hibridacion (que juntos crean
un perfil de expresion Unico) se pueden interpretar en términos de niveles de expresion de genes particulares y se
pueden correlacionar con un estrés, patologia o tratamiento particular.

[0090] La invencion también implica una composicion agrénoma que comprende un polinucleétido de la
invencion junto con un vehiculo adecuado, y un procedimiento para alterar una unidad de planta usando la
composicion.

[0091] A continuacion se proporcionan ejemplos de polinucleotidos y polipéptidos especificos de la invencion,
y secuencias de equivalogos, junto con las descripciones de las familias de genes que comprenden estos
polinucleotidos y polipéptidos.

[0092] A continuacion se proporcionan ejemplos de polinucleoétidos y polipéptidos especificos de la invencion,
y secuencias de equivalogos.

[0093] Se ha demostrado que las secuencias de polipéptidos de la lista de secuencias, incluyendo, por
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ejemplo, las secuencias de Arabidopsis G2133; G1274, G922, G2999, G3086, G354, G1792, G2053, G975, G1069,
G916, G1820, G2701, G47, G2854, G2789, G634, G175, G2839, G1452, G3091, G489, G303, G2992, y G682 (SEQ
ID NO: 12, 6, 4, 14, 16, 228, 8, 10, 238, 240, 236, 244, 246, 2, 252, 248, 232, 224, 250, 242, 254, 230, 226, 50 y 234,
respectivamente) confieren una mayor tolerancia a la sequia cuando se altera la expresion de estos polipéptidos en
plantas de Arabidopsis. Estos polinucle6tidos han mostrado que tienen una asociacién fuerte con la tolerancia al
estrés por sequia, en cuanto que las plantas que expresan en exceso estas secuencias son mas tolerantes a la
sequia. Las secuencias de ejemplo de la invencién incluyen la G2133.

[0094] La presente descripcibn también abarca los complementos de estos polinucleétidos. Los
polinucle6tidos también son utiles para cribar bibliotecas de moléculas o compuestos para la unién especifica y para
crear plantas transgénicas que tienen tolerancia a la sequia alterada. Se espera que los equivalogos de estas
secuencias, incluyendo paralogos y ortélogos en la lista de secuencias, y otros ortélogos que son estructural y
secuencialmente similares a los ortélogos anteriores, confieran tolerancia a la sequia cuando se altera su expresion.

[0095] La familia AP2 incluyendo los clados G47/G2133 y G1792. AP2 (APETALA2) y EREBP (proteinas de
unién a elementos de respuesta a etileno) son los miembros prototipicos de una familia de factores de transcripcion
Unica de las plantas, cuya caracteristica que los distingue es que contienen el dominio de unién al ADN llamado AP2
(Riechmann y Meyerowitz (1998) Biol. Chem. 379: 633-646). El dominio AP2 fue reconocido por primera vez como
un patron repetido en la proteina AP2 de Arabidopsis thaliana (Jofuku y col. (1994) Plant Cell 6: 1211-122). Poco
después, se identificaron 4 proteinas de unién al ADN del tabaco, que interaccionan con una secuencia que es
esencial para la respuesta de algunos promotores a la hormona etileno de la planta, y se designaron como proteinas
de unién a elementos de respuesta al etileno (EREBPs; Ohme-Takagi y col. (1995) Plant Cell 7: 173-182). El dominio
de union al ADN de EREBP-2 se cartografié en una region que era comun a las cuatro proteinas (Ohme-Takagi y
col. (1995) véase antes), y que se encontré que estaba estrechamente relacionado con el dominio de AP2 (Weigel
(1995) Plant Cell 7: 388-389) pero que no contenia similitud de secuencia con los patrones de unién al ADN
previamente conocidos.

[0096] Los genes AP2/BREBP forman una gran familia, con muchos miembros conocidos en varias especies
de plantas (Okamuro y col. (1997) Proc Natl. Acad. Sci. USA 94: 7076-7081; Riechmann y Meyerowitz (1998) véase
antes). El numero de genes AP2/EREBP en el genoma de Arabidopsis thaliana es aproximadamente 145
(Riechmann y col. (2000) Science 290: 2105-2110). La clase APETALA2 se caracteriza por la presencia de 2
dominios de union al ADN AP2, y contiene 14 genes. La AP2/ERF es la superfamilia mas grande, e incluye 125
genes que estan implicados en las respuestas al estrés abidtico (subgrupo DREB) y bidtico (subgrupo ERF) y el
subgrupo RAV incluye 6 genes que tienen todos un dominio de union al ADN B3 ademas del dominio de unién al
ADN AP2 (Kagaya y col. (1999) Nucleic Acids Res. 27: 470-478).

[0097] AP2 de Arabidopsis esta implicado en la especificacion de la identidad de sépalos y pétalos a través de
su actividad como un gen homeético que forma parte del mecanismo genético combinatorio de la determinacion de
la identidad de los érganos florales y también es necesario para el desarrollo normal de 6vulos y semillas (Bowman y
col. (1991) Development 112: 1-20; Jofuku y col. (1994) véase antes). ANT de Arabidopsis es necesario para el
desarrollo del 6vulo y también tiene una funcién en el crecimiento de los érganos florales (Elliott y col. (1996) Plant
Cell 8: 155-168; Klucher y col. (1996) Plant Cell 8: 137-153). Finalmente, GII5 del maiz regula la identidad celular
epidérmica de las hojas (Moose y col. (1996) Genes Dev. 10: 3018-3027).

[0098] El ataque de un patéogeno a una planta puede inducir respuestas de defensa que conducen a la
resistencia a la invasion, y estas respuestas estan asociadas con la activacion de la transcripcion de genes
relacionados con la defensa, entre ellos los que codifican las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). La
implicacion de los genes de tipo EREBP en el control de la respuesta de defensa de la planta se basa en la
observacion de que muchos promotores de genes de PR contiene un elemento de actuacion en cis corto que media
sus respuestas al etileno (parece que en etileno es una de varias moléculas sefial que controlan la activacion de las
respuestas de defensa). Se ha mostrado que las proteinas EREBP-1, -2; - 3, y -4 del tabaco, y las proteinas Pti4,
Pti5 y Pti6 del tomate reconocen dichos elementos de actuacion en cis (Ohme-Takagi (1995) véase antes; Zhou y
col. (1997) EMBO J. 16: 3207-3218). Ademas, se ha mostrado que las proteinas Pti4, Pti5, y Pti6 interaccionan
directamente con Pto, una proteina quinasa que confiere resistencia frente a Pseudomonas syringae en el tomate
(Zhou y col. (1997) véase antes). Las plantas también son estimuladas por diferentes condiciones ambientales
adversas como el frio o la sequia, y parece que las proteinas de tipo EREBP también estan implicadas en las
respuestas a estos estrés abidticos. La expresion del gen de COR (regulado por el frio) es inducida durante la
aclimatacion al frio, procedimiento por el cual las plantas aumentan su resistencia a la helada en respuesta a
temperaturas bajas descongelantes. El gen CBF1 de tipo EREBP de Arabidopsis (Stockingery col. (1997) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 94: 1035-1040) es un regulador de la respuesta de aclimatacién al frio, debido a que la expresion
ectopica de CBF1 en plantas transgénicas de Arabidopsis inducia la expresion del gen COR en ausencia del
estimulo del frio, y aumentaba la tolerancia de la planta a la helada (Jaglo-Ottosen y col. (1998) Science 280: 104-
106). Finalmente, otro gen de tipo EREBP de Arabidopsis, ABl4, esta implicado en la transduccion de la sefial de
ABA, porque los mutantes abi4 son insensibles al ABA (ABA es una hormona de planta que regula muchos aspectos
importantes desde el punto de vista agronédmico del desarrollo de la planta; Finkelstein y col. (1998) Plant Cell 10:
1043-1054).

[0099] De las secuencias examinadas hasta la fecha, se encontraron dos restos de valina que estan
presentes en miembros del clado G47 pero no fuera del clado (indicado mediante flechas en la figura 3). Todos los
miembros del clado examinado hasta ahora tienen la subsecuencia:

V-(X)17-A-A-V-A-H-D-X-A, en la que X es un aminoacido y los restos identificados se indican mediante
los restos mostrados en las cajas en la figura 3.

[0100] La tabla 1 muestra secuencias de la memoria descriptiva que, en muchos casos, confieren tolerancia a
la sequia cuando se expresan en exceso. Los polipéptidos se identifican por la SEQ ID NO del polipéptido e
identificador (por ejemplo, ID de gen (GID) N°, nimero de acceso u otro nombre), se presentan en orden de similitud
con la primera secuencia de Arabidopsis listada para cada grupo, e incluye los dominios conservados del polipéptido
en coordenadas de aminoacidos, las respectivas secuencias de los dominios, y la extensién de la identidad en
términos de porcentaje respecto a la primera secuencia de Arabidopsis listada para cada grupo.
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incluyendo paralogos y ortélogos

SEQ ID NO GID Especie Dominios Dominios Secuencia del % de ID
conservados |conservados en dominio conservado | en el dominio
en coordenadas coordenadas de conservado
de aminoéacidos bases del
del polipéptido|  pojinycledtido
i 1D respecto a G213
12 G2133 | Arahidopsis |AP210-77 | AP2:53-256 DQSKYKGIRRREWGK 100%
thaliana WVSEIRVPGTRQRLWL
GSFSTAEGAAVAHDVA
FYCLHRPSSLDDESFNF
PHLL,
94 G3646 | Brassica AP210-77 | AP2:203-406 HQAKYKGIRRRKWGK 91%
oleracea WVSEIRVPATRERLWL
GSFSTAEGAAVAHDVA
FYCLHRPSSLDNEAFNF
PHLL
92 G3645 | Brassica AP2:10-75 | AP2:40-237 TQSKYKGIRRRKWGK 89%
rapa subsp. WVSEIRVPGTRDRLWL
Pekinensis GSFSTAEGAAVAHDVA
FYCLHQPNSLESLNFPH
1L
2 G47 Arahidopsis | AP210-75 | AP2:65-262 SQSKYKGIRRRKWGK 88%
thaliana WVSEIRVPGTRDRLWL
GSFSTAEGAAVAHDVA
FFCLHQPDSLESLNFPH
LL
88 G3643 | Glycine max |AP2:13-78 | APZ2:101-298 TNNKLKGVRRRKWGK 69%
WVSEIRVPGTQERLWL
GTYATPEAAAVAHDV
AVYCLSRPSSLDKLNFP
ETL
96 G3647 | Zinnia AP2:13-78 | AP2:53-250 SQKTYKGYRCRRWGK 63%
elagans WVSEIRVPGSRERLWL
GTYSTPEGAAVAHDVA
SYCLKGNTSFHKLNIPS
ML
90 G3644 | Oryza sativa |AP2:52-122 | APZ: 154-366 | BRCRYRGVRRRRWGK 54%
{japonica WVSEIRVPGTRERLWL
cultivar- GSYATPEAAAVAHDTA
group) W.FLRGGAGDGGGGG
ATLNFPERA
98 (53649 | Oryza sativa | AP2:15-87 | APZ2:43-261 EMMRYRGVRRERRWGK. 53%
{japonica WVSEIRVPGTRERLWL
cultivar- GSYATAEAAAVAHDA
AVCLLRLGGGRRAAA
group) GGGGOLNFPARA
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SEQID NO GID Especie Dominios Dominios Secuencia del % de ID
conservados |conservados en dominio conservado en el dominio
en coordenadas|coordenadas de conservado

de aminoacidos|  hases del
del polipeptido|  pjinucledtido

YhdelD respecto a G233

100 G3651 Oryza sativa | AP2: 60-130 | AP2: 178-390 | ERCRYRGYRRRRWGK 52%
{faponica WVSEIRVPGTRERLWL
S ifrrar GSYATPEAAAYAHDTA
VYFLRGGAGDGGGGO
group) ATAQLPGAR
[0101] La tabla 2 muestra en la primera columna la SEQ ID NO del polipéptido; en la segunda columna el

identificador (por ejemplo, ID de gen (GID) N°); en la tercera columna la familia del factor de transcripcion a la que
pertenece el polinucleétido; y en la cuarta columna las posiciones de los restos de aminoacidos del domino
conservado en coordenadas de aminoacidos (AA):

Tabla 2. Familias de genes y dominios conservados

SEQ ID NO del polipéptido | identificador | Familia | Dominios conservados en coordenadas de aminoacidos

12 G2133 AP2 10-77
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Produccion de polipéptidos

[0102] Los polinucleétidos de la invencién incluyen secuencias que codifican factores de transcripciéon y
polipéptidos homélogos de factores de transcripcion y secuencias complementarias de los mismos, asi como
fragmentos Unicos de secuencia codificante, o secuencia complementaria de la misma. Dichos polinucleétidos
pueden ser, por ejemplo, ADN o ARN, incluyendo el ultimo ARNm, ARNc, ARN sintético, ADN gendémico, ADNc,
ADN sintético, oligonucleétidos, etc. Los polinucleétidos son de doble cadena o de cadena sencilla, e incluyen tanto
secuencias de sentido directo (es decir, codificantes) como secuencias de sentido contrario (es decir, no
codificantes, complementarias). Los polinucle6tidos incluyen la secuencia codificante de un factor de transcripcién, o
un polipéptido homdlogo del factor de transcripcion, aislado, en combinacion con secuencias codificantes adicionales
(por ejemplo, un marcador de purificacién, una sefial de localizaciébn, como una proteina de fusiébn, como una
preproteina o similares), en combinacidén con secuencias no codificantes (por ejemplo, intrones o inteinas, elementos
reguladores tales como promotores, potenciadores, terminadores y similares), y/o un vector o entorno de un
hospedador en el que el polinucleétido que codifica un factor de transcripcién o polipéptido homélogo del factor de
transcripcion es un gen enddégeno o exoégeno.

[0103] Existe una variedad de procedimientos para producir los polinucleétidos de la invencién. Los
procedimientos para identificar y aislar clones de ADN son bien conocidos para el experto en la materia, y se
describen, por ejemplo, en Berger y Kimmel, “Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology”, vol.
152 Academic Press, Inc., San Diego, CA ("Berger"); Sambrook y col. “Molecular Clonining - A Laboratory Manua’l
(22 ed.), Vol 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 ("Sambrook") y “Current
Protocols in Molecular Biology”, Ausubel y col. eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing
Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplemented through 2000) ("Ausubel").

[0104] Alternativamente, los polinucleétidos de la invencién se pueden producir por una variedad de
procedimientos de amplificacion in vitro adaptados a la presente invencidbn mediante la seleccion adecuada de
cebadores especificos o degenerados. Los ejemplos de protocolos suficiente para dirigir a los expertos en la materia
a través de los procedimientos de amplificacion in vitro, que incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion por Qp-replicasa y otras técnicas mediadas por la ARN
polimerasa (por ejemplo, NASBA), por ejemplo, para la produccién de acidos nucleicos homologos de la invencion,
se encuentran en Berger (véase antes), Sambrook (véase antes), y Ausubel (véase antes), asi como en Mullis y col.
(1987) “PCR Protocols A Guide to Methods and Applications” (Innis y col. eds) Academic Press Inc. San Diego, CA
(1990) (Innis). Se describen procedimientos mejorados para la clonacion de acidos nucleicos amplificados in vitro en
Wallace y col. patente de EE.UU. n° 5.426.039. Se resumen procedimientos mejorados para la amplificacion de
acidos nucleicos largos mediante PCR en Cheng y col. (1994) Nature 369: 684-685, y las referencias citadas en los
mismos, en los que se generan amplicones por PCR de hasta 40 kb. Un experto en la materia apreciara que
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esencialmente se puede convertir cualquier ARN en un ADN de doble cadena adecuado para la digestién por
restriccion, expansion por PCR y secuenciacién, usando transcriptasa inversa y una polimerasa (por ejemplo, en
Ausubel, Sambrook and Berger, véanse todos antes).

[0105] Alternativamente, los polinucleétidos y oligonucleétidos de la invencién se pueden formar a partir de
fragmentos producidos por procedimientos de sintesis en fase sélida. Tipicamente, se sintetizan individualmente
fragmentos de hasta aproximadamente 100 bases y después se ligan enzimatica o quimicamente para producir una
secuencia deseada, por ejemplo, un polinucleétido que codifica todo o parte de un factor de transcripciéon. Por
ejemplo, se describe la sintesis quimica usando el procedimiento de la fosforamidita, en Beaucage y col. (1981)
Tetrahedron Letters 22: 1859-1869; y Matthes y col. (1984) EMBO J. 3: 801-805. De acuerdo con dichos
procedimientos, se sintetizan oligonucleétidos, se purifican, se reasocian con su cadena complementaria, se ligan y
después opcionalmente se clonan en vectores adecuados. Y si se desea, los polinucleétidos y polipéptidos de la
invencion se pueden encargar a cualquiera de una serie de proveedores comerciales.

Secuencias homoélogas

[0106] Las secuencias homoélogas, es decir, las que comparten una identidad o similitud de secuencia
significativa con las proporcionadas en la Lista de Secuencias, derivadas de Arabidopsis thaliana o de otras plantas
elegidas, también son un aspecto de la invencion. Las secuencias homoélogas se pueden obtener de cualquier planta
incluyendo monocotiledéneas y dicotiledéneas y en particular especies de plantas importantes en agricultura,
incluyendo pero sin limitar, cultivos tales como soja, trigo, maiz, patata, algodén, arroz, colza, colza de semillas
oleaginosas (incluida la canola), girasol, alfalfa, trébol, cafia de azucar, y césped, o frutas y verduras, como banano,
mora, arandano, fresa, y frambuesa, meldn, zanahoria, coliflor, café, pepino, berenjena, uva, melén, lechuga,
mango, meldn dulce, cebolla, papaya, guisantes, pimientos, pifia, calabaza, espinaca, chayote, maiz dulce, tabaco,
tomate, tomatillo, sandia, frutas rosaceas (tales como manzana, melocotén, pera, cereza y ciruela) y vegetales
Brassica (tales como el brécoli, repollo, coliflor, coles de Bruselas y colirrabano). Otros cultivos, que incluyen frutas y
verduras, cuyo fenotipo se puede cambiar y que comprenden secuencias homélogas incluyen la cebada; centeno;
mijo; sorgo; grosella; aguacate; frutas citricas tales como naranjas, limones, pomelos y mandarinas, alcachofas,
cerezas; frutos secos, tales como la nuez y el cacahuete, endibia, puerro, raices como de arruruz, remolacha, yuca,
nabo, el rabano, batata, y boniato; y judias. Las secuencias homélogas también se pueden obtener de las especies
lefiosas, tales como el pino, alamo y eucalipto o menta u otras labiadas. Ademas, se pueden obtener secuencias
homologas de plantas que estan evolutivamente relacionadas con las plantas de cultivo, pero que pueden no
haberse usado todavia como plantas de cultivo. Los ejemplos incluyen belladona (Atropa belladona), relacionada
con el tomate; estramonio (Datura strommium), relacionada con el peyote, y el teosinta (Zea), relacionado con el
maiz.

Ortélogos y paralogos

[0107] Las secuencias homologas como las descritas antes pueden comprender secuencias ortélogas y
paralogas. Son conocidos varios procedimientos diferentes por los expertos en la materia para identificar y definir
estas secuencias funcionalmente homologas. Se han descrito 3 procedimientos generales para definir ortélogos y
paralogos; un ortélogo, paralogo u homologo se puede identificar por uno o mas de los procedimientos descritos a
continuacion.

[0108] Dentro de una sola especie de planta, la duplicacion de genes pueden producir dos copias de un gen
particular, dando lugar a dos o mas genes con secuencia similar y a menudo funcién similar, conocidos como
paralogos. Por lo tanto, un paralogo es un gen similar formado por duplicacion dentro de la misma especie. Los
paralogos tipicamente se agrupan entre si o en el mismo clado (un grupo de genes similares) cuando se analiza la
filogenia de una familia de genes usando programas tales como CLUSTAL (Thompson y col. (1994) Nucleic Acids
Res. 22: 4673-4680; Higgins y col. (1996) Methods Enzymol. 266: 383-402). Los grupos de genes similares también
se pueden identificar con el analisis de BLAST por parejas (Feng y Doolittle (1987) J. Mol. Evol. 25: 351-360). Por
ejemplo, un clado de factores de transcripcion con dominios MADS muy similares de Arabidopsis comparten todos
una funcién comun en el momento de la floracion (Ratcliffe y col. (2001) Plant Physiol. 126: 122-132), y un grupo de
factores de transcripcion con dominios AP2 muy similares de Arabidopsis esta implicado en la tolerancia de las
plantas a la helada (Gilmour y col. (1998) Plant J. 16: 433-442). El analisis de grupos de genes similares con funcion
similar que estan dentro de un clado pueden dar subsecuencias que son particulares para el clado. Estas
subsecuencias, conocidas como secuencias consenso, se pueden usar no solo para definir las secuencias dentro de
cada clado, sino para definir las funciones de esos genes; los genes dentro de un clado pueden contener secuencias
paralogas o secuencias ortblogas que comparten la misma funcién (por ejemplo, en Mount (2001), en
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“Bioinformatics: Sequence and Genome Analysis” Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, pagina 543).

[0109] La especiacion, la produccion de nuevas especies a partir de una especie parental, también puede dar
lugar a dos o mas genes con secuencia similar y funcién similar. Estos genes, denominados ortélogos, a menudo
tienen una funcién idéntica en sus plantas hospedadoras y a menudo son intercambiables entre especies sin perder
la funcién. Debido a que las plantas tienen ancestros comunes, muchos genes en cualquier especie de planta
tendrdn un gen ortélogo correspondiente en otra especie de planta. Una vez que se ha construido un arbol
filogenético para una familia de genes de una especie usando un programa tal como CLUSTAL (Thompson y col.
(1994) Nucleic Acids Res. 22: 46734680; Higgins y col. (1996) véase antes), se pueden poner las potenciales
secuencias ortdlogas en el arbol filogenético y determinar su relacion con los genes de las especies de interés. Las
secuencias ortlogas también se pueden identificar por una estrategia de BLAST reciproca. Una vez que se ha
identificado una secuencia ortéloga, la funcion del ortélogo se puede deducir de la funcion identificada de la
secuencia de referencia.

[0110] Las secuencias de los genes de factores de transcripcion estan conservadas a través de diferentes
lineas de especies eucariotas (Goodrich y col. (1993) Cell 75: 519-530; Lin y col. (1991) Nature 353: 569-571;
Sadowski y col. (1988) Nature 335: 563-564). Las plantas no son una excepcién a esta observacion; diferentes
especies de plantas tienen factores de transcripcion que tienen secuencias y funciones similares.

[0111] Los genes ortélogos de organismos diferentes tienen funciones altamente conservadas, y muy a
menudo funciones esencialmente idénticas (Lee y col. (2002) Genome Res. 12: 493-502; Remmy col. (2001) J. Mol.
Biol. 314: 1041-1052). Los genes paralogos, que han divergido por la duplicacién de genes, pueden retener
funciones similares de las proteinas codificadas. En dichos casos, los paralogos se pueden usar de forma
intercambiable con respecto a determinadas realizaciones de la presente invencién (por ejemplo, expresion
transgénica de una secuencia codificante). Un ejemplo de dichos paralogos muy relacionados es la familia CBF, con
4 miembros bien definidos en Arabidopsis (CBF 1, GBF2, CBF3 y CBF4) y al menos un ortélogo en Brassica napus,
los cuales controlan todos las rutas implicadas en el estrés tanto por helada como por sequia (Gilmour y col. (1998)
Plant J. 16: 433-442; Jaglo y col. (1998) Plant Physiol. 127: 910-917).

[0112] Las siguientes referencias representan una pequefia muestra de los muchos estudios que demuestran
que los genes de factores de transcripcion conservados de diferentes especies es probable que funcionen de forma
similar (es decir, regulan secuencias diana similares y controlan los mismos rasgos), y que se pueden transformar
los factores de transcripcion en diversas especies para conferir o mejorar rasgos.

(1) Diferentes factores de transcripcion de Arabidopsis, incluyendo G28 (patente de EE.UU. 6.664.446), G432
(solicitud de patente de EE.UU. 20040045049; SEQ ID NO: 290 en la presente Lista de Secuencias), G867 (solicitud
de patente de EE.UU. 20040098764; SEQ ID NO: 630 en la presente Lista de Secuencias), y G1073 (solicitud de
patente de EE.UU. 20040128712; SEQ ID NO: 300 en la presente Lista de Secuencias), han mostrado que confieren
tolerancia al estrés abidtico cuando las secuencias se expresan en exceso. Las secuencias de polipéptidos
pertenecen a distintos clados de polipéptidos de factores de transcripcion que incluyen miembros de diferentes
especies. En cada caso, se ha mostrado que un numero significativo de secuencias derivadas tanto de
dicotiledoneas como de monocotiledéneas confieren tolerancia a diferentes estreses abidticos cuando las
secuencias se expresan en exceso.

(2) El gen NPR1 de Arabidopsis regula la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Cao y col. (1997) Cell 88: 57-63); la
expresion en exceso de NPR1 conduce a una resistencia potenciada en Arabidopsis. Cuando NPR1 de Arabidopsis
o el ortélogo de NPR1 del arroz se expresaban en exceso en el arroz (el cual, como una monocotiledonea, es
diferente de Arabidopsis), las plantas transgénicas presentaban una resistencia potenciada a la estimulacion con el
patégeno bacteriano del afiublo del arroz Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (Chern y col. (2001) Plant J. 27: 101-
113). NPR1 actua a través de la activacion de la expresion de los genes de factores de transcripcion, tales como
TGA2 (Fan y Dong (2002) Plant Cell 14: 1377-1389).

(3) Los genes E2F estan implicados en la transcripcion de genes de plantas para el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA). Los E2F de plantas comparten un grado alto de similitud en la secuencia de aminoacidos entre
monocotiledoneas y dicotiledéneas, y son incluso similares a los dominios conservados de los E2F de animales.
Dicha conservacion indica una similitud funcional entre EsF de plantas y animales. Los factores de transcripcion E2F
que regulan el desarrollo del meristemo actdan a través de elementos cis comunes, y regulan genes relacionados
(PCNA) (Kosugi y Ohashi, (2002) Plant J. 29: 45-59).
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(4) El gen ABI5 (insensible a ABA 5) codifica un factor de la cremallera de leucina basico necesario para la
respuesta de ABA en la semilla y los tejidos vegetativos. Los experimentos de transformacién simultanea con
construcciones de ADNc de ABI5 en protoplastos de arroz dieron como resultado la trasactivacion especifica de
promotores del trigo, Arabidopsis, judia y cebada inducibles por ABA. Estos resultados demuestran que los factores
de transcripcién similares en secuencia a ABI5 son dianas clave de una ruta de sefializacién de ABA conservada en
diversas plantas (Gampala y col. (2001) J. Biol. Chem. 277: 1689-1694).

(5) Las secuencias de 3 genes de tipo GAMYB de Arabidopsis se obtuvieron basandose en la similitud de secuencia
con los genes GAMYB de la cebada, arroz y L. temulentum. Se determin6 que estos 3 genes de Arabidopsis
codificaban factores de transcripcion (AtMYB33, AtMYBG65 y AtMYB101) y podian sustituir la expresiéon de GAMYB
de la cebada y de la a-amilasa de control (Gocal y col. (2001) Plant Physiol. 127: 1682-1693).

(6) El gen del control floral LEAFY de Arabidopsis puede acelerar espectacularmente la floracion en numerosas
plantas dicotiledéneas. La expresion constitutiva de LEAFY de Arabidopsis también producia la floracién temprana
en el arroz transgénico (una monocotiledéneas), con una fecha de espigamiento que era 26-34 dias antes que la de
las plantas silvestres. Estas observaciones indican que los genes reguladores de la floracién de Arabidopsis son
herramientas utiles para mejorar la fecha de espigamiento en cultivos de cereales (He y col. (2000) Transgenic Res.
9: 223-227).

(7) Las giberelinas (GA) bioactivas son reguladores endégenos esenciales del crecimiento de la planta. La
sefializacién de GA tiende a ser conservada a través del reino vegetal. La sefalizacion de GA es mediada por GAl,
un miembro nuclear de la familia GRAS de factores de transcripcion de plantas. Se ha mostrado que GAIl de
Arabidopsis funciona en el arroz para inhibir las rutas de respuestas a las giberelinas (Fu y col. (2001) Plant Cell 13:
1791-1802).

(8) El gen SUPERMAN (SUP) de Arabidopsis codifica un factor de transcripcion presunto que mantiene el limite
entre los estambres y los carpelos. Mediante la expresién en exceso de SUP de Arabidopsis en el arroz, se mostré
que el efecto de la presencia de los genes en los bordes de los verticilos era conservado. Esto demostraba que SUP
es un regulador conservado de los bordes de los verticilos florales y afecta a la proliferacion celular (Nandi y col.
(2000) Curr. Biol. 10: 215-218).

(9) Los factores de transcripcion myb de maiz, petunia y Arabidopsis que regulan la biosintesis de flavonoides son
genéticamente similares y afectan al mismo rasgo en su especie nativa; por lo tanto, la secuencia y la funciéon de
estos factores de transcripcidon myb se correlacionan entre si en diversas especies (Borevitz y col. (2000) Plant Cell
12: 2383-2394).

(10) Los genes de la altura reducida del trigo 1 (Rht-B1/Rht-D1) y maiz enano 8 (d8) son ortdlogos del gen insensible
a la giberelina (GAIl) de Arabidopsis. Ambos genes se han usado para producir variedades de grano enano que tiene
un mejor rendimiento de granos. Estos genes codifican proteinas que se parecen a los factores de transcripcion
nucleares y contienen un dominio de tipo SH-2, indicando que la fosfotirosina puede participar en la sefializacion de
la giberelina. Las plantas de arroz transgénicoas que contienen un alelo de GAl mutante de Arabidopsis han
mostrado producir menores respuestas a la giberelina y las hacen enanas, indicando que los ortdlogos de GAI
mutantes se podrian usar para aumentar el rendimiento en una amplia variedad especies de cultivo (Peng y col.
(1999) Nature 400: 256-261).

[0113] Los factores de transcripcion que son homologos a las secuencias listadas tipicamente compartiran al
menos aproximadamente una identidad de secuencia de aminoacidos de 70% en su dominio conservado. Los
factores de transcripcidbn mas estrechamente relacionados pueden compartir al menos aproximadamente 79% o
aproximadamente 90% o aproximadamente 95% o aproximadamente 98% o mayor identidad de secuencia con las
secuencias listadas, o con las secuencias listadas pero excluyendo o fuera de una secuencia consenso conocida o
sitio de union al ADN consenso, o con las secuencias listadas excluyendo uno o todos los dominios conservados.
Los factores que estan mas estrechamente relacionados con las secuencias listadas comparten, por ejemplo, al
menos aproximadamente 85%, aproximadamente 90% o aproximadamente 95% o mayor % de identidad de
secuencia con las secuencias listadas, o con las secuencias listadas pero excluyendo o fuera de una secuencia
consenso conocida o sitio de unién al ADN consenso, o fuera de uno o todos los dominios conservados. A nivel de
nucledtidos, las secuencias tipicamente compartiran una identidad de secuencia de nucleétidos de al menos
aproximadamente 40%, preferiblemente al menos aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70% o aproximadamente 80% de identidad de secuencia y mas preferiblemente
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aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 95% o aproximadamente 97% o mayor identidad
de secuencia con una o mas de las secuencias listadas, o con una secuencia listada pero excluyendo o fuera de una
secuencia consenso conocida o sitio de union al ADN consenso, o fuera de uno o todos los dominios conservados.
La degeneracion del codigo genético permite variaciones importantes de la secuencia de nucleétidos de un
polinucledtido mientras que se mantiene la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. Los dominios AP2
dentro de la familia de factores de transcripcion AP2 puede presentar un grado mayor de homologia de secuencia,
tal como una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% incluyendo sustituciones conservativas, y
preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 80%, y mas preferiblemente al menos 85%, o al menos
aproximadamente 86%, o al menos aproximadamente 87%, o al menos aproximadamente 88%, o al menos
aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 98% de identidad de
secuencia. Los factores de transcripcion que son homoélogos con las secuencias listadas deben compartir una
identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 30%, o al menos aproximadamente 60%, o al menos
aproximadamente 75%, o al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 90%, o al menos
aproximadamente 95% a lo largo de la longitud entera del polipéptido o el homélogo.

[0114] El porcentaje de identidad se puede determinar electronicamente, por ejemplo usando el programa
MEGALIGN (DNASTAR, Inc. Madison, Wis.). El programa MEGALIGN puede crear alineamientos entre dos o mas
secuencias de acuerdo con diferentes procedimientos, por ejemplo, el procedimiento clustal (por ejemplo, en Higgins
y Sharp (1988) Gene 73: 237-244). El algoritmo clustal agrupa secuencias en agrupaciones examinando las
distancias entre todos los pares. Las agrupaciones se alinean en parejas y después en grupos. Se pueden usar
otros programas o algoritmos de alineamiento, incluyendo FASTA, BLAST, o ENTREZ, FASTA y BLAST, y se
pueden usar para calcular el porcentaje de similitud. Estos estan disponibles como parte del paquete de analisis de
secuencia GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden usar con o sin los parametros por defecto.
ENTREZ esta disponible en el National Center for Biotechnology Information. En una realizacién, el porcentaje de
identidad de dos secuencias se puede determinar mediante el programa GCG con un peso de hueco de 1, por
ejemplo, cada hueco de aminoacido se pesa como si fuera un solo aminoacido o emparejamiento erréneo de
nucledtido entre las dos secuencias (USPN 6.262.333).

[0115] Se describen otras técnicas de alineamiento en Enzymology, vol. 266, “Computer Methods for
Macromolecular Sequence Analysis” (1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., San Diego, Calif., EE.UU.
Preferiblemente, se usa un programa de alineamiento que permite huecos en la secuencia para alinear las
secuencias. EI Smith-Waterman es un tipo de algoritmo que permite huecos en los alineamientos de secuencias
(Shpaer (1997) Methods Mol. Biol. 70: 173-187). También se puede usar el programa GAP, usando el procedimiento
de alineamiento de Needleman y Wunsch para alinear las secuencias. Una estrategia de busqueda alternativa usa el
software MPSRCH, el cual funciona en un ordenador MASPAR. MPSRCH usa un algoritmo de Smith-Waterman
para puntuar las secuencias en un ordenador de procesamiento paralelo masivo. Este procedimiento implica la
capacidad de coger emparejamientos relacionados a distancia, y es especialmente tolerante para huecos pequefios
y errores de secuencias de nucleétidos. Las secuencias de aminoacidos codificadas por acidos nucleicos se pueden
usar para buscar en bases de datos tanto de proteinas como de ADN.

[0116] El porcentaje de similitud entre dos secuencias de polipéptido, por ejemplo la secuencia A y la
secuencia B, se calcula dividiendo la longitud de la secuencia A, menos el numero de huecos de restos de la
secuencia A, menos el numero de restos de huecos en la secuencia B, entre la suma de los emparejamientos de
restos entre la secuencia A y la secuencia B, por cien. Los huecos sin o con poca similitud entre las dos secuencias
de aminoacidos no estan incluidos en la determinacion del porcentaje de similitud. El porcentaje de identidad entre
secuencias de polinucleotidos también se puede contar o calcular por otros procedimientos conocidos en la técnica,
por ejemplo, el procedimiento de Jotun Hein (por ejemplo, en Hein (1990) Methods Enzymol. 183: 626-645). La
identidad entre secuencias también se puede determinar por otros procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo, variando las condiciones de hibridacion (solicitud de patente de EE.UU. N° 20010010913).

[0117] Por lo tanto, la invencion proporciona procedimientos para identificar una secuencia similar o paraloga
u ortéloga u homdloga de uno o mas polinucleétidos como se indica en el presente documento, 0 uno o mas
polipéptidos diana codificados por los polinucleétidos, o lo que se indique de otra manera en el presente documento,
y puede incluir la conexion o asociacion del fenotipo de una planta dada o funcién génica con una secuencia. En los
procedimientos, se proporciona una base de datos de secuencias (local o a través de internet o intranet) y se plantea
una cuestion frente a la base de datos de secuencias usando las secuencias relevantes del presente documento y
los fenotipos de plantas o funciones de genes asociados.

[0118] Ademas, se pueden usar una o mas secuencias de polinucleétidos o uno o mas polipéptidos
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codificados por las secuencias de polinucleétidos para buscar frente a BLOCKS (Bairoch y col. (1997) Nucleic Acids
Res. 25: 217-221), PFAM, y otras bases de datos que contienen patrones, secuencias y funciones de genes
previamente identificados y anotados. Se pueden usar los procedimientos que buscan patrones de secuencia
primaria con penalizaciones por huecos en la estructura secundaria (Smith y col. (1992) Protein Engineering 5: 35-
51) asi como algoritmos tales como Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul (1993) J. Mol. Evol. 36:
290-300; Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410), BLOCKS (Henikoff y Henikoff (1991) Nucleic Acids Res.
19: 6565-6572), Hidden Markov Models (HMM; Eddy (1996) Curr. Opin. Str. Biol. 6: 361-365; Sonnhammer y col.
(1997) Proteins 28: 405-420), y similares, para manipular y analizar secuencias de polinucleétidos y polipéptidos
codificados por los polinucleétidos. Estas bases de datos, algoritmos y otros procedimientos son bien conocidos en
la técnica y se describen en Ausubel y col. (1997) “Short Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons, Nueva
York, NY, unit 7.7) y en Meyers (1995) “Molecular Biology and Biotechnology”, Wiley VCH, Nueva York, NY, p 856-
853).

[0119] Un procedimiento adicional para identificar o confirmar que las secuencias homologas especificas
controlan la misma funcién es por comparacion del o de los perfiles de los transcritos obtenidos tras la expresion en
exceso o inactivacion de dos o mas factores de transcripcion relacionados. Puesto que los perfiles de transcritos son
diagnéstico para estados celulares especificos, un experto la materia apreciara que los genes que tienen un perfil de
transcritos muy similar (por ejemplo, con mas de 50% de los transcritos regulados en comun, mas preferiblemente
con mas de 70% de los transcritos regulados en comun, lo mas preferiblemente con mas de 90% de los transcritos
regulados en comun) tendran funciones muy similares. Fowler y col. (2002) Plant Cell 14: 1675-1679) han mostrado
que 3 genes paralogos de la familia AP2 (CBF1, CBF2 y CBF3), cada uno de los cuales es inducido tras tratamiento
con frio, y cada uno de los cuales pueden condicionar una mejor tolerancia a la helada, tienen perfiles de transcritos
muy similares. Una vez que se ha mostrado que un factor de transcripcién proporciona una funcién especifica, su
perfil de transcritos se convierte en una herramienta de diagnostico para determinar si paralogos u ortdélogos
presuntos tienen la misma funcion.

[0120] Ademas, se pueden usar procedimientos que usan el alineamiento manual de secuencias similares u
homologas con una o mas secuencias de polinucleétidos o uno o mas polipéptidos codificados por las secuencias de
polinucleoétidos, para identificar regiones de similitud y dominios de union de AP2. Dichos procedimientos manuales
son bien conocidos para el experto en la materia y pueden incluir, por ejemplo, comparaciones de la estructura
terciaria entre una secuencia de polipéptido codificada por un polinucleétido que comprende una funcién conocida
con una secuencia de polipéptido codificado por una secuencia de polinucleétido que tiene una funcién todavia no
determinada. Dichos ejemplos de estructura terciaria pueden comprender hélices a, laminas (3, hélices anfipaticas,
patrones de cremallera de leucina, patrones de dedos de cinc, regiones ricas en prolina, patrones de repeticion de
cisteina, y similares.

[0121] Los ortélogos y paralogos de los presentes factores de transcripcion descritos, se pueden clonar
usando composiciones proporcionadas por la presente invencién de acuerdo con procedimientos conocidos en la
técnica. Los ADNc se pueden clonar usando ARNm de una célula o tejido de planta que expresa uno de los
presentes factores de transcripcion. Las fuentes de ARNm adecuadas se pueden identificar examinando
transferencias Northern con sondas disefiadas a partir de secuencias de los presentes factores de transcripcion,
después de lo cual se prepara una biblioteca a partir del ARNm obtenido de una célula o tejido positivo. Después, el
ADNCc que codifica el factor de transcripcion se aisla usando, por ejemplo, la PCR, usando cebadores disefiados a
partir de la secuencia de genes del presente factor de transcripcion descrito, o0 mediante hibridacion con un ADNc
parcial o completa o con uno o mas conjuntos de sondas degeneradas basadas en las secuencias descritas. La
biblioteca de ADNc se puede usar para transformar células de plantas. La expresion de los ADNc de interés se
detecta usando, por ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento tales como micromatrices,
transferencias Northern, PCR cuantitativa, o cualquier otra técnica para el seguimiento de los cambios en la
expresion. Los clones gendmicos se pueden aislar usando técnicas similares a estas.

Identificaciéon de polinucleétidos o acidos nucleicos por hibridaciéon

[0122] Los polinucleétidos homologos a las secuencias ilustradas en la Lista de Secuencias y en las tablas,
se pueden identificar, por ejemplo, por hibridacion entre si en condiciones rigurosas o muy rigurosas. Los
polinucleétidos monocatenarios hibridan cuando se asocian basandose en una variedad de fuerzas fisicoquimicas
bien caracterizada, tales como enlaces de hidrogeno, exclusion de disolvente, apilamiento de bases y similares. La
restriccion de una hibridacion refleja el grado de identidad de secuencia de los acidos nucleicos implicados, de modo
que cuanto mas altas son las condiciones rigurosas, mas similares son las dos cadenas de polinucleétido. En las
condiciones rigurosas influyen una variedad de factores, incluyendo la temperatura, concentracion de sales y
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composicion, aditivos organicos y no organicos, disolventes, etc. presentes tanto en las disoluciones de hibridacion
como en las de lavado, e incubaciones (y numero de las mismas), como se describe con mas detalle en las
referencias citadas antes.

[0123] A la estabilidad de los duplex de ADN le afecta factores tales como la composicién de bases, longitud
y grado de emparejamiento erréneo de los pares de bases. Las condiciones de hibridacién se pueden ajustar para
permitir que los ADN de diferentes secuencias relevantes hibriden. La temperatura de fusion (Tr) se define como la
temperatura cuando 50% de las moléculas de duplex se han disociado en sus constituyentes de cadenas sencillas.
Las temperaturas de fusion de un duplex perfectamente emparejado, en el que el tampén de hibridaciéon contiene
formamida como agente desnaturalizante, se puede calcular por las siguientes ecuaciones:

(1) ADN-ADN:
Tul® C)=81,5+16,6(og (Na+])+0,41(% G+C)- 0,62(% formamida)-500/L
(1) ADN-ARN:
Ta(® C)=79,8+18,5(log [Na+])+0,58(% GHC)+0,12(%G+C)Y* - 0,5(% formamida) ~ B20/L
(111) ARN-ARN:

Tol® C)=79,8+18,5(log [Na+]}+0,58(% GHC)+ 0,12(%G+C)*— 0,35(% formamida) — 820/L

en las que L es la longitud del duplex formado, [Na+] es la concentracion molar del ion sodio en la disolucion de
hibridacién o de lavado, y % de G+C es el porcentaje de las bases (guanina + citosina) en el hibrido. Para hibridos
emparejados de forma imperfecta, es necesario aproximadamente 1°C para reducir la temperatura de fusion para
cada 1% de emparejamientos erréneos.

[0124] Los experimentos de hibridacién en general se llevan a cabo en un tampén con pH entre 6,8 y 7,4,
aunque la velocidad de hibridacion es casi independiente del pH a las fuerzas i6nicas que es probable que se usen
en el tampon de hibridacion (Anderson y Young (1985) "Quantitative Filter Hybridisation." En: Hames y Higgins, ed.,
Nucleic Acid Hybridisation, A Practical Approach. Oxford, IRL Press, 73-111). Ademas, se puede usar uno o mas de
los siguientes para reducir la hibridacién no especifica: ADN de esperma de salmén tratado con ultrasonidos u otro
ADN no complementario, albumina de suero bovino, pirofosfato de sodio, dodecilsulfato de sodio (SDS),
polivinilpirrolidona, Ficoll y disolucién de Denhardt. El sulfato de dextrano y el polietilenglicol 6000 actuan para excluir
el ADN de la disolucion, aumentando asi la concentracién de ADN sonda eficaz y la sefial de hibridaciéon en una
unidad de tiempo dada. En algunos casos, pueden ser deseables o necesarias condiciones incluso mas rigurosas
para reducir la hibridacién de fondo y/o no especifica. Estas condiciones se pueden crear con el uso de temperatura
mayor, fuerza ibnica menor y mayor concentracion de un agente desnaturalizante tal como la formamida.

[0125] Las condiciones rigurosas se pueden ajustar para cribar fragmentos moderadamente similares tales
como secuencias homélogas de organismos relacionados de forma distante, o fragmentos muy similares tales como
genes que duplican enzimas funcionales de organismos relacionados de cerca. Las condiciones rigurosas se
pueden ajustar durante la etapa de hibridacion, o en los lavados posteriores a la hibridacién. La concentracién de
sal, concentracion de formamida, temperatura de hibridacion y longitud de la sonda, son variables que se pueden
usar para alterar las condiciones rigurosas (como se describe mediante la formula anterior). Como norma general las
condiciones muy rigurosas se llevan a cabo tipicamente de T+-5°C a T+-20°C, condiciones rigurosas moderadas de
T+20°C a T#~35°C y condiciones poco rigurosas de Ty 35°C a T~50°C, para duplex de >150 pares de bases. La
hibridacién se puede llevar a cabo en condiciones de poco rigurosas a moderadas (25-50°C por debajo de la Ty),
seguido de lavados posteriores a la hibridacién con condiciones rigurosas crecientes. Las velocidades de hibridacion
maximas en disolucién se determina empiricamente que se producen a T+25°C para duplex de ADN-ADN y T¢~15°C
para duplex de ARN-ADN. Opcionalmente, el grado de disociacion se puede evaluar después de cada etapa de
lavado para determinar la necesidad de posteriores etapas de lavado, de condiciones mas rigurosas.

[0126] Las condiciones rigurosas altas se pueden usar para seleccionar secuencias de acidos nucleicos con

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361749 T3

grados altos de identidad con las secuencias descritas. Un ejemplo de condiciones de hibridaciéon rigurosas
obtenidas en un procedimiento basado en filtro, tal como una transferencia Southern o Northern para la hibridacién
de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de 100 restos complementarios, es aproximadamente de 5°C
a 20°C inferior que el punto de fusién térmico (Tr) para la secuencia especifica con una fuerza iénica y pH definidos.
Las condiciones usadas para la hibridacién pueden incluir cloruro de sodio de aproximadamente 0,02 M a
aproximadamente 0,15 M, caseina de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 5%, SDS aproximadamente al
0,02% o N-laurilsarcosina aproximadamente al 0,1%, citrato de sodio de aproximadamente 0,001 M a
aproximadamente 0,03 M, a temperaturas de hibridacién entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 70°C.
Mas preferiblemente, las condiciones muy rigurosas son cloruro de sodio aproximadamente 0,02 M, caseina
aproximadamente al 0,5%, SDS aproximadamente al 0,02%, citrato de sodio aproximadamente 0,001 M, a una
temperatura de aproximadamente 50°C. Las moléculas de acido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas
tipicamente hibridaran con una sonda basada en la molécula de ADN entera o partes seleccionadas, por ejemplo,
con una subsecuencia unica del ADN.

[0127] La concentraciéon de sal rigurosa normalmente serd menor de aproximadamente NaCl 750 mM y
citrato trisédico 75 mM. Se pueden obtener condiciones rigurosas crecientes con menos de aproximadamente NaCl
500 mM vy citrato trisédico 50 mM, hasta condiciones incluso mas rigurosas con menos de aproximadamente NaCl
250 mM vy citrato trisédico 25 mM. La hibridacion en condiciones poco rigurosas se puede obtener en ausencia de
disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que la hibridacién en condiciones muy rigurosas se puede
obtener en presencia de formamida al menos aproximadamente al 35% y mas preferiblemente formamida al menos
aproximadamente al 50%. Las condiciones de temperatura rigurosas normalmente incluiran temperaturas de al
menos aproximadamente 30°C, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 37°C y lo mas preferiblemente
de al menos aproximadamente 42°C, con formamida presente. Los diversos parametros adicionales, tales como el
tiempo de hibridacion, la concentracién de detergentes, por ejemplo, de dodecilsulfato de sodio (SDS) y la fuerza
idnica, son bien conocidas por el experto en la materia. Los diferentes niveles de condiciones rigurosas se logran
combinando estas diferentes condiciones segun sea necesario.

[0128] Las etapas de lavado que siguen a la hibridacion también pueden tener distintas condiciones
rigurosas; las etapas de lavado posteriores a la hibridacién determinan principalmente la especificidad de la
hibridacién, siendo los factores mas criticos la temperatura y la fuerza iénica de la disolucién de lavado final. Las
condiciones de lavado rigurosas se pueden aumentar disminuyendo la concentracion de sales o aumentando la
temperatura. Las condiciones rigurosas de la concentracion de sales para las etapas de lavado seran
preferiblemente menores de aproximadamente NaCl 3 mM y citrato so6dico 3 mM, y lo mas preferiblemente menores
de aproximadamente NaCl 1,5 mM y citrato sédico 1,5 mM.

[0129] Por lo tanto, las condiciones de hibridacion y de lavado que se pueden usar para unir y eliminar
polinucleétidos con homologia menor de la deseada con las secuencias de acidos nucleicos o sus complementarias
que codifican los factores de transcripcion presentes incluyen, por ejemplo:

6X SSC a 65°C;

formamida al 50%, 4X SSC a 42°C; o

0,5X SSC, SDS al 0,1% a 65°C;

con, por ejemplo, 2 etapas de lavado de 10-30 minutos cada una. Las variaciones Utiles de estas condiciones seran
facilmente evidentes para el experto en la materia.

[0130] Un experto en la materia no esperara una variacion sustancial entre las especies de polinucleétidos
abarcadas en el alcance de la presente invencién, porque las condiciones muy rigurosas expuestas en las formulas
anteriores dan polinucleétidos estructuralmente similares.

[0131] Si se desea, se pueden usar etapas de lavado incluso mas rigurosas, incluyendo aproximadamente
0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C y lavado dos veces, siendo cada etapa de lavado de aproximadamente 30 min, o
aproximadamente 0,1 X SSC, SDS al 0,1% a 65°C y lavado dos veces durante 30 min. La temperatura de las
disoluciones de lavado normalmente sera al menos aproximadamente 25°C, y para condiciones mas rigurosas al
menos aproximadamente 42°C. Las condiciones rigurosas de la hibridacion se pueden aumentar incluso mas
usando las mismas condiciones que en las etapas de hibridacidon, aumentando la temperatura de lavado de
aproximadamente 3°C a aproximadamente 5°C, y las condiciones rigurosas se pueden aumentar incluso mas
usando las mismas condiciones excepto que la temperatura de lavado se aumenta de aproximadamente 6°C a
aproximadamente 9°C. Para la identificacion de homdélogos menos relacionados, las etapas de lavado se pueden
llevar a cabo a una temperatura inferior, por ejemplo, 50°C.
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[0132] Un ejemplo de una etapa de lavado de condiciones rigurosas bajas usa una disolucion y condiciones
de al menos 25°C en NaCl 30 mM, citrato trisédico 3 mM y SDS al 0,1% durante 30 min. Se pueden obtener
condiciones mas rigurosas a 42°C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM y SDS al 0,1% durante 30 min. Se
obtienen condiciones incluso mas rigurosas a 65-68°C en una disolucién de NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mMy
SDS al 0,1%. Los procedimientos de lavado usaran en general al menos 2 etapas finales de lavado. Las variaciones
adicionales de estas condiciones seran facilmente evidentes para el experto en la materia (por ejemplo, en la
solicitud de patente de EE.UU. N° 20010010913).

[0133] Las condiciones rigurosas se pueden seleccionar de modo que un oligonucleétido que sea
perfectamente complementario con el oligonucleétido codificante hibride con el oligonucleétido codificante con una
relacion de sefal a ruido de al menos aproximadamente 5-10x mayor que la relacion para la hibridacién del
oligonucleotido perfectamente complementario con un &cido nucleico que codifica un factor de transcripcion
conocido en la fecha de presentacién de la solicitud. Puede ser deseable seleccionar condiciones para un ensayo
particular de modo que se obtenga una relacion de seial a ruido mayor, es decir, aproximadamente 15x o mas. Por
consiguiente, un acido nucleico objeto hibridara con un oligonucleétido codificante Unico con una relaciéon de sefal a
ruido de al menos 2x o mayor, comparado con la hibridacién del oligonucleétido codificante con un acido nucleico
que codifica un polipéptido conocido. La sefial particular dependera del marcador usado en el ensayo pertinente, por
ejemplo, un marcador fluorescente, un marcador colorimétrico, un marcador radiactivo, o similares. La hibridacion
marcada o sondas de PCR para detectar secuencias de polinucleétidos relacionadas se pueden producir por
oligomarcaje, traslado de mellas, marcaje del extremo o amplificacion por PCR usando un nucleétido marcado.

[0134] La invencion abarca todas las secuencias de polinucle6tidos que son capaces de hibridar con las
secuencias de polinucleétidos de la Lista de Secuencias, y fragmentos de las mismas en diferentes condiciones
rigurosas (por ejemplo, en Wahl y Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 399-407, y Kimmel (1987) Methods
Enzymol. 152: 507-511). Las valoraciones de homologia se proporcionan por hibridacion de ADN-ADN o ADN-ARN
en condiciones rigurosas como entienden bien los expertos en la materia (Hames y Higgins, Eds. (1985) “Nucleic
Acid Hybridisation: A Practical Approach”, IRL Press, Oxford, Reino Unido). Las condiciones rigurosas se pueden
ajustar para cribar fragmentos moderadamente similares, tales como secuencias homologas de organismos
relacionados lejanamente, hasta fragmentos muy similares, tales como genes que duplican enzimas funcionales de
organismos estrechamente relacionados. Los lavados posteriores a la hibridacion determinan las condiciones
rigurosas.

Identificacion de polinucledtidos o acidos nucleicos con bibliotecas de expresion

[0135] Ademas de los procedimientos de hibridacion, se pueden obtener polipéptidos homologos de factores
de transcripcion mediante el cribado de una biblioteca de expresién usando anticuerpos especificos para uno o mas
factores de transcripcion. Proporcionando en el presente documento el factor de transcripcion descrito y secuencias
de acidos nucleicos homologas de los factores de transcripcion, el o los polipéptidos codificados se pueden expresar
y purificar en un sistema de expresion heterélogo (por ejemplo, E. coli) y usar para producir anticuerpos
(monoclonales o policlonales) especificos para el o los polipéptidos en cuestion. También se pueden producir
anticuerpos contra péptidos sintéticos derivados de secuencias o subsecuencias de aminoacidos de un factor de
transcripcion u homologo del factor de transcripcion. Los procedimientos para producir anticuerpos son bien
conocidos en la técnica y se describen en Harlow y Lane (1988), “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York. Dichos anticuerpos se pueden usar después para cribar una biblioteca de expresion
producida a partir de la planta de la cual se desean clonar homologos de factores de transcripcion adicionales,
usando los procedimientos descritos antes. Los ADNc seleccionados se pueden confirmar mediante secuenciacion y
actividad enzimatica.

Variaciones de secuencia

[0136] Los expertos en la materia apreciaran facilmente que cualquiera de una variedad de secuencias de
polinucledtidos son capaces de codificar los factores de transcripcion y polipéptidos homologos de factores de
transcripcion de la invencion. Debido a la degeneracion del cddigo genético, muchos polinucleétidos diferentes
pueden codificar polipéptidos idénticos y/o sustancialmente similares ademas de las secuencias ilustradas en la
Lista de Secuencias. Los acidos nucleicos que tienen una secuencia que difiere de las secuencias mostradas en la
Lista de Secuencias, o secuencias complementarias, que codifican péptidos funcionalmente equivalentes (es decir,
péptidos que tienen el mismo grado de actividad bioloégica equivalente o similar) pero difieren en la secuencia
respecto a la secuencia mostrada en la Lista de Secuencias debido a la degeneracion del cddigo genético, también

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2361749 T3

estan dentro del alcance de la invencion.

[0137] Las secuencias de polinucleétidos alteradas que codifican polipéptidos incluyen las secuencias con
eliminaciones, inserciones o sustituciones de diferentes nucleétidos, que dan como resultado un polinucleétido que
codifica un polipéptido con al menos una caracteristica funcional de los presentes polipéptidos. Estan incluidos en
esta definicion los polimorfismos que pueden ser o no facilmente detectables usando una sonda de oligonucleétido
particular del polinucleétido que codifica los presentes polipéptidos, y la hibridacion inadecuada o inesperada con
variantes alélicas, con un locus distinto del locus cromosémico normal para la secuencia de polinucle6tido que
codifica los presentes polipéptidos.

[0138] Las variantes alélicas se refieren a cualquiera de dos o0 mas formas alternativas de un gen que ocupan
el mismo locus cromosémico. La variacion alélica surge naturalmente por mutacion, y puede dar como resultado
polimorfismo fenotipico dentro de las poblaciones. Las mutaciones de genes pueden ser silenciosas (es decir no hay
cambio en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos
alterada. La expresion variante alélica también se usa en el presente documento para indicar una proteina codificada
por una variante alélica de un gen. La variante por corte y empalme se refiere a formas alternativas de ARN
transcritas a partir de un gen. La variacién por corte y empalme surge de forma natural por el uso de sitios de corte y
empalme alternativos dentro de una molécula de ARN transcrita, o de forma menos comun entre moléculas de ARN
transcritas por separado, y puede producir varios ARNm transcritos a partir del mismo gen. Las variantes por corte y
empalme pueden codificar polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos alterada. La expresion variante por
corte y empalme también se usa en el presente documento para indicar una proteina codificada por una variante por
corte y empalme de un ARNm transcrito a partir de un gen.

[0139] Los expertos en la materia reconoceran que, por ejemplo, G2133, SEQ ID NO: 12, representa un solo
factor de transcripcion, y se puede esperar que se produzca variacion alélica y corte y empalme alternativo. Las
variantes alélicas de la SEQ ID NO: 11 se pueden clonar mediante hibridacion de bibliotecas de ADNc o gendmicas
de diferentes organismos individuales de acuerdo con procedimientos estandar. Las variantes alélicas de la
secuencia de ADN mostrada en la SEQ ID NO: 11, incluyendo las que contienen mutaciones silenciosas y aquellas
en las que las mutaciones producen cambios en la secuencia de aminoacidos, estan dentro del alcance de la
presente invenciéon, como lo estan las proteinas que son variantes alélicas de la SEQ ID NO: 12. Los ADNc
generados a partir de ARNm de corte y empalme alternativo, que retienen las propiedades del factor de transcripcion
estan incluidos dentro del alcance de la presente invenciéon, como lo estan los polipéptidos codificados por dichos
ADNc y ARNm. Las variantes alélicas y variantes por corte y empalme de estas secuencias se pueden clonar por
hibridaciéon de bibliotecas de ADNc o gendmicas de diferentes organismos o tejidos individuales de acuerdo con
procedimientos estandar conocidos en la técnica (documento USPN 6.388.064).

[0140] Por lo tanto, ademas de las secuencias expuestas en la Lista de Secuencias, la invencién también
abarca moléculas de acidos nucleicos relacionadas que incluyen variantes alélicas o por corte y empalme de las
secuencias de la Lista de Secuencias, e incluyen secuencias que son complementarias de cualquiera de las
secuencias de nucleétidos anteriores. Las moléculas de acido nucleico relacionadas también incluyen secuencias de
nucleodtidos que codifican un polipéptido que comprende una sustitucion, modificacién, adicion y/o eliminacion de
uno o mas restos de aminoacidos comparado con las secuencias de polipéptidos de la Lista de Secuencias y
equivalogos. Dichos polipéptidos relacionados pueden comprender, por ejemplo, adiciones y/o eliminaciones de uno
0 mas sitios de glicosilacion unidos a N o unidos a O, o una adicion y/o una eliminacion de uno o mas restos de
cisteina.

[0141] Por ejemplo, la tabla 3 ilustra, por ejemplo, que los codones AGC, AGT, TCA, TCC, TCG, y TCT
codifican todos el mismo aminoacido: la serina. Por consiguiente, en cada posicion en la secuencia en la que hay un
codoén que codifica una serina, se puede usar cualquiera de las secuencias trinucleétidas anteriores sin alterar el

polipéptido codificado.
Tabla 3
Aminoacido Posibles Codones
Alanina Ala A GCA GCC GCG 60T
Cisteina Cys C TGC TGT
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Aminoacido Posibles Codones
Acido aspartico Asp D GAC GAT
Acido glutdmico Glu  E GAA  GAG
Fenilalanina Phe F TTC  TIT
Glicina Gy G GGA GGG GGG GGT
Histidina Hs H CAC CAT
Isoleucina lle I ATA  ATC ATT
Lisina Lys K AAA  AAG
Leucina Leu L TTA TIG CTA CTC CTG CTT
Metionina Met M ATG
Asparagina Asn N AAC  AAT
Prolina Pro P CCA CCC CCG CCT
Glutamina Gn Q CAA CAG
Arginina Ag R AGA AGG CGA CGC CGG CGT
Serina Ser S AGC AGT TCA TCC TCG TCT
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACT
Valina Val V GTA GTC GIG GTT
Triptéfano Tp W TGG
Tirosina Tyr Y TAC  TAT
[0142] Las alteraciones de secuencia que no cambien la secuencia de aminoacidos codificada por el

polinucleétido se denominan variaciones “silenciosas”. Con la excepcién de los codones ATG y TGG, que codifican
la metionina y el triptéfano, respectivamente, cualquiera de los posibles codones para el mismo aminoécido se
puede sustituir por una variedad de técnicas, por ejemplo, mutagénesis dirigida, disponible en la técnica. Por
consiguiente, todas y cualquiera de dichas variaciones de una secuencia seleccionada de la tabla anterior son una
caracteristica de la invencion.

[0143] Ademés de las variaciones silenciosas, se pueden hacer otras variaciones conservativas que alteran
uno o algunos restos de aminoacidos en el polipéptido codificado, sin alterar la funcién del polipéptido, y estas
variantes conservativas son también una caracteristica de la invencion.

[0144] Por ejemplo, la invencién también prevé sustituciones, eliminaciones e inserciones introducidas en las
secuencias proporcionadas en la Lista de Secuencias. Dichas modificaciones de secuencia se pueden disefiar en
una secuencia mediante mutagénesis dirigida (Wu (ed.) Methods Enzymol. (1993) vol. 217, Academic Press) o por
otros procedimientos indicados mas adelante. Las sustituciones de aminoacidos normalmente son de restos
individuales; las inserciones normalmente seran del orden de aproximadamente de 1 a 10 restos de aminoacidos; y
las eliminaciones estaran en el intervalo de aproximadamente 1 a 30 restos. En una realizacion, las eliminaciones o
inserciones se hacen en pares adyacentes, por ejemplo, una eliminacién de dos restos o insercién de dos restos. Se
pueden combinar sustituciones, eliminaciones, inserciones o cualquier combinacién de los mismos para llegar a una
secuencia. Las mutaciones que se hacen en el polinucleétido que codifica el factor de transcripcion no deben poner
a la secuencia fuera del marco de lectura y no deben crear regiones complementarias que puedan producir una
estructura de ARNm secundaria. Preferiblemente, el polipéptido codificado por el ADN realiza la funcién deseada.

[0145] Las sustituciones conservativas son aquellas en las que se ha eliminado al menos un resto en la
secuencia de aminoacidos y se ha insertado un resto diferente en su lugar. Dichas sustituciones en general se
hacen de acuerdo con la tabla 4 cuando se desea mantener la actividad de la proteina. La tabla 4 muestra los
aminoacidos que se pueden sustituir por un aminoacido en una proteina y que se considera normalmente como
sustituciones conservativas.

30



ES 2361749 T3

Tabla 4

Resto | Sustituciones conservativas
Ala Ser

Arg Lys

Asn Gin; His
Asp Glu

Gln Asn

Cys Ser

Glu Asp

Gly Pro

His Asn; Gln

lle Leu, Val
Leu lle; Val
Lys Arg; Gln
Met Leu, lle
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr; Gly
Thr Ser; Val
Trp Tyr

Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

5
[0146] Sustituciones similares son aquellas en las que al menos un resto de la secuencia de aminoacidos se

ha eliminado y se ha insertado en su lugar un resto diferente. Dichas sustituciones en general se hacen de acuerdo
con la tabla 5 cuando se desea mantener la actividad de la proteina. La tabla 5 muestra los aminoacidos que se
pueden sustituir por un aminoacido en una proteina y que se consideran normalmente como sustituciones

10 estructurales y funcionales. Por ejemplo, un resto en la columna 1 de la tabla 5 se puede sustituir por un resto en la
columna 2; ademas, un resto en la columna 2 de la tabla 5 se puede sustituir por el resto de la columna 1.

31



10

15

20

25

ES 2361749 T3

Tabla 5

Resto Sustituciones conservativas
Ala Ser, Thr, Gly; Val; Leu; lle
Arg Lys; His; Gly
Asn Gln; His; Gly; Ser; Thr
Asp Glu, Ser; Thr
Gln Asn: Ala
Cys Ser; Gly
Gln Asp
Gly Pro; Arg
His Asn; Gln; Tyr; Phe: Lys: Arg
lle Ala; Leu; Val; Gly; Met
Leu Ala; lle; Val; Gly; Met
Lys Arg; His; Gln; Gly; Pro
Met Leu; lle; Phe
Phe Met; Leu; Tyr; Trp; His: Val; Ala
Ser Thr; Gly, Asp; Ala; Val, lle; His
Thr Ser; Val; Ala; Gly
Trp Tyr, Phe; His
Tyr Trp; Phe; His
Val Ala; lle; Leu; Gly; Thr; Ser; Glu

[0147] Se pueden seleccionar sustituciones que son menos conservativas que las de la tabla 5 escogiendo

restos que difieren de forma mas significativa en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena
principal del polipéptido en la zona de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacion de lamina o de hélice, (b)
la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que se
espera que en general produzcan cambios mas grandes en las propiedades de la proteina seran aquellas en las que
(a) un resto hidréfobo, por ejemplo, leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo, se sustituye por un resto hidréfilo,
por ejemplo, serilo o treonilo, (o a la inversa); (b) cualquier otro resto se sustituye por una cisteina o prolina (o0 a la
inversa); (c) un resto electronegativo, por ejemplo, glutamilo o aspartilo, se sustituye por un resto que tiene una
cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisilo, arginilo o histidilo (o a la inversa); o (d) un resto que no tiene
cadena lateral, por ejemplo, glicina, se sustituye por uno que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo,
fenilalanina (o a la inversa).

Modificacion adicional de las secuencias de la invencién - mutacion/evolucion forzada

[0148] Ademas de generar sustituciones silenciosas o conservativas como se ha indicado antes, la presente
invencion incluye opcionalmente procedimientos para modificar las secuencias de la lista de secuencias. En los
procedimientos, se usan procedimientos de modificacion de acidos nucleicos o proteinas para alterar las secuencias
dadas para producir mas secuencias y/o para modificar quimica o enzimaticamente secuencias dadas para cambiar
las propiedades de los acidos nucleicos o proteinas.

[0149] Por lo tanto, en una realizacion, las secuencias de acidos nucleicos dadas se modifican, por ejemplo,
de acuerdo con la mutagénesis estandar o procedimientos de evoluciéon artificial para producir secuencias
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modificadas. Las secuencias modificadas se pueden crear usando polinucleétidos naturales purificados aislados de
cualquier organismo o se pueden sintetizar a partir de composiciones y productos quimicos purificados usando
medios quimicos bien conocidos para el experto en la materia. Por ejemplo, Ausubel, véase antes, proporciona
detalles adicionales de los procedimientos de mutagénesis. Los procedimientos de evolucién forzada artificial se
describen, por ejemplo, en Stemmer (1994) Nature 370: 389-391, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 10747-
10751, y patentes de EE.UU. 5.811.238, 5.837.500, y 6.242.568. Se describen procedimientos para disefiar factores
de transcripcion sintéticos y otros polipéptidos, por ejemplo, en Zhang y col. (2000) J. Biol. Chem. 275: 33850-33860,
Liu y col. (2001) J. Biol. Chem. 276: 11323-11334, e Isalan y col. (2001) Nature Biotechnol. 19: 656-660. También
estan disponibles muchos otros procedimientos de mutacién y de evolucién y se basara en el criterio del experto.

[0150] Igualmente, se puede llevar a cabo la alteracion quimica o enzimatica de acidos nucleicos expresados
y polipéptidos mediante procedimientos estandar. Por ejemplo, una secuencia se puede modificar por adicion de
lipidos, azucares, péptidos, compuestos organicos o inorganicos, por la inclusion de nucle6tidos o aminoéacidos
modificados, o similares. Por ejemplo, se ilustran técnicas de modificacion de proteinas en Ausubel, véase antes. En
el presente documento se pueden encontrar mas detalles sobre las modificaciones quimicas y enzimaticas. Estos
procedimientos de modificacién se pueden usar para modificar cualquier secuencia dada, o para modificar cualquier
secuencia producida por los diferentes procedimientos de modificacién por mutacién y evolucion artificial indicados
en el presente documento.

[0151] Por consiguiente, la invencién proporciona la modificacién de cualquier acido nucleico dado por
mutacién, evolucién, modificacion quimica o enzimatica, u otros procedimientos disponibles, asi como los productos
producidos por la practica de dichos procedimientos, por ejemplo, usando las secuencias del presente documento
como un sustrato de partida para los diferentes procedimientos de modificacion.

[0152] Por ejemplo, se puede usar una secuencia codificante optimizada que contiene codones preferidos por
un hospedador procariota o eucariota particular, por ejemplo, para aumentar la velocidad de traduccién o para
producir transcritos de ARN recombinante que tienen las propiedades deseadas, tales como una semivida mas
prolongada, comparado con los transcritos producidos usando una secuencia no optimizada. Los codones de parada
de la traduccion también se pueden modificar para reflejar la preferencia del hospedador. Por ejemplo, los codones
de parada preferidos para Saccharomyces cerevisiae y mamiferos son TAA y TGA, respectivamente. El codén de
parada preferido para las plantas monocotiledéneas es TGA, mientras que los insectos y E. coli prefieren usar TAA
como codoén de parada.

[0153] Las secuencias de polinucleétidos de la presente invencion también se pueden disefiar con el fin de
alterar una secuencia codificante por una variedad de razones, incluyendo, pero sin limitar, alteraciones que
modifican la secuencia para facilitar la clonacion, procesamiento y/o expresion del producto génico. Por ejemplo, se
introducen opcionalmente alteraciones usando técnicas que son conocidas en la materia, por ejemplo mutagénesis
dirigida, para insertar nuevos sitios de restriccion, para alterar patrones de glicosilacion, para cambiar preferencias
de codones, para introducir sitios de corte y empalme, etc.

[0154] Ademas, un fragmento o dominio derivado de cualquiera de los polipéptidos de la invencion se puede
combinar con dominios derivados de otros factores de transcripcion o dominios sintéticos para modificar la actividad
biolégica de un factor de transcripcion. Por ejemplo, un dominio de unién al ADN derivado de un factor de
transcripcion de la invencion se puede combinar con el dominio de activacion de otro factor de transcripcién o con un
dominio de activacion sintético. Un dominio de activacion de la transcripcion ayuda en el inicio de la transcripcion a
partir de un sitio de unién al ADN. Los ejemplos incluyen la regién de activacion de la transcripcion de VP16 o GAL4
(Moore y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 95: 376-381; Aoyama y col. (1995) Plant Cell 7: 1773-1785), péptidos
derivados de secuencias bacterianas (Ma y Ptashne (1987) Cell 51: 113-119) y péptido sintéticos (Giniger y Ptashne
(1987) Nature 330: 670-672).

Expresion v modificacion de polipéptidos

[0155] Tipicamente, las secuencias de polinucleétidos de la invencion se incorporan en moléculas de ADN (o
ARN) recombinantes que dirigen la expresion de polipéptidos de la invencion en células hospedadoras adecuadas,
plantas transgénicas, sistemas de traduccién in vitro, o similares. Debido a la degeneracion inherente del cédigo
genético, cualquier secuencia listada se puede sustituir por secuencias de acidos nucleicos que codifican
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente equivalente, para proporcionar la
clonacion y expresion del homélogo pertinente.
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[0156] Las plantas transgénicas de la presente invencion que comprenden secuencias de polinucleétidos
recombinantes en general derivan de plantas parentales, que pueden ser ellas mismas plantas no transformadas (o
no transgénicas). Estas plantas transgénicas pueden tener un gen del factor de transcripcion “inactivado” (por
ejemplo, con una insercién genémica por recombinacion homéloga, una construccién no codificante o de ribozima) o
expresado en una extensién normal o silvestre. Sin embargo, las plantas “descendientes” transgénicas que expresan
en exceso, presentaran mayores niveles de ARNm, en las que el ARNm codifica un factor de transcripcion, es decir,
una proteina de unién al ADN que es capaz de unirse a una secuencia reguladora de ADN y que incluye la
transcripcion, y preferiblemente, la expresion de un gen del rasgo de la planta. Preferiblemente, el nivel de expresién
del ARNm sera al menos 3 veces mayor que el de la planta parental, o mas preferiblemente al menos 10 veces
mayor que los niveles de ARNm comparados con dicha planta parental, y lo mas preferiblemente al menos 50 veces
mayor comparado con dicha planta parental.

Vectores, promotores v sistemas de expresion

[0157] La presente invencion incluye construcciones recombinantes que comprenden una o mas secuencias
de acidos nucleicos del presente documento. Las construcciones tipicamente comprenden un vector, tal como un
plasmido, un césmido, un fago, un virus (por ejemplo un virus de planta), un cromosoma artificial bacteriano (BAC),
un cromosoma artificial de levadura (YAC), o similares, en el que se habra insertado una secuencia de acido
nucleico de la invencién, en una orientacion directa o inversa. En un aspecto preferido de esta realizacion, la
construccion comprende ademas secuencias reguladoras, incluyendo, por ejemplo, un promotor operativamente
unido a la secuencia. Los expertos en la materia conocen un gran numero de vectores y promotores adecuados, y
estan disponibles en el comercio.

[0158] Los textos generales que describen técnicas de biologia molecular utiles en el presente documento,
incluyendo el uso y la produccién de vectores, promotores y muchos otros temas relevantes, incluyen Berger,
Sambrook, véase antes y Ausubel, véase antes. Cualquiera de las secuencias identificadas se puede incorporar en
un casete o vector, por ejemplo, para la expresion en plantas. Se ha descrito una serie de vectores de expresion
adecuados para la transformacion estable de células de plantas o para el establecimiento de plantas transgénicas,
incluyendo los descritos en Weissbach y Weissbach (1989) “Methods for Plant Molecular Biology” Academic Press, y
Gelvin y col. (1990) “Plant Molecular Biology Manual”, Kluwer Academic Publishers. Los ejemplos especificos
incluyen los derivados de un plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, asi como los descritos en Herrera- Estrella
y col. (1983) Nature 303: 209, Bevan (1984) Nucleic Acids Res. 12: 8711-8721, Klee (1985) Bio/Technology 3: 637-
642, para plantas dicotiledéneas.

[0159] Alternativamente, se pueden usar vectores no-Ti para transferir el ADN a plantas monocotiledéneas y
células usando técnicas de suministro de ADN libre. Dichos procedimientos pueden implicar, por ejemplo, el uso de
liposomas, electroporacion, bombardeo de microproyectiles, filamentos de carburo de silicio y virus. Usando estos
procedimientos se pueden producir plantas transgénicas tales como trigo, arroz (Gordon-Kamm (1990) Plant Cell 2:
603-618). Un embrion inmaduro también puede ser un buen tejido diana para monocotiledoneas para las técnicas de
suministro directo de ADN usando la pistola de particulas (Weeks y col. (1993) Plant Physiol. 102: 1077-1084; Vasil
(1993) Bio/Technology 10: 667-674; Wan y Lemeaux (1994) Plant Physiol. 104: 37-48, y para la transferencia de
ADN mediada por Agrobacterium (Ishida y col. (1996) Nature Biotechnol. 14: 745-750).

[0160] Tipicamente, los vectores de transformacion de plantas incluyen una o mas secuencias codificantes
clonadas de la planta (genémicas o ADNCc) bajo el control transcripcional de secuencias reguladoras 5’y 3’ y un
marcador seleccionable dominante. Dichos vectores de transformacion de plantas tipicamente contienen también un
promotor (por ejemplo, una region reguladora que controla la expresion inducible o constitutiva, regulada por el
medio ambiente o el desarrollo, especifica de célula o tejido), un sitio de inicio de la transcripcién, una sefial de
procesamiento del ARN (tal como sitios de corte y empalme, intrones), un sitio de terminacion de la transcripcion y/o
una sefal de poliadenilacion.

[0161] Una utilidad potencial de los polinucleétidos de los factores de transcripcién descritos en el presente
documento es el aislamiento de elementos promotores de estos genes, que se pueden usar para programar la
expresion en plantas de cualesquiera genes. Cada gen de factor de transcripcion descrito en el presente documento
se expresa de una forma Unica, determinada por los elementos promotores localizados en la direcciéon 5’ del inicio de
la traduccion, y ademas dentro de un intrdn del gen del factor de transcripcion o en la direccion 3’ del codon
determinacién del gen. Como se sabe en la técnica, para una parte significativa de los genes, las secuencias
promotoras estan situadas totalmente en la region directamente en la direccion 5’ del inicio de la traduccion. En
dichos casos, tipicamente las secuencias promotoras estan situadas dentro de 2,0 kb del inicio de la traduccién, o
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dentro de 1,5 kb del inicio de la traduccion, con frecuencia dentro de 1,0 kb del inicio de la traduccién, y a veces
dentro de 0,5 kb del inicio de la traduccion.

[0162] Las secuencias promotoras se pueden aislar de acuerdo con procedimientos conocidos para el
experto en la materia.

[0163] Los ejemplos de promotores de plantas constitutivos que pueden ser Utiles para expresar la secuencia
de TF incluyen: el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), que confiere expresion de alto nivel
constitutiva en la mayoria de los tejidos de plantas (por ejemplo, en Odell y col. (1985) Nature 313: 810-812); el
promotor de la nopalina sintasa (An y col. (1988) Plant Physiol. 88: 547-552); y el promotor de la octopina sintasa
(Fromm y col. (1989) Plant Cell 1: 977-984).

[0164] Los factores de transcripcion de la invencion pueden estar operativamente unidos a un promotor
especifico que hace que el factor de transcripcion sea expresado en respuesta a sefiales medioambientales,
especificas de tejido o temporales. Se puede usar una variedad de promotores de genes de plantas que regulan la
expresion de genes en respuesta a sefiales medioambientales, hormonales, quimicas, de desarrollo, y de una forma
activada por tejido, para la expresion de una secuencia de TF en plantas. La eleccion de un promotor se basa en
gran medida en el fenotipo de interés y se determina por factores tales como el tejido (por ejemplo, semilla, fruta,
raiz, polen, tejido vascular, flor, carpelo, etc.), capacidad de induccion (por ejemplo, en respuesta a heridas, calor,
frio, sequia, luz, patégenos, etc.), el tiempo, la etapa de desarrollo, y similares. Se han caracterizado numerosos
promotores conocidos y se pueden usar favorablemente para promover la expresion de un polinucleétido de la
invencion en una planta o célula transgénica de interés. Por ejemplo, los promotores especificos de tejido incluyen:
promotores especificos de semilla (tal como el promotor de napina, faseolina o DC3 descritos en la patente de
EE.UU. n° 5.773.697), promotores especificos de fruto que son activos durante la maduracion del fruto (tal como el
promotor dru 1 (patente de EE.UU. n° 5.783.393), o el promotor 2A11 (patente de EE.UU. n°® 4.943.674) y el
promotor de la poligalacturonasa del tomate (Bird y col. (1988) Plant Mol. Biol. 11: 651-662), promotores especificos
de raiz, tales como los descritos en las patentes de EE.UU. N° 5.618.988, 5.837.848 y 5.905.186, promotores activos
en el polen tales como PTA29, PTA26 y PTA13 (patente de EE.UU. n°® 5.792.929), promotores activos en el tejido
vascular (Ringli y Keller (1998) Plant Mol. Biol. 37: 977-988), especificos de flores (Kaiser y col. (1995) Plant Mol.
Biol. 28: 231-243), polen (Baerson y col. (1994) Plant Mol. Biol. 26: 1947-1959), carpelos (Ohl y col. (1990) Plant Cell
2: 837-848), polen y 6vulos (Baerson y col. (1993) Plant Mol. Biol. 22: 255-267), promotores inducibles por auxina
(tales como los descritos en van der Kop y col. (1999) Plant Mol. Biol. 39: 979-990 o Baumann y col., (1999) Plant
Cell 11: 323-334), promotor inducible por citoquinas (Guevara-Garcia (1998) Plant Mol. Biol. 38: 743-753),
promotores que responden a la giberelina (Shi y col. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 1053-1060, Willmott y col. (1998)
Plant Molec. Biol. 38: 817-825) y similares. Son promotores adicionales los que producen expresion en respuesta al
calor (Ainley y col. (1993) Plant Mol. Biol. 22: 13-23), la luz (por ejemplo el promotor del guisante rbcS-3A,
Kuhlemeier y col. (1989) Plant Cell 1: 471-478), y el promotor del maiz rbcS, Schaffner y Sheen (1991) Plant Cell 3:
997-1012); heridas (por ejemplo, wunl, Siebertz y col. (1989) Plant Cell 1: 961-968); patogenos (tales como el
promotor PR-1 descrito en Buchel y col. (1999) Plant Mol. Biol. 40: 387-396, y el promotor PDFI.2 descrito en
Manners y col. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 1071-1080), y productos quimicos tales como el jasmonato de metilo o
acido salicilico (Gatz (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48: 89-108). Ademas, el momento de la
expresion se puede controlar usando promotores tales como los que actian en la senescencia (Gan y Amasino
(1995) Science 270: 1986-1988); o tarde en el desarrollo de la semilla (Odell y col. (1994) Plant Physiol. 106: 447-
458).

[0165] Los vectores de expresion de plantas también pueden incluir sefiales de procesamiento del ARN que
pueden estar situadas dentro, en direccién 5’ o en direccion 3’ de la secuencia codificante. Ademas, los vectores de
expresion pueden incluir secuencias reguladoras adicionales a partir de la region 3’ no traducida de genes de
plantas, por ejemplo, una regién 3’ terminadora para aumentar la estabilidad del ARNm, tal como la region
terminadora PI-Il de la patata o las regiones 3’ terminadoras de la octopino o nopalina sintasa.

Elementos de expresién adicionales

[0166] Las sefiales de inicio especificas pueden ayudar a la traduccion eficaz de las secuencias codificantes.
Estas sefiales pueden incluir, por ejemplo, el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes. Pueden no ser
necesarias sefales de control de la traduccion adicionales cuando se insertan una secuencia codificante, su codén
de inicio y secuencias en la direccion 5’ en el vector de expresién adecuado. Sin embargo, en los casos en los que
solo se inserta la secuencia codificante (por ejemplo, una secuencia codificante de proteina madura) o una parte de
ella, se pueden proporcionar por separado sefiales de control de la transcripcion exdgenas incluyendo el codén de
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inicio ATG. El codén de inicio se proporciona en el marco de lectura correcto para facilitar la transcripcion. Los
elementos transcripcionales y codones de inicio exdgenos pueden ser de diferentes origenes, tanto natural como
sintético. La eficacia de la expresion se puede potenciar por la inclusion de potenciadores adecuados para el
sistema celular que se usa.

Hospedadores de expresion

[0167] La presente invenciéon también se refiere a células hospedadoras que se transducen con vectores de
la invencién, y a la produccion de polipéptidos de la invencién (incluyendo fragmentos de los mismos) por técnicas
recombinantes. Las células hospedadoras se transforman por ingenieria genética (es decir, se introducen acidos
nucleicos, por ejemplo, se transducen, transforman o transfectan), con los vectores de esta invencion, que pueden
ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresién que comprenden los acidos nucleicos relevantes
del presente documento. El vector es opcionalmente un plasmido, una particula virica, un fago, un acido nucleico
desnudo, etc. Las células hospedadoras transformadas por ingenieria genética se pueden cultivar en medios
nutrientes convencionales modificados segun sea adecuado para la activacion de promotores, seleccion de
transformantes o amplificacion el gen relevante. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, pH y
similares, son las usadas previamente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y seran evidentes
para el experto en la materia y se encuentran en la referencias citadas en el presente documento, incluyendo,
Sambrook, véase antes, y Ausubel, véase antes.

[0168] La célula hospedadora puede ser una célula eucariota, tal como una célula de levadura o una célula
de planta, o la célula hospedadora puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana. Los protoplastos
de planta también son adecuados para algunas aplicaciones. Por ejemplo, se introducen fragmentos de ADN en
tejidos de planta, células de plantas cultivadas o protoplastos de planta por procedimientos estandar, que incluyen la
electroporacion (Fromm y col. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 5824-5828), infeccion por vectores viricos tales como
el virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Hohn y col., (1982) “Molecular Biology of Plant Tumors” Academic Press,
Nueva York, NY, pag. 549-560; documento US 4.407.956), penetracion balistica de alta velocidad mediante
particulas pequefias con el acido nucleico dentro de la matriz de perlas o particulas pequefias o en la superficie
(Klein y col. (1987) Nature 327: 70-73), uso de polen como vector (documento WO 85/01856), o uso de
Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes que lleva un plasmido de ADN-T en el que se clona fragmentos de ADN.
El plasmido ADN-T se transmite a las células de la planta por infeccidn mediante Agrobacterium tumefaciens, y una
parte se integra establemente en el genoma de la planta (Horsch y col. (1984) Science 233: 496-498; Fraley y col.
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 4803-4807).

[0169] La célula puede incluir un acido nucleico de la invenciéon que codifica un polipéptido, en el que la célula
expresa un polipéptido de la invencion. La célula también puede incluir secuencias de vectores, o similares. Ademas,
las células y plantas transgénicas que incluyen cualquier polipéptido o acido nucleico anterior o a lo largo de esta
memoria descriptiva, por ejemplo, producidos por transducciéon de un vector de la invencion, son una caracteristica
adicional de la invencion.

[0170] Para la produccion de alto rendimiento y a largo plazo de proteinas recombinantes, se puede usar la
expresion estable. Las células hospedadoras transformadas con una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido de la invencién se cultivan opcionalmente en condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de
la proteina codificada del cultivo celular. La proteina o fragmento de la misma producida por una célula recombinante
puede ser secretada, estar unida a membrana, o contenida intracelularmente, dependiendo de la secuencia y/o el
vector usados. Como entendera el experto en la materia, los vectores de expresion que contienen polinucleétidos
que codifican proteinas maduras de la invencion, se pueden disefiar con secuencias sefal que dirigen la secrecion
de los polipéptidos maduros a través de la membrana celular procariota o eucariota.

Restos de aminoacidos modificados

[0171] Los polipéptidos de la invenciéon pueden contener uno o mas restos de aminoacidos modificados. La
presencia de aminoacidos modificados puede ser ventajosa, por ejemplo, para aumentar la semivida del polipéptido,
reducir la antigenicidad o toxicidad del polipéptido, aumentar la estabilidad en el almacenamiento del polipéptido, o
similares. El o los restos de aminoacidos se modifican, por ejemplo, simultaneamente con la traduccion o después
de la traduccion durante la produccion recombinante o se modifican por medios sintéticos o quimicos.

[0172] Los ejemplos no limitantes de un resto de aminoacido modificado incluyen la incorporacion u otro uso
de aminoacidos acetilados, aminoacidos glicosilados, aminoacidos sulfatados, aminoacidos prenilados (por ejemplo,
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farnesilados, geranilgeranilados), aminoacidos modificados con PEG (por ejemplo, “PEGilados”), aminoacidos
biotinilados, aminoacidos carboxilados, aminoacidos fosforilados, etc. La bibliografia esta llena de referencias
adecuadas para guiar al experto en la modificacién de los restos de aminoacidos.

[0173] Los restos de aminoacidos modificados pueden prevenir o aumentar la afinidad del polipéptido por otra
molécula, incluyendo, pero sin limitar, polinucleétido, proteinas, hidratos de carbono, lipidos y derivados de lipidos, y
otros compuestos organicos o sintéticos.

Identificacion de factores de proteinas adicionales

[0174] Un factor de transcripcion proporcionado por la presente invencién también se puede usar para
identificar moléculas endbgenas o exdgenas adicionales que pueden afectar al fenotipo o a un rasgo de interés.
Dichas moléculas incluyen moléculas endbégenas que actian a un nivel transcripcional mediante un factor de
transcripcion de la invencién para modificar un fenotipo como se desea. Por ejemplo, los factores de transcripcién se
pueden usar para identificar uno o mas genes en la direccién 3’ que se someten a un efecto regulador del factor de
transcripcion. En un procedimiento, un factor de transcripcién u homélogo del factor de transcripcion de la invencion
se expresa en una célula hospedadora, por ejemplo, una célula de planta transgénica, tejido o explante, y se hace el
seguimiento de los productos de expresion, ARN o proteina, de dianas probables o aleatorias, por ejemplo, por
hibridacién con una micromatriz de sondas de acidos nucleicos correspondientes a los genes expresados en un
tejido o tipo de célula de interés, mediante electroforesis en gel bidimensional de los productos proteinicos, o por
cualquier otro procedimiento conocido en la técnica para evaluar la expresion de productos génicos a nivel del ARN
o proteina. Alternativamente, se puede usar un factor de transcripcion de la invencién para identificar secuencias
promotoras (tales como sitios de unién en secuencias de ADN) implicadas en la regulacién de una diana en la
direccion 3'. Después de identificar una secuencia promotora, se pueden modificar las interacciones entre el factor
de transcripcion y la secuencia promotora mediante cambios en nucleétidos especificos en la secuencia promotora o
aminoacidos especificos en el factor de transcripcion que interacciona con la secuencia promotora, para alterar un
rasgo de la planta. Tipicamente, los sitios de unién al ADN de factores de transcripcion se identifican mediante
ensayos de desplazamiento en gel. Después de identificar las regiones promotoras, las secuencias de la region
promotora se pueden usar en matrices de ADN de doble cadena para identificar moléculas que afectan a las
interacciones de los factores de transcripcion con sus promotores (Bulyk y col. (1999) Nature Biotechnol. 17: 573-
577).

[0175] Los factores de transcripcion identificados también son Utiles para identificar proteinas que modifican
la actividad del factor de transcripcion. Dicha modificacion se puede producir por modificacion covalente, tal como
por fosforilacién o por interacciones de proteina-proteina (homo o heteropolimero). Se puede usar cualquier
procedimiento adecuado para detectar interacciones de proteina—proteina. Entre los procedimientos que se pueden
usar estan la inmunoprecipitacion simultanea, entrecruzamiento y purificacion simultanea a través de gradientes o
columnas cromatograficas, y el sistema de doble hibrido en levaduras.

[0176] El sistema de doble hibrido detecta interacciones de proteinas in vivo y se describen en Chien y col.
((1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 9578-9582) y esta disponible en el comercio en Clontech (Palo Alto, Calif.). En
dicho sistema, se construyen plasmidos que codifican dos proteinas hibridas: una consiste en el dominio de unién al
ADN de una proteina activadora de la transcripcion fusionada con el polipéptido del TF y la otra consiste en el
dominio de activacién de la proteina activadora de la transcripcion fusionado con una proteina desconocida que es
codificada por un ADNc que se ha recombinado en el plasmido como parte de una biblioteca de ADNc. El plasmido
de fusion del dominio de unién al ADN y la biblioteca de ADNc se transforman en una cepa de levaduras de
Saccharomyces cerevisiae que contiene una gen indicador (por ejemplo, lacZ) cuya region reguladora contiene el
sitio de unién al activador de la transcripcién. Cualquiera de las proteinas hibridas sola no puede activar la
transcripcion del gen indicador. La interaccion de las dos proteinas hibridas reconstituye la proteina activadora
funcional y da como resultado de expresién del gen indicador, que se detecta mediante un ensayo para el producto
del gen indicador. Después, los plasmidos de la biblioteca responsables de la expresion del gen indicador se aislan y
se secuencian para identificar las proteinas codificadas por los plasmidos de la biblioteca. Después de identificar las
proteinas que interaccionan con los factores de transcripcion, se pueden llevar a cabo ensayos para los compuestos
que interfieren con las interacciones de proteina—proteina del TF.

Subsecuencias

[0177] También se contemplan usos de los polinucleétidos, denominados también en el presente documento
como oligonucleodtidos, que tipicamente tienen al menos 12 o mas bases que hibridan en condiciones rigurosas o
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muy rigurosas con una secuencia de polinucleétido descrita antes. Los polinucleétidos se pueden usar como sondas,
cebadores, agentes de sentido directo y sentido contrario, y similares, de acuerdo con los procedimientos indicados
antes.

[0178] Las subecuencias de los polinucleétidos de la invencién, incluyendo fragmentos de polinucleétido y
oligonucleoétidos, son utiles como sondas de acidos nucleicos y cebadores. Un oligonucleé6tido adecuado para usar
como sonda o cebador tiene al menos aproximadamente 15 nucleétidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 18 nucleétidos, a menudo al menos aproximadamente 21 nucleétidos, con frecuencia al menos
aproximadamente 30 nucleétidos, o aproximadamente 40 nucledtidos, o mas de longitud. Una sonda de acido
nucleico es util en protocolos de hibridacién, por ejemplo, para identificar homologos de polipéptidos adicionales de
la invencioén, incluyendo protocolos para experimentos de micromatrices. Los cebadores se pueden volver a asociar
con una cadena de ADN diana complementaria mediante hibridacién de acido nucleico para formar un hibrido entre
el cebador y la cadena de ADN diana, y después extender a lo largo de la cadena de ADN diana mediante una
enzima ADN polimerasa. Se pueden usar parejas de cebadores para la amplificacién de una secuencia de acido
nucleico, por ejemplo, mediante la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) u otros procedimientos de
amplificacion de acidos nucleicos (Sambrook, véase antes, Ausubel, véase antes).

[0179] Ademas, la invencién incluye un polipéptido aislado o recombinante que incluye una subsecuencia de
al menos aproximadamente 15 aminoacidos contiguos codificados por los polinucle6tidos recombinantes o aislados
de la invencién. Por ejemplo, dichos polipéptidos, o dominios o fragmentos de los mismos, se pueden usar como
inmunogenos, por ejemplo, para producir anticuerpos especificos para la secuencia de polipéptido, o como sondas
para detectar una secuencia de interés. El tamafio de una subsecuencia puede estar en el intervalo de
aproximadamente 15 aminoacidos de longitud hasta e incluyendo la longitud completa del polipéptido.

[0180] Para que lo abarque la presente invencion, un polipéptido expresado que comprende dicha
subsecuencia de polipéptido realiza al menos una funcién biologica del polipéptido intacto sustancialmente de la
misma forma, o en una extensién similar, a como lo hace el polipéptido intacto. Por ejemplo, un fragmento de
polipéptido puede comprender un patrén estructural reconocible o dominio funcional tal como un dominio de unién al
ADN que activa la transcripcion, por ejemplo, mediante unién a una region promotora de ADN especifica de un
dominio de activacion, o un dominio para interacciones de proteina—proteina.

Produccion de plantas transgénicas

Modificacion de rasgos

[0181] Los polinucleétidos de la invencién se usan de forma favorable para producir plantas transgénicas con
diferentes rasgos o caracteristicas que se han modificado de una forma conveniente, por ejemplo, para mejorar las
caracteristicas de las semillas de una planta. Por ejemplo, la alteracion de los niveles o patrones de expresion (por
ejemplo, patrones de expresion espacial o temporal) de uno o mas de los factores de transcripcion (u homologos de
factores de transcripcion) de la invencion, comparado con los niveles de la misma proteina encontrados en una
planta silvestre, se puede usar para modificar rasgos de una planta. Un ejemplo ilustrativo de la modificacion de
rasgos, caracteristicas mejoradas, mediante la alteracion de los niveles de expresion de un factor de transcripcion
particular se describe a continuacion en los ejemplos y la lista de secuencias.

Arabidopsis como un sistema modelo

[0182] Arabidopsis thaliana es objeto de una atencion que crece rapidamente como un modelo para la
genética y el metabolismo en plantas. Arabidopsis tiene un genoma pequefio y estan disponibles estudios bien
documentados. Es facil cultivarla en grandes cantidades y estan disponibles mutantes que definen mecanismos
genéticamente controlados importantes, o se pueden obtener facilmente. Estan disponibles diferentes
procedimientos para introducir y expresar genes homologos aislados (Koncz y col., eds., "Methods in Arabidopsis
Research” (1992) World Scientific, Nueva Jersey, NJ, en “Prologo”). Debido a su pequefio tamario, ciclo de vida
corto, autogamia obligada y alta fertilidad, Arabidopsis también es un organismo de eleccién para el aislamiento de
mutantes y estudios en rutas morfogenéticas y de desarrollo, y el control de estas rutas por factores de transcripcion
(Koncz (1992), véase antes, pag. 72). Una serie de estudios que introducen factores de transcripcion en A. thaliana
han demostrado la utilidad de esta planta para la comprension de los mecanismos de regulacion de genes y
alteracion de rasgos en plantas (por ejemplo, en Koncz (1992) véase antes, y en la patente de EE.UU. n° 6.417.428).

Genes de Arabidopsis en plantas transgénicas
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[0183] La expresiéon de genes que codifican factores de transcripcién que modifican la expresién de genes
enddgenos, polinucledtidos y proteinas son bien conocidos en la materia. Ademas, las plantas transgénicas que
comprenden polinucleétidos aislados que codifican factores de transcripcion también pueden modificar la expresion
de genes enddgenos, polinucleétidos y proteinas. Los ejemplos incluyen Peng y col. (1997) Genes and Development
11: 3194-3205 y Peng y col. (1999) Nature 400: 256-261. Ademas, muchos otros han demostrado que un factor de
transcripcion de Arabidopsis expresado en una especie de planta exdégena produce la misma respuesta fenotipica o
muy similar (Fu y col. (2001) Plant Cell 13: 1791-1802; Nandi y col. (2000) Curr. Biol. 10: 215-218; Coupland (1995)
Nature 377: 482-483; y Weigel y Nilsson (1995) Nature 377: 482-500.

Genes homoélogos introducidos en plantas transgénicas

[0184] Se pueden introducir en plantas genes homoélogos que se pueden obtener de cualquier planta, o de
cualquier fuente sea natural, sintética o semisintética o recombinante, y que comparte una identidad o similitud de
secuencia significativa con las proporcionadas por la presente invencién, por ejemplo, en plantas cultivadas, para
conferir los rasgos mejorados o deseados. Por consiguiente, se pueden producir plantas transgénicas que
comprenden un vector o casete de expresién recombinante con un promotor operativamente unido a una o mas
secuencias homologas con las presentes secuencias descritas. El promotor puede ser, por ejemplo, un promotor de
planta o virico.

[0185] La invencidon proporciona, por lo tanto, procedimientos para preparar plantas transgénicas y para
modificar rasgos de las plantas. Estos procedimientos incluyen introducir en una planta un vector o casete de
expresion recombinante que comprende un promotor funcional operativamente unido a una o mas secuencias
homélogas con las presentes secuencias descritas. Las plantas y los kits para producir estas plantas que resultan de
la aplicacion de estos procedimientos también estan incluidos en la presente invencion.

Factores de transcripcion de interés para la modificacion de rasgos de plantas

[0186] Actualmente, la existencia de una serie de grupos de maduracién para diferentes latitudes representa
una barrera importante para la produccién de nuevos rasgos valiosos. Cualquier rasgo (por ejemplo, resistencia a
una enfermedad) debe cultivarse en cada uno de los diferentes grupos de maduracion por separado, un ejercicio
laborioso y costoso. Por lo tanto, la disponibilidad de una sola cepa, que podria cultivarse a cualquier latitud,
aumentaria mucho el potencial para introducir nuevos rasgos en especies de cultivo tales como la soja y el algodoén.

[0187] Para los efectos, rasgos y utilidades especificos conferidos a las plantas, se puede usar uno o mas de
los genes de los factores de transcripcion de la presente invencidén, para aumentar o disminuir, 0 mejorar o
demostrar pernicioso para un rasgo dado. Por ejemplo, la inactivacion de un gen de un factor de transcripcion que se
produce de forma natural en una planta, o la eliminacion del gen (con, por ejemplo, eliminacion de sentido contrario),
puede producir una disminucion de la tolerancia a la sombra o al estrés por sequia con respecto a las plantas no
transformadas o silvestres. Mediante el exceso de expresion de este gen, la planta puede experimentar un aumento
de la tolerancia a estos estreses. Se puede introducir mas de un gen de factor de transcripcion en una planta,
transformando la planta con uno o mas vectores que comprenden dos 0 mas factores de transcripcion, o mediante
cultivo selectivo de plantas para dar cruces de hibridos que comprenden mas de un factor de transcripcion
introducido.

Genes, rasgos v utilidades que afectan a las caracteristicas de la planta

[0188] Los factores de transcripcion de la planta puede modular la expresion de genes, y a su vez, ser
modulados por la experiencia medioambiental de la planta. Las alteraciones significativas del entorno de una planta
producen de forma invariable un cambio en el patron de expresion de los genes de los factores de transcripcion de la
planta. Los patrones de expresion de los factores de transcripcion alterados en general dan como resultado cambios
fenotipicos en la planta. El o los productos génicos de factores de transcripcion en las plantas transgénicas difieren
entonces en las cantidades o proporciones de las encontradas en las plantas silvestres o no transformadas, y es
probable que estos factores de transcripcion representen polipéptidos que son usados para alterar la respuesta al
cambio medioambiental. A modo de ejemplo, esta aceptado en la técnica que los procedimientos analiticos basados
en patrones de expresion alterados se pueden usar para cribar cambios fenotipicos en una planta de forma mucho
mas eficaz que la lograda usando procedimientos tradicionales.

[0189] Potenciales aplicaciones de las presentes secuencias descritas que regulan la tolerancia al estrés
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abidtico

[0190] Sensores de azucares. Ademas de su importante funcién como una fuente de energia y componente
estructural de la célula de la planta, los aziicares son moléculas reguladoras centrales que controlan varios aspectos
de la fisiologia, metabolismo y desarrollo de la planta (Hsieh y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 95: 13965-13970).
Se cree que este control se logra mediante la regulacion de la expresién de genes y, en plantas superiores, se ha
mostrado que los azucares reprimen o activan los genes de la planta implicados en muchos procesos esenciales
tales como la fotosintesis, metabolismo del glioxilato, respiracién, sintesis y degradacion de almidén y sacarosa
respuesta a patdgenos, respuesta a heridas, regulacion del ciclo celular, pigmentacién, florecimiento y senescencia.
Los mecanismos por los cuales los azucares controlan la expresion de genes no se comprenden.

[0191] Varios mutantes de la deteccion de azucares han resultado ser alélicos de ABA y mutantes de etileno.
ABA se encuentra en todos los organismos fotosintéticos y actia como un regulador clave en la transcripcion,
respuestas al estrés, embriogénesis, y germinacion de semillas. La mayoria de los efectos de ABA estan
relacionados con el compuesto que actua como una sefial de la menor disponibilidad de agua, por lo que produce
una reduccioén en la pérdida de agua, ralentiza el crecimiento y media las respuestas adaptativas. Sin embargo, ABA
también influye en el crecimiento y desarrollo de la planta mediante interacciones con otras fitohormonas. Estudios
fisiolégicos y moleculares indican que el maiz y Arabidopsis tienen rutas casi idénticas con respecto a la biosintesis
de ABA vy la transduccién de sefales (por ejemplo, en Finkelstein y Rock (2002) "Abscisic acid biosynthesis and
response”, en The Arabidopsis Book, Somerville y Meyerowitz, editores (American Society of Plant Biologists,
Rockville, MD).

[0192] Esto un implica potencialmente que cuando las secuencias de la invencion son expresadas en exceso,
confieren un fenotipo de sensores de azucares o sefializacién de hormonas en las plantas. Por otra parte, el
tratamiento de sacarosa usado en estos experimentos (al 9,4% en p/v) también podria ser un estrés osmotico. Por lo
tanto, se podrian interpretar estos datos como una indicacién de que en estas lineas transgénicas son mas
tolerantes al estrés osmotico. Sin embargo, es bien conocido que las respuestas de la planta a ABA, estrés osmético
y otros pueden estar conectadas, y éstos diferentes tratamientos pueden incluso actuar de una forma sinérgica para
aumentar el grado de una respuesta. Por ejemplo, Xiong, Ishitani, y Zhu ((1999) Plant Physiol. 119: 205-212) han
mostrado que se pueden usar estudios moleculares y genéticos para mostrar la interaccion extensiva entre el estrés
osmotico, el estrés por temperatura y las respuestas al ABA en plantas. Estos investigadores analizaron la expresion
de RD29A-LUC en respuesta a diferentes regimenes de tratamiento en Arabidopsis. El promotor RD29A contiene
tanto elemento de respuesta a ABA como de respuesta a la deshidratacion, denominado también la repeticion C, y
puede ser activado por estrés osmotico, temperatura baja o tratamiento con ABA; la transcripcion del gen RD29A en
respuesta a estreses osmoticos y por frio es mediada tanto por rutas dependientes del ABA como independientes
del ABA (Xiong, Ishitani, y Zhu (1999) véase antes). LUC se refiere a la secuencia que codifica la luciferasa de
luciérnaga, que en este caso era dirigida por el promotor RD29A de respuesta al estrés. Los resultados pusieron de
manifiesto tanto interacciones positivas como negativas dependiendo de la naturaleza y la duracion de los
tratamientos. Se encontrd que el estrés por temperatura baja deteriora la sefalizacion osmética pero el estrés por
calor moderado potenciaba mucho la induccién de estrés osmatico, actuando asi de forma sinérgica con las rutas de
sefializacién osmética. En este estudio, los autores describieron que el estrés osmotico y ABA pueden actuar de
forma sinérgica mostrando que los tratamientos inducen simultdneamente expresion de transgenes y de genes
endogenos. Describian resultados similares Bostock y Quatrano ((1992) Plant Physiol. 98: 1356-1363), quienes
encontraron que el estrés osmotico y ABA actuan de forma sinérgica e inducen la expresion del gen Em del maiz.
Ishitani y col. (1997) Plant Cell 9: 1935-1949) aislaron un grupo de mutaciones de un solo gen de Arabidopsis que
conferian una mayor respuesta tanto al estrés osmoético como a ABA. La naturaleza de la recuperacion de estos
mutantes del estrés osmético y del tratamiento con ABA sugeria que aunque existen rutas de sefalizacion
separadas para el estrés osmotico y ABA, las rutas comparten una serie de componentes; estos componentes
comunes pueden mediar interacciones sinérgicas entre el estrés osmotico y ABA. Por lo tanto, contrariamente a la
creencia que se mantenia previamente de que las rutas de sefializacion del estrés dependientes de ABA e
independientes de ABA actuan de una forma paralela, los datos de los autores de la invencion ponen de manifiesto
que estas rutas se superponen y convergen para activar la expresion del gen del estrés.

[0193] Como los azucares son importantes moléculas de sefializacién, la capacidad para controlar la
concentracion de un azucar de sefializacion o cémo la planta percibe o responde a un azlcar de sefalizacion, se
podria usar para controlar el desarrollo, fisiologia o metabolismo de la planta. Por ejemplo, se ha mostrado que el
flujo de sacarosa (un azucar disacarido usado para el transporte sistémico de carbono y energia en la mayoria de
las plantas) afecta a la expresién de genes y altera la acumulacion de compuestos de almacenamiento en las
semillas. Por lo tanto, la manipulacién de la ruta de sefializacién de la sacarosa en semillas hace que las semillas

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361749 T3

tengan mas proteinas, aceite o hidratos de carbono, dependiendo del tipo de manipulacién. Igualmente, en
tubérculos, la sacarosa se convierte en almidén que es usado como un almacén de energia. Se cree que las rutas
de sefalizacion de azucares pueden determinar parcialmente los niveles de almidén sintetizado en los tubérculos.
La manipulacion de la sefalizacion de azucares en tubérculos podria conducir a tubérculos con un mayor contenido
de almidén.

[0194] Por lo tanto, la alteracion de la expresion de los presentes genes de factores de transcripcion descritos
que manipulan la ruta de transduccién de sefiales de azucares, incluyendo, por ejemplo, G175, G303, G354, G481,
G916, G922, G1069, G1073, G1820, G2053, G2701, G2789, G2839, G2854, junto con sus equivalogos, o que
presentan un fenotipo de estrés osmético, incluyendo, por ejemplo, G47, G482, G489 o G1069, G1073, como se
pone de manifiesto por su tolerancia, por ejemplo, al manitol superior, sal o PEG, se puede usar para producir
plantas con rasgos deseables, incluyendo una mayor tolerancia a la sequia. En particular, la manipulacion de las
rutas de transduccién de sefiales de azicares se podria usar para alterar las relaciones fuente-sumidero en semillas,
tubérculos, raices y otros 6rganos de almacenamiento conduciendo a un aumento del rendimiento.

[0195] Estrés abiotico: tolerancia a la sequia y la humedad baja. La exposicion a la deshidratacién invoca
estrategias de supervivencia similares en plantas que el estrés por helada (por ejemplo, en Yelenosky (1989) Plant
Physiol 89: 444-451) y el estrés por sequia induce tolerancia a la congelaciéon (por ejemplo, en Siminovitch y col.
(1982) Plant Physiol 69: 250-255; y Guy y col. (1992) Planta 188: 265-270). Ademas de la induccion de proteinas de
aclimatacion al frio, las estrategias que permiten a la planta sobrevivir en condiciones de poca agua pueden incluir,
por ejemplo, una menor superficie especifica, o produccion de aceite o cera superficiales. La modificacién de la
expresion de los presentes genes de factores de transcripcion descritos, incluyendo G2133, G1274, G922, G2999,
G3086, G354, G1792, G2053, G975, G1069, G916, G1820, G2701, G47, G2854, G2789, G634, G175, G2839,
G1452, G3083, G489, G303, G2992, y G682, y sus equivalogos, se puede usar para aumentar la tolerancia de una
planta a condiciones de poca agua y proporcionar los beneficios de una mayor supervivencia, mayor rendimiento y
zona de cultivo temporal y geografica extendida.

[0196] Estrés osmotico. La modificacion de la expresion de una serie de los presentes genes de factores de
transcripcion descritos, por ejemplo, G47, G482, G489 o G1069, G2053 y sus equivalogos, se puede usar para
aumentar la velocidad de germinacién o el crecimiento en condiciones osmoéticas adversas, que podrian tener
impacto en la supervivencia y rendimiento de las semillas y las plantas. Los estreses osmoticos se pueden regular
mediante mecanismos de control molecular especificos que incluyen genes que controlan los movimientos de agua
e iénicos, proteinas funcionales y estructurales inducidas por estrés, percepcion y transduccion de sefales, y
depuracion de radicales libres, y muchos otros (Wang y col. (2001) Acta Hort. (ISHS) 560: 285-292). Los instigadores
del estrés osmético incluyen heladas, sequia y alta salinidad, cada uno de los cuales se discuten a continuacion con
mas detalle.

[0197] De muchas maneras, la helada, salinidad alta y sequia tienen efectos similares en las plantas, no
siendo el menor de ellos la induccion de polipéptidos comunes que responden a estos estreses diferentes. Por
ejemplo, la helada es similar a la deficiencia de agua en cuanto que la helada reduce la cantidad de agua disponible
para una planta. La exposicion a temperaturas de helada puede conducir a la deshidratacion celular ya que el agua
sale de las células y forma cristales de hielo en espacios intracelulares (Buchanan y col. (2000) en “Biochemistry and
Molecular Biology of Plants”. American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD). Como con la alta
concentracion de sales y la helada, los problemas de las plantas producidos por la poca disponibilidad de agua
incluyen el estrés mecanico producido por la extraccion del agua celular. Por lo tanto, la incorporacion de factores de
transcripcion que modifican la respuesta de una planta al estrés osmético, por ejemplo, en un cultivo o planta
ornamental, puede ser Util para reducir los dafios o pérdidas. Los defectos especificos producidos por helada,
salinidad alta y sequia de abordan a continuacion.

[0198] Relacion entre la tolerancia a las sales, sequia y helada. Las plantas estan sometidas a una variedad
de estimulos medioambientales. Algunos de éstos, incluyendo el estrés por sequia, tienen la capacidad de impactar
a la planta entera y a la disponibilidad de agua celular. Por lo tanto, no es sorprendente que las respuestas de las
plantas a esta coleccion de estreses estén relacionadas. En una revision reciente, Zhu indica que “la mayoria de los
estudios sobre la sefializacion del estrés por agua se han centrado en el estrés salino principalmente porque las
respuestas de la planta a las sales y a la sequia estan estrechamente relacionadas y los mecanismos se
superponen.” (Zhu (2002) Ann. Rev. Plant Biol. 53: 247-273). Se han documentado muchos ejemplos de respuestas
y rutas similares a este conjunto de estreses. Por ejemplo, se ha mostrado que los factores de transcripcion CBF
condicionan la resistencia a las sales, helada y sequia (Kasuga y col. (1999) Nature Biotech. 17: 287-291). El gen
rd29B de Arabidopsis es inducido en respuesta tanto al estrés salino como por deshidratacién, un procedimiento que
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es mediado en gran medida a través del proceso de transduccion de sefiales de ABA (Uno y col. (2000) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:11632-11637), dando como resultado la actividad alterada de los factores de transcripcién que se
unen a un elemento en la direccion 5 en el promotor de rd29B. En Mesembryanthemum crystallinum (planta de
hielo), Patharker y Cushman han mostrado que se induce una proteina quinasa dependiente de calcio (McCDPKI)
por exposicion tanto a estreses por sequia como salinos (Patharker y Cushman (2000) Plant J. 24: 679-691).
También se mostré que la quinasa inducida por estrés fosforilaba un factor de transcripcién, alterando
presuntamente su actividad, aunque los niveles transcritos del factor de transcripciébn diana no se alteran en
respuesta al estrés salino o por sequia. Igualmente, Saijo y col. Demostraron que una proteina quinasa dependiente
de calmodulina inducida por sal/sequia en el arroz (OsCDPR?7) conferia una mayor tolerancia a la sal y a la sequia al
arroz cuando se expresaba en exceso (Saijo y col. (2000) Plant J. 23: 319-327).

[0199] La exposicién a la deshidratacion invoca la estrategias de supervivencia similares en plantas a las del
estrés por helada (por ejemplo, en Yelenosky (1989) Plant Physiol. 89: 444-451) y el estrés por sequia induce
tolerancia a la helada (por ejemplo, en Siminovitch y col. (1982) Plant Physiol. 69: 250-255; y Guy y col. (1992)
Planta 188: 265-270). Ademas de la induccion de proteinas de aclimatacion al frio, las estrategias que permiten a las
plantas sobrevivir en condiciones de poca agua pueden incluir, por ejemplo, una menor superficie especifica o
produccion de aceite o cera superficiales.

[0200] Por consiguiente, un experto en la materia esperaria que algunas rutas implicadas en la resistencia a
uno de estos estreses, y por lo tanto reguladas por un factor de transcripcion individual, estuvieran también
implicadas en la resistencia a otro de estos estreses, regulados por los mismos factores de transcripcion u
homélogos. Por supuesto, las rutas de resistencia generales estan relacionadas, pero no son idénticas, y por lo tanto
no todos los factores de transcripcion que controlan la resistencia a uno de estos estreses controlaran la resistencia
a los otros estreses. No obstante, si un factor de transcripcion condiciona la resistencia a uno de estos estreses, sera
evidente para el experto en la materia probar la resistencia a los estreses relacionados.

[0201] Por lo tanto, los genes de la lista de secuencias, incluyendo por ejemplo, G175, G922, G1452, G1820,
G2701, G2999, G3086 y sus equivalogos, que proporcionan tolerancia a la sales, se pueden usar para disefar
cultivos tolerantes a la sales y arboles que puedan florecer en suelos con un alto contenido salino o en condiciones
de sequia. En particular, el aumento de la tolerancia salina durante la etapa de germinacion de una planta potencia
la supervivencia y el rendimiento. Los presentes genes de factores de transcripcion descritos que proporcionar una
mayor tolerancia salina durante la germinacion, la etapa de plantulas y a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta,
tendran un valor particular para impartir supervivencia y rendimiento en zonas en las que un cultivo particular
normalmente no prosperaria.

[0202] Resumen de las caracteristicas alteradas de la planta relacionadas con la sequia. Se proporcionan
clados de secuencias estructural y funcionalmente relacionadas que derivan de una amplia variedad de plantas,
incluyendo polinucleétidos de la lista de secuencias y sus polipéptidos codificados, fragmentos de los mismos,
paralogos, ortélogos, equivalogos y fragmentos de los mismos. Se ha mostrado en el laboratorio y en experimentos
de campo que estas secuencias confieren fenotipos alterados de tolerancia al estrés abidtico y de tamafio en las
plantas. La invencion también proporciona los polipéptidos de la lista de secuencias, fragmentos de los mismos,
dominios conservados de los mismos, paralogos, ortdlogos, equivalogos y fragmentos de los mismos. Se ha
observado que las plantas que expresan en exceso estas secuencias presentan un fenotipo de sensores de
azucares y/o son mas tolerantes a una amplia variedad de estreses abiodticos, incluyendo estrés por sequia y
salinidad alta. Muchos de los ortélogos de estas secuencias estan listados en la lista de secuencias, y debido al alto
grado de similitud estructural con las secuencias de la invencion, se espera que estas secuencias también funcionen
para aumentar la tolerancia al estrés por sequia. La invencién también abarca los complementos de los
polinucleétidos. Los polinucleétidos son utiles para cribar bibliotecas de moléculas o compuestos que tienen union
especifica y para crear plantas transgénicas que tienen una mayor tolerancia al estrés por sequia.

Sentido contrario v supresién simultanea

[0203] Ademas de la expresion de los acidos nucleicos de la invencion como sustitucion de genes o acidos
nucleicos modificadores del fenotipo de la planta, los acidos nucleicos también son Utiles para la supresion de la
expresion en sentido directo y sentido contrario, por ejemplo, para reducir la expresion de un acido nucleico de la
invencion. Es decir, los acidos nucleicos de la invencién, o subsecuencias o secuencias de sentido contrario de las
mismas, se pueden usar para bloquear la expresién de acidos nucleicos homdélogos naturales. Se conocen en la
técnica una variedad de tecnologias de sentido directo o sentido contrario, por ejemplo, como se expone en
Lichtenstein y Nellen (1997) “Antisense Technology: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press,
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Oxford, Reino Unido. La regulacién de sentido contrario también se describe en Crowley y col. (1985) Cell 43: 633-
641; Rosenberg y col. (1985) Nature 313: 703-706; Preiss y col. (1985) Nature 313: 27-32; Melton (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. 82:144-148; Izant y Weintraub (1985) Science 229: 345-352; y Kim y Wold (1985) Cell 42:129-138. Se
conocen procedimientos adicionales de regulacion de sentido contrario en la técnica. La regulacién de sentido
contrario se ha usado para reducir o inhibir la expresién de genes de plantas, por ejemplo, en la publicacién de
patente europea n°® 271988. El ARN de sentido contrario se puede usar para reducir la expresién de genes para
producir un cambio fenotipico visible o bioquimico en la planta (Smith y col. (1988) Nature, 334: 724-726; Smith y col.
(1990) Plant Mol. Biol. 14: 369-379). En general, las secuencias de sentido directo o sentido contrario se introducen
en la célula donde son opcionalmente amplificadas, por ejemplo, por transcripciéon. Dichas secuencias incluyen tanto
secuencias de oligonucleétidos sencillas como secuencias cataliticas tales como ribozimas.

[0204] Por ejemplo, una reduccion o eliminacién de la expresién (es decir, una “inactivacién”) de un factor de
transcripcion o polipéptido homoélogo del factor de transcripcion en una planta transgénica, por ejemplo, para
modificar un rasgo de la planta, se puede obtener introduciendo una construccion de sentido contrario
correspondiente al polipéptidos de interés como un ADNc. Para la supresion de sentido contrario, el ADNc del factor
de transcripcion u homoélogo se dispone en orientacion contraria (con respecto a la secuencia codificante) con
respecto a la secuencia del promotor en el vector de expresion. No es necesario que la secuencia introducida sea el
ADNCc o gen de longitud completa, y no es necesario que sea idéntica al ADNc o gen que se encuentra en el tipo de
planta que se va a transformar. Tipicamente, solo es necesario que la secuencia de sentido contrario sea capaz de
hibridar con el gen o ARN diana de interés. Por lo tanto, cuando la secuencia introducida es de menor longitud, sera
necesario un mayor grado de homologia con la secuencia del factor de transcripcion enddégeno para la supresion de
sentido contrario eficaz. Aunque se pueden usar secuencias de sentido contrario de diferentes longitudes,
preferiblemente, la secuencia de sentido contrario introducida en el vector sera de al menos 30 nucleétidos de
longitud, y tipicamente se observara una mejor supresion de sentido contrario al aumentar la longitud de la
secuencia de sentido contrario. Preferiblemente, la longitud de la secuencia de sentido contrario en el vector tendra
mas de 100 nucleétidos. La transcripcion de una construccion de sentido contrario como se describe, da como
resultado la produccion de moléculas de ARN que son el complemento inverso de las moléculas de ARNm
transcritas a partir del gen del factor de transcripcion enddgeno en la célula de la planta.

[0205] La supresion de la expresion del gen del factor de transcripcion enddégeno también se puede lograr
usando la interferencia de ARN, o ARNi. La ARNi es una técnica de silenciamiento de genes dirigida,
postranscripcional, que usa ARN bicatenario (ARNdc) para incitar la degradacién del ARN mensajero (ARNm) que
contiene la misma secuencia que el ARNdc (Constans, (2002) The Scientist 16:36). Los ARN interferentes
pequerios, o ARNip, se producen en al menos 2 etapas: una ribonucleasa endégena escinde el ARNdc mas largo en
ARN mas cortos de 21-23 nucleétidos de longitud. Los segmentos de ARNip median entonces la degradacion del
ARNm diana (Zamore, (2001) Nature Struct. Biol., 8:746-50). La ARNi se ha usado para la determinacion de la
funciéon de genes de una forma similar a los oligonucleétideos de sentido contrario (Constans, (2002) The Scientist
16:36). Los vectores de expresion que expresan continuamente ARNip en células transfectadas transitoria y
establemente se han disefiado para expresar ARN en horquilla pequefios (ARNhp), que son procesados in vivo en
moléculas de tipo ARNip capaces de llevar a cabo el silenciamiento especifico de genes (Brummelkamp y col.,
(2002) Science 296:550-553, y Paddison, y col. (2002) Genes & Dev. 16:948-958). El silenciamiento de genes
postranscripcionales por el ARN bicatenario se discute con mas detalle en Hammond y col. (2001) Nature Rev Gen
2: 110-119, Fire et, al. (1998) Nature 391: 806-811 y Timmons y Fire (1998) Nature 395: 854. Los vectores en las
que el ARN codificado por un ADNc de factor de transcripcion u homologo del factor de transcripcion es expresado
en exceso, también se pueden usar para obtener la supresion simultanea de un gen enddgeno correspondiente, por
ejemplo de la forma descrita en la patente de EE.UU. n® 5.231.020 de Jorgensen. Dicha supresion simultanea
(denominada también supresion de sentido contrario), no requiere que se introduzca el ADNc del factor de
transcripcion entero en las células de la planta, ni requiere que la secuencia introducida sea exactamente igual al
gen del factor de transcripcion endégeno de interés. Sin embargo, como con la supresion de sentido contrario, la
eficacia de la supresion aumentara al aumentar la especificidad de la hibridacion, por ejemplo, cuando la secuencia
introducida se alarga y/o se aumenta la similitud de secuencia entre la secuencia introducida y el gen del factor de
transcripcion endogeno.

[0206] Los vectores que expresan una forma no traducible del ARNm del factor de transcripcién (por ejemplo,
secuencias que comprenden uno o mas codones de parada o mutaciones sin sentido) también se pueden usar para
suprimir la expresién de un factor de transcripcion endégeno, reduciendo o eliminando asi su actividad y modificando
uno o mas rasgos. Se describen procedimientos para producir dichas construcciones en la patente de EE.UU. n°
5.583.021. Preferiblemente, dichas construcciones se hacen introduciendo un codén de parada prematuro en el gen
del factor de transcripcion. Alternativamente, se puede modificar un rasgo de la planta mediante el silenciamiento de
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genes usando ARN de doble cadena (Sharp (1999) Genes and Development 13: 139-141). Otro procedimiento para
abolir la expresiébn de un gen es mediante insercibn de mutagénesis usando el ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens. Después de generar los mutantes de insercién, los mutantes se pueden cribar para identificar aquellos
que contienen la insercion en un gen del factor de transcripcion u homologo del factor de transcripcion. Las plantas
que contienen un solo suceso de insercidn de transgén en el gen deseado se pueden cruzar para generar plantas
homocigotas para la mutaciéon. Dichos procedimientos son bien conocidos para el experto en la materia (por
ejemplo, en Koncz y col. (1992) “Methods in Arabidopsis Research”. World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd., River
Edge, NJ).

[0207] Alternativamente, el fenotipo de una planta se puede alterar eliminando una gen endégeno, tal como
un factor de transcripcion u homoélogo del factor de transcripcién, por ejemplo, mediante recombinaciéon homologa
(Kempin y col. (1997) Nature 389: 802-803).

[0208] Un rasgo de una planta también se puede modificar usando el sistema Cre-lox (por ejemplo, como se
describe en la patente de EE.UU. n° 5.658.772). Se puede modificar el genoma de una planta para incluir un primer
y un segundo sitio lox que después se ponen en contacto con una Cre recombinasa. Si los sitios lox estan en la
misma orientacién, entonces la secuencia de ADN intermedia entre los dos sitios se escinde. Si los sitios lox estan
en orientacion opuesta, la secuencia intermedia se invierte.

[0209] Los polinucleotidos y polipéptidos de esta invencién también se pueden expresar en una planta en
ausencia de un casete de expresién, manipulando la actividad o nivel de expresiéon del gen endégeno por otros
medios, tales como por ejemplo, mediante la expresién ectopica de un gen mediante marcaje de activacion de ADN-
T (Ichikawa y col. (1997) Nature 390 698-701; Kakimoto y col. (1996) Science 274: 982-985). Este procedimiento
conlleva transformar una planta con un marcador de gen que contiene multiples potenciadores transcripcionales y
una vez que se ha insertado el marcador en el genoma, queda desregulada la expresion de un gen flanqueador que
codifica la secuencia. En otro ejemplo, la maquinaria transcripcional de una planta se puede modificar para que
aumente los niveles de transcripcién de un polinucleétido de la invencidén (por ejemplo, en las publicaciones PCT
WO 96/06166 y WO98/53057, que describen la modificacion de la especificidad de union al ADN de proteinas de
dedos de cinc cambiando aminoacidos particulares en el patrén de unién al ADN).

[0210] La planta transgénica también puede incluir la maquinaria necesaria para expresar o alterar la
actividad de un polipéptido codificado por un gen enddgeno, por ejemplo, alterando el estado de fosforilacion del
polipéptido para mantenerlo en un estado activado.

[0211] Las plantas transgénicas (o células de plantas o explantes de plantas o tejidos de plantas) que
incorporan los polinucleétidos de la invencion y/o expresan los polipéptidos de la invencion se pueden producir por
una variedad de técnicas bien establecidas como se ha descrito antes. Después de la construccion de un vector, lo
mas tipico un casete de expresion, que incluye un polinucleétido que codifica, por ejemplo, un factor de transcripcion
u homologo del factor de transcripcion de la invencion, se pueden usar técnicas estandar para introducir el
polinucleétido en una planta, una célula de planta, un explante de planta o un tejido de planta de interés.
Opcionalmente, la célula, explante o tejido de planta se pueden regenerar para producir una planta transgénica.

[0212] La planta puede ser cualquier planta superior, incluyendo plantas gimnospermas, monocotiledéneas y
dicotiledoneas. Estan disponibles protocolos adecuados para Leguminosae (alfalfa, soja, trébol, etc.), Umbeliferae
(zanahoria, apio, chirivia), Cruciferae (col, rabano, colza, brécoli, etc.), Cucurbitaceae (meldn y pepino), Gramineae
(trigo, maiz, arroz, cebada, mijo, etc.), Solaneceae (patata, tomate, tabaco, pimientos, etc.), y otros cultivos
diferentes (por ejemplo, en los protocolos descritos en Ammirato y col., eds., (1984) “Handbook of Plant Cell Culture-
Crop Species”, Macmillan Publ. Co., Nueva York, NY; Shimamoto y col. (1989) Nature 338: 274-276; Fromm y col.
(1990) Bio/Technol. 8: 833-839; y Vasil y col. (1990) Bio/Technol. 8: 429-434.

[0213] La transformacioén y regeneracion de células de plantas tanto monocotiledoneas como dicotileddneas
ahora es rutinario, y la seleccion de la técnica de transformacion mas adecuada la determinara el experto. La
eleccion del procedimiento variara con el tipo de planta que se va a transformar; los expertos en la materia
reconoceran la idoneidad de procedimientos particulares para tipos de plantas dados. Los procedimientos
adecuados pueden incluir, pero sin limitar: electroporacion de protoplastos de plantas; transformacién mediada por
liposomas; transformacion mediada por polietilenglicol (PEG); transformacion usando virus; microinyeccion de
células de plantas; bombardeo con microproyectiles de células de plantas; infiltracion al vacio; y transformaciones
mediada por Agrobacterium tumefaciens. La transformacion significa introducir una secuencia de nucleétidos en una
planta de una forma para producir la expresién estable o transitoria de la secuencia.
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[0214] Los ejemplos satisfactorios de modificacién de caracteristicas de las plantas mediante transformacion
con secuencias clonadas que sirven para ilustrar el conocimiento actual en este campo de tecnologia, y que se
incorporan en el presente documento por referencia, incluyen: patente de EE.UU. n® 5.571.706; 5.677.175;
5.510.471; 5.750.386; 5.597.945; 5.589.615; 5.750.871; 5.268.526; 5.780.708; 5.538.880; 5.773.269; 5.736.369 y
5.610.042.

[0215] Después de la transformacion, las plantas se seleccionan preferiblemente usando un marcador
seleccionable dominante incorporado en el vector de transformaciéon. Tipicamente, dicho marcador conferira
resistencia a un antibiético o herbicida a las plantas transformadoras, y la seleccién de los transformantes se puede
llevar a cabo exponiendo las plantas a concentraciones adecuadas del antibiético o herbicida.

[0216] Después de seleccionar las plantas transformadas y cultivarlas hasta la madurez, se identifican
aquellas plantas que presentan un rasgo modificado. El raso modificado puede ser cualquiera de los rasgos
descritos antes. Ademas, para confirmar que el rasgo modificado se debe a los cambios en los niveles de expresion
o actividad del polipéptido o polinucleétido de la invencion, se puede determinar analizando la expresion del ARNm
usando transferencias Northern, RT-PCR o micromatrices, o la expresion de proteinas usando inmunotransferencias
o transferencias Western o ensayos de desplazamiento en gel.

Sistemas integrados - identidad de secuencias

[0217] Ademas, la presente invencidon puede ser un sistema integrado, ordenador o medio de lectura por
ordenador que comprende un conjunto de instrucciones para determinar la identidad de una o mas secuencias en
una base de datos. Ademas, el conjunto de instrucciones se puede usar para generar o identificar secuencias que
cumplen cualquiera de los criterios especificados. Ademas, el conjunto de instrucciones se puede usar para asociar
o conectar determinados beneficios opcionales, tales como caracteristicas mejoradas, con una o mas secuencias
identificadas.

[0218] Por ejemplo, el conjunto de instrucciones puede incluir, por ejemplo, una comparaciéon de secuencias
u otro programa de alineamiento, por ejemplo, un programa disponible tal como, por ejemplo, Wisconsin Package
Version 10.0, tales como BLAST, FASTA, PILEUP, FINDPATTERNS o similares (GCG, Madison, WI). Se pueden
buscar bases de datos de secuencias publicas tales como GenBank, EMBL, Swiss-Prot y PIR o bases de datos de
secuencias privadas tales como la base de datos de secuencias PHYTOSEQ (Incyte Genomics, Palo Alto, CA).

[0219] El alineamiento de secuencias para la comparacion se puede llevar a cabo mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. AppL Math. 2: 482-489, mediante el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453, mediante la busqueda por el procedimiento de
similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 2444-2448, mediante implementaciones
computerizadas de estos algoritmos. Después del alineamiento, tipicamente se llevan a cabo las comparaciones de
secuencias entre dos (o mas) polinucleétidos o polipéptidos comparando las secuencias de las dos secuencias a lo
largo de una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La
ventana de comparacion puede ser un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas,
normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a
aproximadamente 150 posiciones contiguas. Se proporciona una descripcion del procedimiento en Ausubel y col.,
véase antes.

[0220] Se puede usar una variedad de procedimientos para determinar las relaciones de las secuencias,
incluyendo el alineamiento manual y el alineamiento y analisis de secuencias asistido por ordenador. Este ultimo
procedimiento es un procedimiento preferido en la presente invencién, debido al mayor rendimiento que se logra
mediante los procedimientos asistidos por ordenador. Como se ha indicado antes, estan disponibles una variedad de
programas de ordenador para llevar a cabo el alineamiento de secuencias, o los puede producir el experto.

[0221] Un algoritmo de ejemplo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y
la similitud de secuencias es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-
410. El software para llevar a cabo los analisis con BLAST esta disponible al publico, por ejemplo, a través del
National Library of Medicine’s National Center for Biotechnology Information (ncbi.nlm.nih; pagina web (www) del
National Institutes of Health US government (gov)). Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencias
con una puntuacion alta (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que se
corresponden o satisfacen alguna puntuacion T umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la
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misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se denomina umbral de puntuacién de palabras vecinas
(Altschul y col., véase antes). Estos aciertos de palabras vecinas iniciales actian como semillas para iniciar las
blusquedas para encontrar HSP mas largas que los contienen: los aciertos de palabras se extienden entonces en
ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta tan lejos como se pueda aumentar la puntuacion acumulativa
de alineamiento. Las puntuaciones acumulativas se calculan usando, para secuencias de nucleédtidos, los
parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos de emparejamiento; siempre >0) y N (puntuacion
de penalizacion para los restos de emparejamiento erréneo; siempre <0). Para secuencias de aminoacidos, se usa
una matriz de puntuacién para calcular la puntuacién acumulativa. La extension de los aciertos de palabras en cada
direccion se detiene cuando: la puntuacién acumulativa del alineamiento disminuye en la cantidad X desde su
maximo valor alcanzado; la puntuaciéon acumulativa va a cero o por debajo, debido a la acumulaciéon de uno o mas
alineamientos de restos de puntuacién negativa; o se llega al extremo de cualquiera de las secuencias. Los
parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa
BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E)
de 10, un punto de corte de 100, M=S, N=-4, y una comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de
aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10,y la
matriz de puntuacion BLOSUMG62 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 10915-10919). Salvo que se
indique lo contrario, la “identidad de secuencia” en el presente documento se refiere al % de identidad de secuencia
generado a partir de tblasx usando la versién de NCBI del algoritmo con los parametros por defecto usando
alineamientos incompletos con el filtro apagado (por ejemplo, en la pagina web de NIH NLM NCBI ncbi.nim.nih,
véase antes).

[0222] Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también lleva a cabo
un andlisis estadistico de la similitud entre las dos secuencias (por ejemplo, en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. 90: 5873-5787). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la
suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad con la que ocurriria por azar un
emparejamiento entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por ejemplo, se considera que un acido
nucleico es similar a una secuencia de referencia (y, por lo tanto, en este contexto, homdloga) si la probabilidad de la
suma mas pequefa en una comparacion del acido nucleico de ensayo respecto al acido nucleico de referencia es
menor de aproximadamente 0,1, 0 menor de aproximadamente 0,01, o incluso menor de aproximadamente 0,001.
Un ejemplo adicional de un algoritmo de alineamiento de secuencias utiles PILEUP. PILEUP crea un alineamiento
de secuencias multiples a partir de un grupo de secuencias relacionadas usando alineamientos por pares,
progresivos. El programa puede lineal, por ejemplo, hasta 300 secuencias de una longitud maxima de 5.000 letras.

[0223] El sistema integrado, u ordenador, tipicamente incluye un interfaz de entrada de usuario que permite
al usuario ver selectivamente uno o mas registros de secuencias correspondientes a una o mas cadenas de
caracteres, asi como un conjunto de instrucciones que alinea la una o mas cadenas de caracteres entre si o con una
cadena de caracteres adicional para identificar una o mas regiones de similitud de secuencia. El sistema puede
incluir una conexién de una o mas cadenas de caracteres con un fenotipo particular o funcion génica. Tipicamente,
el sistema incluye un elemento de salida de lectura por el usuario que presenta un alineamiento producido por el
conjunto de instrucciones de alineamiento.

[0224] Los procedimientos de esta invencién se pueden implementar en un entorno de computacion
localizado o distribuido. En un entorno distribuido, los procedimientos se pueden implementar en un solo ordenador
que comprende multiples procesadores o en una multiplicidad de ordenadores. Los ordenadores pueden estar
conectados, por ejemplo, a través de un bus comun, mas preferiblemente el o los ordenadores son nodos en una
red. La red ha de ser una red generalizada o local y dedicada o de area amplia, y en determinadas realizaciones
preferidas, los ordenadores pueden ser componentes de una intranet o un internet.

[0225] Por lo tanto, la invencion proporciona procedimientos para identificar una secuencia similar u
homologa a uno o mas polinucleétidos como se indica en el presente documento, o uno o mas polipéptidos diana
codificados por los polinucleétidos, o indicados de otra forma en el presente documento, y pueden incluir la conexion
0 asociacion de un fenotipo o funciéon génica de una planta dada con una secuencia. En los procedimientos, se
proporciona una base de datos de secuencias (localmente o a través de una intranet o internet) y se hace una
consulta a la base de datos de secuencias usando las secuencias relevantes del presente documento y fenotipos o
funciones génicas asociados de la planta.

[0226] Se puede introducir cualquier secuencia del presente documento en la base de datos, antes o

después de la consulta en la base de datos. Esto proporciona tanto la expansiéon de la base de datos como, si se
hace antes de la etapa de consulta, la insercién de secuencias de control en la base de datos. Las secuencias de
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control se pueden detectar mediante la consulta para asegurar la integridad general tanto de la base de datos como
de la consulta. Como se ha indicado, la consulta se puede llevar a cabo usando un interfaz basado en un navegador
de internet. Por ejemplo, la base de datos puede ser una base de datos publica centralizada tal como las indicadas
en el presente documento, y la consulta se puede hacer desde un terminal u ordenador remotos a través de internet
o intranet.

[0227] Cualquier secuencia del presente documento se puede usar para identificar una secuencia similar,
homoéloga, paraloga u ortéloga en otra planta. Esto proporciona medios para identificar secuencias enddégenas en
otras plantas que pueden ser utiles para alterar un rasgo de las plantas descendientes, que resulta del cruce de dos
plantas de cepas diferentes. Por ejemplo, se pueden identificar secuencias que codifican un ortélogo de cualquiera
de las secuencias del presente documento que estan de forma natural en una planta con un rasgo deseado, usando
las secuencias descritas en el presente documento. Después, la planta se cruza con una segunda planta de la
misma especie pero que no tiene el rasgo deseado, para producir descendencia que después se puede usar en
experimentos de cruce posteriores para producir el rasgo deseado en la segunda planta. Por lo tanto, la planta
descendiente resultante no contiene transgenes; la expresion de la secuencia endégena también se puede regular
por el tratamiento con un producto quimico particular u otros medios, tales como EMR. Algunos ejemplos de dichos
compuestos bien conocidos en la técnica incluyen: etileno; citoquinas; compuestos fendlicos; los cuales estimulan la
transcripcion de los genes necesarios para la infeccion; monosacaridos especificos y entornos acidos que potencian
la induccién de genes; polisacaridos acidos que inducen uno o mas genes cromosomicos; y opines; otros
mecanismos incluyen tratamiento de luz u oscuridad (por ejemplo, en Winans (1992) Microbiol. Rev. 56: 12-31; Eyal
y col. (1992) Plant. Mol. Biol. 19: 589-599; Chrispeels y col. (2000) Plant Mol. Biol. 42: 279-290; Piazza y col. (2002)
Plant Physiol. 128:1077-1086).

[0228] La tabla 6 lista el numero de identificacion de gen (GID) y las relaciones homélogas encontradas
usando analisis de acuerdo con los ejemplos para las secuencias de la lista de secuencias. Las secuencias listadas
como “secuencias de referencia” se determinaron originalmente por experimentacion para conferir tolerancia a la
sequia cuando se alteraba su expresion. En general, cada secuencia de referencia se usé para identificar el clado en
el que se pueden encontrar las secuencias homologas funcionalmente relacionadas.

Tabla 6. Genes homologos y otros genes relacionados de genes de factores de transcripcion de Arabidopsis
representativos identificados usando BLAST

SEQ GID N° | Polinucleétido (ADN) o | Especies de las que se | Redaccion de la SEQ ID NO con otros
ID NO polipéptido (PRT) obtienen secuencias | genes
homoélogas
1 G47 ADN Arabidopsis thaliana Secuencia de referencia; la secuencia
del polipéptido predicha es paraloga
con G2133
2 G47 PRT Arabidopsis thaliana Secuencia de referencia; paraloga con
G2133
11 G2133 ADN Arabidopsis thaliana Secuencia de referencia; la secuencia
del polipéptido predicha es paraloga
con G47
12 G214 PRT Arabidopsis thaliana Secuencia de referencia; paraloga con
G47
Modelizacién molecular
35
[0229] Otro medio que se puede usar para confirmar la utilidad y funcion de secuencias de factores de

40

45

transcripcion que son ortélogas o paralogas con los presentes factores de transcripcion descritos, es mediante el uso
de software de modelizacién molecular. La modelizacién molecular se usa rutinariamente para predecir la estructura
de polipéptidos, y estan disponibles en el comercio para este propdsito una variedad de programas de modelizacion
de estructuras de proteinas tales como "Insight 11" (Accelrys, Inc.). Por lo tanto, la modelizaciéon se puede usar para
predecir qué restos de un polipéptido se pueden cambiar sin alterar la funcion (Crameri y col. (2003) patente de
EE.UU. n° 6.521.453). Por lo tanto, se puede mostrar que los polipéptidos que son de secuencia similar tienen una
alta probabilidad de tener funcion similar por su similitud estructural, lo cual se puede establecer, por ejemplo, por
comparacion de regiones de superestructura. Las tendencias relativas de los aminoacidos a formar regiones de
superestructura (por ejemplo, hélices y laminas ) estan bien establecidas. Por ejemplo, O’'Neil y col. ((1990) Science
250: 646-651) han discutido con detalle las tendencias de los aminoacidos a formar hélices. Se pueden usar tablas
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de actividad de formacién de estructura relativa como tablas de sustitucién para predecir qué restos se pueden
sustituir funcionalmente en una regién dada, por ejemplo, en dominios de unién al ADN de factores de transcripcion
conocidos y equivalogos. Se pueden identificar los homélogos que es probable que sean funcionalmente similares.

[0230] Es de interés particular la estructura de un factor de transcripcién en la regién de sus dominios
conservados, tal como los identificados en la tabla 1 y tabla 3. Se pueden llevar a cabo analisis estructurales
comparando la estructura del factor de transcripcién conocido alrededor de su dominio conservado con las de
ortélogos y parblogos. El analisis de una serie de polipéptidos dentro de un grupo o clado de factores de
transcripcion, incluyendo los polipéptidos funcional o secuencialmente similares proporcionados en la lista de
secuencias, también puede proporcionar comprension de los elementos estructurales necesarios para regular la
transcripcion dentro de una familia dada.

EJEMPLOS

[0231] La invencion, descrita ahora de forma general, se entendera mejor por referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen simplemente con el propésito de ilustrar determinados aspectos y realizaciones de la
presente invenciéon y no se pretende que limiten la invencion. El experto en la materia reconocera que un factor de
transcripcion que esta asociado con un primer rasgo particular también puede estar asociado con al menos otro
segundo rasgo no relacionado e inherente que no se habia predicho por el primer rasgo.

[0232] Las descripciones completas de los rasgos asociados con cada polinucleétido de la invencion se
describen con detalle en los ejemplos VIII, IX'y X.

Ejemplo I: identificacion y clonacion del gen de longitud completa

[0233] Se identificaron secuencias de factores de transcripcién presuntos (gendmicas o EST) relacionadas
con factores de transcripcion conocidos en la base de datos de GenBank de Arabidopsis thaliana usando el
programa de analisis de secuencias tblastn usando los parametros por defecto y un umbral del valor de punto de
corte P de -4 o -5 o inferior, dependiendo de la longitud de la secuencia de consulta. Después se cribaron los
aciertos de la secuencia del factor de transcripcion presunto para identificar aquellos que contienen cadenas de
secuencia particulares. Si los aciertos de secuencia contenian dichas cadenas de secuencias, las secuencias se
confirmaban como factores de transcripcion.

[0234] Alternativamente, se cribaron bibliotecas de ADNc de Arabidopsis thaliana obtenidas de diferentes
tejidos o tratamientos, o bibliotecas gendmicas, para identificar nuevos miembros de una familia de transcripcion
usando un procedimiento de hibridacion en condiciones rigurosas bajas. Se sintetizaron sondas usando cebadores
especificos de genes en una reaccioén de PCR estandar (temperatura de reasociacion 60°C) y se marcaron con 2p
dCTP usando el kit de marcaje High Prime DNA Labeling (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN). Las sondas
radiomarcadas purificadas se afiadieron a filtros sumergidos en medio de hibridacion Church (NaPO4 0,5 M pH 7,0,
SDS al 7%, albumina de suero bovino al 1% en p/v) y se hibridaron durante la noche a 60°C con agitacion. Los filtros
se lavaron dos veces durante 45 a 60 minutos con 1 x SCC, SDS al 1% a 60°C.

[0235] Para identificar secuencias adicionales 5’ o 3’ de una secuencia de ADNc parcial en una biblioteca de
ADNC, se llevo a cabo la amplificacion rapida 5’ y 3’ de los extremos del ADNc (RACE) usando el kit de amplificacion
de ADNc MARATHON (Clontech, Palo Alto, CA). En general, el procedimiento implica aislar primero el poli(A)-
ARNm, llevando a cabo la sintesis de la primera y segunda cadena de ADNc para generar ADNc de doble cadena,
hacer los extremos romos del ADNc, seguido de la union del adaptador MARATHON al ADNc para formar una
biblioteca de ADNc de doble cadena ligado al adaptador.

[0236] Se disefiaron cebadores especificos de gen para usar junto con cebadores especificos del adaptador
para la reacciones RACE tanto 5 como 3’. Se usaron cebadores anidados en lugar de cebadores sencillos, para
aumentar la especificidad de la PCR. Usando las reacciones RACE de 5’ y 3’, se obtuvieron fragmentos de RACE 5’
y 3’, se secuenciaron y se clonaron. El procedimiento se puede repetir hasta identificar los extremos 5’ y 3’ del gen
de longitud completa. Después se gener6 el ADNc de longitud completa por PCR usando cebadores especificos
para los extremos 5’ y 3’ del gen mediante PCR de extremo a extremo.

Ejemplo II: Construccién de vectores de expresion

[0237] La secuencia se amplific6 a partir de una biblioteca gendmica o de ADNc usando cebadores
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especificos para las secuencias en direccion 5’ y direccion 3’ de la region codificante. El vector de expresion era
pMEN20 o pMENG65, que derivan ambos de pMON316 (Sanders y col. (1987) Nucleic Acids Res. 15:1543-1558) y
contienen el promotor 35S de CaMV. Para clonar la secuencia en el vector, se digirieron tanto pMEN20 como el
fragmento de ADN amplificado por separado con las enzimas de restriccion Sall y Notl a 37°C durante 2 horas. Los
productos de digestion se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% y se visualizaron mediante
tincion con bromuro de etidio. Los fragmentos de ADN que contenian la secuencia y el plasmido linealizado se
escindieron y se purificaron usando un kit de extraccion en gel de QIAQUICK (Qiagen, Valencia CA). Los fragmentos
de interés se ligaron en una relacién de 3:1 (vector a inserto). Las reacciones de ligacién usando la ADN ligasa T4
(New England Biolabs, Beverly MA) se llevaron a cabo a 16°C durante 16 h. Los ADN ligados se transformaron en
células competentes de la cepa de E. coli DH5a usando el procedimiento de choque térmico. Las transformaciones
se cultivaron en placas LB que contenian kanamicina 50 mg/lI (Sigma Chemical Co. St. Louis MO). Las colonias
individuales se cultivaron durante la noche en 5 ml de caldo LB que contenia kanamicina 50 mg/l a 37°C. EI ADN
plasmidico se purificé usando los kits Qiaquick Mini Prep kits (Qiagen).

Ejemplo llI: transformacion de Agrobacterium con el vector de expresiéon

[0238] Después de construir el vector plasmidico que contenia el gen, el vector se usé para transformar
células de Agrobacterium tumefaciens que expresaban los productos génicos. La cepa de células de Agrobacterium
tumefaciens para la transformacién se hizo como describen Nagel y col. (1990) FEMS Microbiol Letts. 67: 325-328.
Se cultivé la cepa ABI de Agrobacterium en 250 ml de medio LB (Sigma) durante la noche a 28°C con agitacion
hasta que se alcanz6 una absorbancia a lo largo de 1 cm a 600 nm (Asoo) de 0,5 -1,0. Las células se recogieron por
centrifugacion a 4.000 x g durante 15 min a 4°C. Después las células se volvieron a suspender en 250 ml de tampén
enfriado (HEPES 1 mM, pH ajustado a 7,0 con KOH). Las células se centrifugaron otra vez como se ha descrito
antes y se volvieron a suspender en 125 pl de tamp6n enfriado. Después, las células se centrifugacion y se volvieron
a suspender dos veces mas en el mismo tampén HEPES como se ha descrito antes con un volumen de 100 ply 750
ul, respectivamente. Después, las células resuspendidas se distribuyeron en partes alicuotas de 40 pl, se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

[0239] Las células de Agrobacterium se transformaron con plasmidos preparados como se ha descrito antes
siguiendo el protocolo descrito por Nagel y col. (1990), véase antes. Para cada construccién de ADN que se iba a
transformar, se mezclaron 50-100 ng de ADN (en general resuspendido en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
con 40 pl de células de Agrobacterium. La mezcla de ADN/células después se transfirié a una cubeta enfriada con
un hueco de electrodo de 2 mm y se someti6é a una carga de 2,5 kV disipada a 25 uF y 200 uF usando un aparato
Gene Pulser 1l (Bio-Rad, Hercules, CA). Después de electroporacion, las células se volvieron a suspender
inmediatamente en 1,0 ml de LB y se dejaron recuperar sin seleccién con antibiético durante 2-4 h a 28°C en un
incubador con agitacion. Después de recuperacion, las células se cultivaron en medio de caldo LB que contenia
estreptomicina 100 pg/ml (Sigma) y se incubaron durante 24-48 horas a 28°C. Después se recogieron colonias
individuales y se inocularon en medio reciente. La presencia de la construccion del plasmido se verificd por
amplificacién por PCR y analisis de secuencia.

Ejemplo IV: Transformaciéon de plantas de Arabidopsis con Agrobacterium tumefaciens con vector de
expresion

[0240] Después de la transformacion de Agrobacterium tumefaciens con vectores plasmidicos que contenian
el gen, se identificaron colonias individuales de Agrobacterium, se propagaron y se usaron para transformar plantas
de Arabidopsis. Brevemente, se inocularon cultivos de 500 ml de medio LB que contenia kanamicina 50 mg/ml con
las colonias y se cultivaron a 28°C con agitacion durante 2 dias hasta alcanzar una absorbancia 6ptica a 600 nm de
longitud de onda a lo largo de 1 cm (Asoo) de >2,0. Después, se recogieron las células por centrifugacion a 4.000 x g
durante 10 min y se volvieron a suspender en medio de infiltracién (1/2 X sales de Murashige y Skoog (Sigma), 1 X
vitaminas B-5 de Gamborg (Sigma), sacarosa al 5,0% (p/v) (Sigma), bencilamino-purina 0,044 uM (Sigma), Silwet L-
77 200 pl/l (Lehle Seeds)) hasta alcanzar una Asgo de 0,8.

[0241] Antes de la transformacion, las semillas de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) se sembraron con
una densidad de ~10 plantas por maceta de 5 cm en medio de siembra en maceta Pro-Mix BX (Hummert
International) cubiertas con malla de fibra de vidrio (18 mm X 16 mm). Las plantas se cultivaron con iluminacion
continua (50-75 pE/m?s) a 22-23°C con una humedad relativa de 65-70%. Después de aproximadamente 4
semanas, se cortan los tallos de inflorescencias primarias (espigas) para potenciar el crecimiento de multiples
espigas secundarias. Después de florecer las espigas secundarias maduras, las plantas se prepararon para la
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transformacion retirando todas las silicuas y flores abiertas.

[0242] Después, las macetas se sumergieron boca abajo en la mezcla de medio de infiltracién de
Agrobacterium como se ha descrito antes durante 30 s, y se pusieron de lado para permitir el drenaje en una
superficie plana de 2,54 x 5 cm cubiertas con una envoltura plastica. Después de 24 h, se retird la envoltura plastica
y las macetas se pusieron derechas. El procedimiento de inmersién se repitié6 una semana después, durante un total
de 2 inmersiones por maceta. Después se recogieron las semillas de cada maceta de transformacioén y se analizaron
siguiente el siguiente protocolo descrito.

Ejemplo V: Identificacion de transformantes primarios de Arabidopsis

[0243] Las semillas recogidas de las macetas de transformacion se esterilizaron esencialmente como sigue.
Las semillas se dispersaron en una disolucién que contenia Triton X-100 (Sigma) al 0,1% (v/v) y agua estéril y se
lavaron agitando la suspension durante 20 min. La disolucion de lavado después se dreno y se sustituyd por una
disolucién de lavado reciente para lavar las semillas durante 20 min con agitacion. Después de eliminar la disolucién
de etanol/detergente, se afiadié a las semillas una suspension que contenia Triton X-100 al 0,1 % (v/v) y lejia al 30%
(v/v) (CLOROX; Clorox Corp. Oakland CA), y la suspension se agité durante 10 min. Después de separar la
disolucién de lejia/detergente, las semillas se lavaron 5 veces en agua destilada estéril. Las semillas se almacenaron
en el ultimo agua de lavado a 4°C durante 2 dias en la oscuridad antes de cultivarlas en placa en medio de seleccién
con antibiético (1 X sales de Murashige y Skoog (pH ajustado a 5,7 con KOH 1 M), 1 X vitaminas B-5 de Gamborg,
Phytagar al 0,9% (Life Technologies) y kanamicina 50 mg/l). Las semillas se germinaron con iluminacion continua
(50-75 pE/m?s) a 22-23°C. Después de 7-10 dias de crecimiento en estas condiciones, se obtuvieron los
transformantes primarios resistentes a la kanamicina (generacién T1) que eran visibles. Estas plantulas se
transfirieron primero a placas de seleccion recientes, en las que las plantulas continuaron creciendo durante 3-5 dias
mas, y después al suelo (medio de siembra en macetas Pro-Mix BX).

[0244] Los transformantes primarios se cruzaron con semillas de la descendencia (T2) recogidas; se
seleccionaron las plantulas resistentes a la kanamicina y se analizaron. Los niveles de expresion de los
polinucleétidos recombinantes en los transformantes varia de aproximadamente un aumento del nivel de expresion
de 5% hasta al menos un aumento del nivel de expresion de 100%. Se hicieron observaciones similares con
respecto al nivel de expresién del polipéptido.

Ejemplo VI: Identificacion de plantas de Arabidopsis con inactivaciones de genes de factores de
transcripcion

[0245] El cribado de las colecciones de Arabidopsis mutegenizadas por insercion para mutantes nulos en un
gen diana conocido, se hizo esencialmente como describen Krysan y col. (1999) Plant Cell 11: 2283-2290.
Brevemente, se disefiaron cebadores especificos de gen, anidados por 5-250 pares de bases entre si, a partir de las
regiones 5 y 3’ de un gen diana conocido. Igualmente, también se crearon grupos de cebadores anidados
especificos para cada uno de los ADN-T o extremos de transposones (los bordes “derecho” e “izquierdo”). Se usaron
todas las posibles combinaciones de cebadores especificos de gen y ADN-T/transposén para detectar por PCR un
suceso de insercion dentro o cerca del gen diana. Después, los fragmentos de ADN amplificados se secuenciaron, lo
que permite la determinacion precisa del punto de insercién del ADN-T/transposén con respecto al gen diana. Los
sucesos de inserciéon dentro de la secuencia codificante o intermedia de los genes se desconvolucionaron de un
grupo que comprendia una pluralidad de sucesos de insercibn en una sola planta mutante Unica para la
caracterizacion funcional. El procedimiento se describe con mas detalle en Yu y Adam, solicitud de EE.UU. n° de
serie 09/177.733 presentada el 23 de octubre, 1998.

Ejemplo VII: Identificacion de fenotipos modificados en plantas con expresiéon en exceso o inactivacién de
genes

[0246] Se us6 Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0) para crear todas las lineas que expresaban en
exceso. Las plantas de control para el ensayo eran plantas Col-0 transformadas con un vector de transformacion
vacio (PMENG5).

Experimentos en micromatrices

[0247] En algunos casos, los patrones de expresion de los genes inducidos por estrés se pueden seguir por
experimentos de micromatrices. En estos experimentos, los ADNc se generan por la PCR y se vuelven a suspender
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a una concentracion final de ~100 ng/ul en 3x SSC o fosfato-Na 150 mM (Eisen y Brown (1999) Methods Enzymol.
303: 179-205). Los ADNc se aplican como manchas puntuales sobre portaobjetos de vidrio de microscopio
recubiertos con polilisina. Los ADNc preparados se dividen en partes alicuotas en placas de 384 pocillos y se aplican
como manchas puntuales sobre los portaobjetos usando, por ejemplo, una estructura de soporte x-y-z (OmniGrid)
que se puede adquirir en (Menlo Park, CA) equipado con clavijas de tipo vaina que se pueden adquirir en Telechem
International (Sunnyvale, CA). Después de la aplicacion en manchas puntuales, las matrices se curan durante un
minimo de una semana a temperatura ambiente y, se rehidratan y se bloquean siguiendo el protocolo recomendado
por Eisen y Brown (1999) véase antes.

[0248] Las muestras de ARN total (10 pug) se marcan usando colorantes de Cy3 y Cy5 fluorescentes. Las
muestras marcadas se vuelven a suspender en 4X SSC/SDS al 0,03%/4 ug de ADN de esperma de salmoén/2 ug de
ARNt/pirofosfato de sodio 50 mM, se calientan a 95°C durante 2,5 min, se centrifugan y se ponen sobre la matriz.
Después la matriz se cubre con un cubreobjetos de vidrio y se pone en una cadmara herméticamente cerrada.
Después la camara se mantiene en un bafio de agua a 62°C durante una noche. Las matrices se lavan como
describen Eisen y Brown (1999), véase antes, y se escanean en un escaner laser General Scanning 3000. Los
archivos resultantes posteriormente se cuantifican usando el software IMAGENE, (BioDiscovery, Los Angeles CA).

[0249] Se pueden llevar a cabo experimentos de RT-PCR para identificar aquellos genes inducidos después
de exposicion a estreses abidticos. En general, se examinan los patrones de expresién de genes de tejidos foliares
de plantas de suelo.

[0250] Se llevo a cabo la PCR con transcriptasa inversa usando cebadores especificos de gen con la regiéon
codificante de cada secuencia identificada. Los cebadores se disefiaron cerca de la regioén 3’ de cada secuencia de
unién al ADN identificada inicialmente.

[0251] Los ARN totales de estos tejidos foliares del suelo se aislaron usando los protocolos de extraccion de
CTAB. Una vez extraido, el ARN total se normalizé en concentracién con todos los tipos de tejidos para asegurar
que la reaccion de la PCR para cada tejido recibia la misma cantidad de molde de ADNc usando la banda 28S como
referencia. Se purificod el poli(A+) ARN usando un protocolo modificado del protocolo del lote del kit de purificacion
Qiagen OLIGOTEX. ElI ADNc se sintetiz6 usando protocolos estandar. Después de la sintesis de la primera cadena
de ADNCc, se usaron cebadores para actina 2 para normalizar la concentracién de ADNc en todos los tipos de tejidos.
Se encontré que la actina 2 es expresada de forma constitutiva en niveles bastante iguales en todos los tipos de
tejidos que se investigan.

[0252] Para la RT-PCR, los moldes de ADNc se mezclaron con los cebadores correspondientes y la ADN
polimerasa Taqg. Cada reaccién consistia en 0,2 pul de molde de ADNc, 2 pl de 10X tampédn de Tricina, 2 pl de 10X
tampoén de Tricina y 16,8 ul de agua, 0,05 pl de cebador 1, 0,05 pl, de cebador 2, 0,3 ul de ADN polimerasa Taq y
8,6 ul de agua.

[0253] La placa de 96 pocillos se cubre con micropelicula y se pone en el termociclador para iniciar el ciclo de
reaccion. A modo de ilustracion, el ciclo de reaccidén puede comprender las siguientes etapas:

ETAPA 1: 93°C durante 3 minutos;

ETAPA 2: 93°C durante 30 segundos;

ETAPA 3: 65°C durante 1 minuto;

ETAPA 4: 72°C durante 2 minutos;

Las ETAPAS 2, 3 y 4 se repiten durante 28 ciclos;
ETAPA 5: 72°C durante 5 minutos; y

ETAPA 6: 4°C.

[0254] Para amplificar mas productos, por ejemplo, para identificar genes que tienen expresion muy baja, se
pueden llevar a cabo etapas adicionales: el siguiente procedimiento ilustra un procedimiento que se puede usar en
relacion con esto; la placa de PCR se vuelve a poner en el termociclador durante 8 ciclos mas de etapas 2-4.

ETAPA 2: 93°C durante 30 segundos;

ETAPA 3: 65°C durante 1 minuto;

ETAPA 4: 72°C durante 2 minutos, repetida 8 ciclos; y
ETAPA 5: 4°C.

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361749 T3

[0255] Se cargan 8 ul de producto de la PCR y 1,5 ul de colorante de carga en un gel de agarosa al 1,2%
para el analisis después de 28 ciclos y 36 ciclos. Los niveles de expresion de transcritos especificos se consideran
bajos si son detectables sélo después de 36 ciclos de PCR. Los niveles de expresion se consideran medios o altos
dependiendo de los niveles de transcritos comparados con los niveles de transcritos observados para un control
interno tal como la actina 2. Los niveles de transcritos se determinan en experimentos repetidos y se comparan con
los niveles de transcritos en plantas de control (p. €j., no transformadas).

Ensayos de estrés abidtico

[0256] Los fenotipos modificados observados para plantas particulares que expresan en exceso pueden
incluir una mayor biomasa y/o mayor o menor tolerancia o resistencia al estrés abiético. Para una expresion en
exceso en particular que muestra una caracteristica menos beneficiosa, tal como una menor tolerancia o resistencia
al estrés abiotico, puede ser mas Util seleccionar una planta con una menor expresion de un factor de transcripciéon
particular. Para una inactivacion particular que muestra una caracteristica menos beneficiosa, tal como una menor
tolerancia al estrés abidtico, puede ser mas util seleccionar una planta con una mayor expresién de un factor de
transcripcion particular.

[0257] Los ensayos de germinacion en este ejemplo siguieron las modificaciones del mismo protocolo basico.
Se sembraron semillas estériles en los medios condicionados listados a continuacion. Las placas se incubaron a
22°C con 24 h de luz (120-130 pEin/m?/s) en una camara de crecimiento. La evaluacion de la germinacién y el vigor
de las plantulas se llevo a cabo de 3 a 15 dias después de plantarlas. El medio basal era medio Murashige-Skoog al
80% (MS) + vitaminas.

[0258] Para los experimentos de estrés llevados a cabo con plantas mas maduras, las semillas se
germinaron y cultivaron durante varios dias en MS + vitaminas + sacarosa al 1% a 22°C y después se transfirieron a
condiciones de estrés por frio y calor. Las plantas se expusieron o bien a estrés por frio (exposicién de 6 h a 4-8°C)
0 a estrés por calor (se aplicaron 32°C durante 5 dias), después de lo cual las plantas se volvieron a transferir a
22°C para la recuperacion y se evaluaron 5 dias después con respecto a los controles que no se habian expuesto a
temperatura reducida o elevada.

[0259] Los ensayos de estrés salino pretendian encontrar genes que confirieran mejores germinacion, vigor
de las plantulas o crecimiento en concentraciéon salina alta. La evaporaciéon desde la superficie del suelo produce el
movimiento del agua hacia arriba y la acumulacién de sal en la capa superior del suelo donde se ponen las semillas.
Por lo tanto, normalmente la germinacion se produce con una concentracion salina mucho mas alta que la
concentracion salina media del perfil de todo el suelo. Las plantas difieren en su tolerancia al NaCl dependiendo de
la etapa de desarrollo, por lo tanto se evaluaron las respuestas en la germinacion de la semilla, vigor de la plantula, y
crecimiento de la planta.

[0260] Los ensayos de estrés osmético (incluyendo ensayos de NaCl y manitol) se llevaron a cabo para
determinar si un fenotipo de estrés osmoético era especifico de NaCl o era un fenotipo de estrés osmético general.
Las plantas tolerantes al estrés osmético podrian haber tenido también mayor tolerancia a la sequia y/o helada.

[0261] Para los experimentos de germinacion para el estrés salino y osmético, el medio se complementoé con
NaCl 150 mM o manitol 300 mM. Se llevaron a cabo ensayos de sensibilidad de reguladores del crecimiento en
medio MS, vitaminas y, o bien ABA 0,3 uM, sacarosa al 9,4%, o bien glucosa al 5%.

[0262] Los experimentos se llevaron a cabo para identificar los transformantes que presentaban sensores de
azucar modificados. Para dichos estudios, se germinaron semillas de transformantes en medio que contenia una alta
concentracion de azucar (glucosa al 5%, sacarosa al 9,4%) que normalmente restringen parcialmente el
alargamiento del hipocotilo. Las plantas con los sensores de azucar alterados pueden tener hipocotilos mas largos o
mas cortos que las plantas normales cuando crecen en este medio. Ademas, se pueden variar otros rasgos de la
planta tales como la masa de la raiz. Los ensayos de sensores de azucar pretendian encontrar genes implicados en
los sensores de azucar, por germinacion de semillas en concentraciones altas de sacarosa y glucosa y buscar los
grados de alargamiento de los hipocotilos. El ensayo de germinacion en manitol controlaba las respuestas
relacionadas con el estrés osmotico. Los aztcares son moléculas reguladoras clave que afectan a diversos procesos
en las plantas superiores incluyendo la germinacion, crecimiento, floracion, senescencia, metabolismo de azucares y
fotosintesis. La sacarosa es la forma de transporte principal de la fotosintesis y su flujo a través de las células se ha
mostrado que afecta a la expresion de genes y altera la acumulacion de compuestos de almacenamiento en semillas
(relaciones fuente—sumidero). También se han descrito los sensores de hexosa especificos de glucosa en plantas y
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se han implicado en la divisién celular y en la represion de los genes “famina” (ciclos fotosintéticos o de glioxilato).

[0263] Los ensayos de estrés por temperatura se llevaron a cabo para descubrir genes que conferian una
mejor germinacion, vigor a las plantulas o crecimiento de las plantas en condiciones de estrés por temperatura (frio,
helada y calor). Los experimentos de germinacién en frio para el estrés por temperatura se llevaron a cabo a 8°C.
Los experimentos de germinaciéon para el estrés por calor se llevaron a cabo de 32°C a 37°C durante 6 h de
exposicion.

[0264] Los cribados para la sequia basados en suelo se llevaron a cabo en plantas de Arabidopsis que
expresaban en exceso los factores de transcripcion listados en la Lista de Secuencias. Semillas de plantas de
Arabidopsis silvestres o plantas que expresaban en exceso un polipéptido de la invencién, se pusieron en capas
durante 3 dias a 4°C en agarosa al 0,1%. Después se sembraron 14 semillas de cada uno del tipo de expresion en
exceso o silvestre en macetas de arcilla de 7,6 cm que contenian una mezcla de vermiculita:perlita 50:50 con una
pequefia capa en la parte superior de MetroMix 200 y se cultivaron durante 15 dias con luz las 24 h. Las macetas
que contenian las plantulas silvestres y que expresaban en exceso se pusieron en pletinas en orden aleatorio. El
estrés por sequia se inicié poniendo las macetas sobre papel absorbente durante 7 a 8 dias. Se considerd que las
plantulas estaban suficientemente estresadas cuando la mayoria de las macetas que contenian las plantulas
silvestres en una pletina se habian marchitado gravemente. Las macetas entonces se volvieron a regar y se puntué
la supervivencia de 4 a 7 dias después. Las plantas se clasificaron frente a los controles silvestres para cada uno de
2 criterios: tolerancia a las condiciones de sequia y recuperacion (supervivencia) después de volver a regar.

[0265] Al final del periodo de sequia inicial, se asign6 a cada maceta una puntuacion con valor numérico
dependiendo de los criterios anteriores. Se asignaron puntuaciones de 0-6 (tabla 11), con el valor inferior de “0”
asignado a plantas con un aspecto extremadamente pobre (es decir, plantas que estaban uniformemente marrones)
y se dio un valor de “6” a plantas que se valoraron como de aspecto muy saludable (es decir, las plantas estaban
todas verdes). Después de volver a regar las plantas e incubarlas durante 4 a 7 dias adicionales, se volvieron a
evaluar las plantas para indicar el grado de recuperacion desde el tratamiento de privacion de agua.

[0266] Después, se llevo a cabo un analisis para determinar que plantas sobrevivian mejor a la falta de agua,
identificando los transgenes que conferian de forma consistente los fenotipos de tolerancia a la sequia y la
capacidad para recuperarse de este tratamiento. El analisis se llevd a cabo comparando tabulaciones generales y
dentro de una pletina con un conjunto de modelos estadisticos para dar cuenta de las variaciones entre lotes. Se
tabularon varias medidas de supervivencia, incluyendo (a) la proporcion media de plantas que sobrevivian con
respecto a la supervivencia de las silvestres dentro de la misma pletina; (b) la proporcién mediana de supervivencia
con respecto a la supervivencia de las silvestres dentro de la misma pletina; (c) la supervivencia media general
(tomando todos los lotes, pletinas y macetas); (d) la supervivencia media general con respecto a la supervivencia de
silvestres general: y (e) la puntuacién visual media de la salud de las plantas antes de volver a regarlas.

[0267] A continuaciéon se indican ejemplos de genes y homologos que confieren mejoras significativas a
plantas inactivadas o que expresan en exceso. También se presentan las observaciones experimentales hechas por
los autores de la invencion con respecto a genes especificos cuya expresion se ha modificado en plantas
inactivadas o que expresan en exceso, y potenciales aplicaciones basadas en estas observaciones.

Ejemplo VIII: resultados del analisis de estrés por sequia

[0268] Este ejemplo proporciona pruebas experimentales para la mayor tolerancia al estrés abiotico
controlada por polipéptidos de factores de transcripcion y polipéptidos de la invencion.

Resultados:

[0269] Como se indica a continuacion, se mostré6 que el exceso de expresion de G2133 aumentaba la
tolerancia al estrés por sequia en plantas. Una serie de ortélogos de algunas de estas secuencias también eran
capaces de aumentar la tolerancia al estrés abiético, como se indica a continuacion.

El clado G47 de polipéptidos de factores de transcripcion

GA47 (SEQID NO: 1y 2)

[0270] Informacién publicada. G47 corresponde al gen T22J18.2 (AAC25505). No hay informacion disponible
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sobre la o las funciones de G47.

[0271] Observaciones experimentales. La funcién de G47 se estudid6 usando plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que el gen se expresaban bajo el control del promotor 35S. El exceso de expresion de G47 daba
como resultado una variedad de alteraciones fenotipicas morfolégicas y fisiologicas.

[0272] Las plantas 35S::G47 presentaban una mayor tolerancia al estrés osmotico; los ensayos de estrés
osmotico se llevaron a cabo usando medio de crecimiento que contenian polietilenglicol (PEG). Después de
germinacion, las plantulas de las lineas 35S::G47 que expresaban en exceso, en general aparecieron mas grandes y
tenian mas crecimiento de las raices que las plantulas de control silvestre.

[0273] Como se habia predicho por estos ensayos de estrés osmoético, las plantas G47 también presentaban
mayor supervivencia y tolerancia a la sequia en un ensayo de sequia basado en el suelo.

[0274] La expresiéon en exceso de G47 también producia un retraso sustancial en el tiempo de floracién y
producia un cambio notable en la arquitectura de los brotes. Los transformantes 35S::G47 eran pequefios en las
primeras etapas y cambiaban para florecer mas de una semana mas tarde que los controles silvestres (condiciones
de luz continua). Es interesante que, las inflorescencias de estas plantas aparecian densas y carnosas, tenian
menor dominancia apical y presentaban un menor alargamiento entre nudos conduciendo a una estatura compacta
baja. El patron de ramificaciéon de los tallos también aparecia anormal, volviéndose los brotes primarios “retorcidos”
en cada nudo de coflorescencia. Ademas, las plantas mostraron una fertilidad ligeramente reducida y formaban
silicuas bastante pequefias que nacian en pedicelos cortos y se mantenian en vertical, cercanos contra el tallo.

[0275] Se detectaron alteraciones adicionales en los tallos de inflorescencias de plantas 35S::G47. Las
secciones de los tallos de plantas T2-21 y T2-24 eran de diametro mas ancho, y tenian haces vasculares irregulares
grandes que contenian un nimero mucho mayor de vasos de xilema que el tipo silvestre. Ademas algunos de los
vasos de xilema dentro de los haces aparecian estrechos y posiblemente estaban mas lignificados que los de los
controles.

[0276] G47 se expresaba con niveles mayores en hojas en roseta, y los transcritos se podian detectar en
otros tejidos (flor, embrién, silicua y plantulas en germinacién), pero aparentemente no en las raices.

[0277] Utilidades. G47 o sus equivalogos se pueden usar para aumentar la tolerancia de las plantas a la
sequia y a otros estreses osmoéticos. G47 o sus equivalogos también se podian usar para manipular el tiempo de
floracion, para modificar la arquitectura de la planta y la estructura del tallo, incluyendo el desarrollo del tejido
vascular y el contenido de lignina. El uso de G47 o sus equivalogos de especies de arboles podria ofrecer el
potencial de modular el contenido de lignina. Esto podria permitir mejorar la calidad de la madera usada para el
mobiliario o la construccion. G47 y sus equivalogos incluyen, por ejemplo Arabidopsis thaliana SEQ ID NO: 12
(G2133); Oryza sativa (grupo de variedad de cultivo japonica) SEQ ID NO: 98 (G3649), SEQ ID NO: 100 (G3651), y
SEQ ID NO: 90 (G3644); Glycine max SEQ ID NO: 88 (G3643); Zinnia elegans SEQ ID NO: 96 (G3647); Brassica
rapa subsp. Pekinensis SEQ ID NO: 92 (G3645); y Brassica oleracea SEQ ID NO: 94 (G3646).

G2133 (SEQ ID NO: 11y 12)

[0278] Informacién publicada. G2133 es un paralogo de G47. G2133 corresponde al gen F26A9.11
(AAF23336). No hay informacion disponible sobre la o las funciones de G2133.

[0279] Observaciones experimentales. La funcién de G2133 se estudié usando plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que el gen se expresaban bajo el control del promotor 35S.

[0280] La expresion de G2133 se detect6 en una variedad de tejidos: muestras de flor, hoja, embrién y
silicua. Su expresion se puede alterar mediante varias condiciones, incluyendo el tratamiento con auxina, estrés
osmoético, infeccidon por Fusarium. El exceso de expresion de G2133 causaba una variedad de alteraciones en el
crecimiento y desarrollo de la planta: floracion retrasada, arquitectura alterada de la inflorescencia y una disminucion
en el tamafo general y fertilidad.

[0281] En las primeras etapas, los transformantes 35S::G47 eran notablemente mas pequefios que los

controles y presentaban hojas retorcidas y verde oscuro. La mayoria de estas plantas permanecia en una fase
vegetativa del desarrollo sustancialmente mas larga que la de los controles, y producia un mayor niumero de hojas
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antes de la floracion temprana. En las plantas mas gravemente afectadas, la floracion temprana se produjo mas de
un mes mas tarde que en las silvestres (24 h de luz). Ademas, las plantas presentaron una reduccién de la
dominancia apical y formaron nimeros mayores de brotes simultineamente, de las axilas de las hojas en roseta.
Estos tallos con inflorescencias tenian entrenudos mas cortos y llevaban un nimero mayor de nudos de hojas
caulinares, dandoles un aspecto muy carnoso. La fertilidad de las plantas 35S::G47 en general era muy baja.
Ademas, se encontrd que las lineas G2133 que expresaban en exceso, eran mas resistentes al herbicida glifosato
en los experimentos iniciales y repetidos.

[0282] No se detectaron alteraciones en las plantas 35S::G47 en los andlisis bioquimicos que se llevaron a
cabo.
[0283] G2133 es un paralogo de G47, sabiéndose de este ultimo por estudios previos, que confiere un

fenotipo de tolerancia a la sequia cuando se expresa en exceso. Por lo tanto, no fue sorprendente cuando se mostro
que G213 también inducia tolerancia a la sequia en una serie de lineas de 35S::G2133 estimuladas en ensayos de
sequia basados en suelo (tablas 11 y 12). Los experimentos que comparaban la recuperacion de controles silvestres
y dos lineas de plantas de Arabidopsis que expresaban en exceso G2133 (un paralogo de G47), de un tratamiento
de sequia, se llevaron a cabo con luz constante. Las lineas de 35S::G2133 y de control se cultivaron en macetas,
conteniendo cada maceta varias plantas. Se privd a todas de agua durante 8 dias y después se volvieron a regar.
Después de volver a regarlas, todas las plantas de ambas lineas de G2133 que expresaban en exceso se
revigorizaron, y todas las plantas de control murieron o estaban gravemente afectadas por el tratamiento de sequia
(tabla 12).

[0284] Utilidades. G2133 y sus equivalogos se pueden usar para aumentar la tolerancia de las plantas a la
sequia y a otros estreses osmoticos. G2133 también se podria usar para la generacion de plantas resistentes al
glifosato y para aumentar la resistencia de la planta al estrés oxidativo. G2133 y sus equivalogos incluyen, por
ejemplo, Arabidopsis thaliana SEQ ID NO: 2 (G47); Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica) SEQ ID NO:
98 (G3649), SEQ ID NO: 100 (G3651), y SEQ ID NO: 90 (G3644); Glycine max SEQ ID NO: 88 (G3643); Zinnia
elegans SEQ ID NO: 96 (G3647); Brassica rapa subsp. Pekinensis SEQ ID NO: 92 (G3645); y Brassica oleracea
SEQ ID NO: 94 (G3646).

G3643 (SEQ ID NO: 87 and 88)
[0285] G3643 es un ortdlogo de la soja de G47 y G2133.

[0286] Observaciones experimentales. La funciéon de G3643 se estudid usando plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que el gen se expresaba bajo control del promotor 35S.

[0287] Las plantas de Arabidopsis que expresaban en exceso G3643 eran mas tolerantes al frio que las
plantas de control silvestres cultivadas en condiciones similares en ensayos de germinacion basados en placa. Una
de estas lineas también era mas tolerante a la desecacion y al crecimiento en condiciones de frio en ensayos
basados en la placa.

[0288] Utilidades. G3643 y sus equivalogos se pueden usar para aumentar la tolerancia de las plantas a
condiciones de frio y condiciones de poca agua, incluyendo sequia.

G3644 (SEQ ID NO: 89 y 90)
[0289] G3644 es un ortélogo del arroz de G47 y G2133.

[0290] Observaciones experimentales. La funcion de G3644 se estudid usando plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que el gen se expresaba bajo control del promotor 35S.

[0291] Se encontr6 que varias plantas de Arabidopsis que expresaban en exceso G3644 eran mas tolerantes
a la desecacion que las plantas de control silvestres cultivadas en condiciones similares en ensayos basados en
placa. Se mostrd que dos lineas también eran mas tolerantes a la sal que la silvestre.

[0292] Utilidades. G3644 o sus equivalogos se pueden usar para aumentar la tolerancia de las plantas a
concentraciones altas de sal y condiciones de poca agua, incluyendo sequia.
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G3649 (SEQ ID NO: 97 y 98)
[0293] G3649 es un ortélogo del arroz de G47 y G2133.

[0294] Observaciones experimentales. La funcién de G3649 se estudi6 usando plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que el gen se expresaba bajo control del promotor 35S.

[0295] Varias plantas de Arabidopsis que expresaban en exceso G3649 eran mas tolerantes al frio que las
plantas de control silvestres cultivadas en condiciones similares en ensayos basados en placa. Dos lineas que
expresaban en exceso eran mas tolerantes al calor que las plantas silvestres, y una linea 35S::G47 se encontrd que
era mas tolerante a la desecacién que la silvestre.

[0296] Utilidades. G3649 o sus equivalogos se pueden usar para aumentar la tolerancia de las plantas a
condiciones de frio y condiciones de poca agua, incluyendo sequia.

Resumen de los resultados de los ensayos de sequia

[0297] La tabla 7 presenta los resultados obtenidos en un ensayo en el que plantas de Arabidopsis se
sometieron a la privacion de agua durante 7 a 8 dias. Al final de este periodo de sequia, se asign6 a cada maceta
una puntuacién numérica dependiendo de la salud de sus plantas. Se asigné una puntuacién de 0 a 6 basandose en
el color de la planta y el aspecto general, recibiendo “0” las plantas que eran todo marrones, y en el otro extremo del
espectro, las plantas que tenian una aspecto excelente (todo verdes el) recibieron un “6”. La media de la puntuacién
numeérica registrada de todas las macetas de un genotipo dado por linea de todas las pletinas ensayadas se
presenta en orden de salud decreciente.

Tabla 7. Comparacioén de la puntuacién numérica registrada para las plantas sometidas a tratamiento de sequia.

56



ES 2361749 T3

GID Puntuacion media

G2133 5875
G634 4778
G922 4667
G916 486

G1274 4273
G864 3.733
(2999 37

(2992 37

G353 386

G47 3459
G2053 3404
G975 3.393
G489 3.364
G1792 3.281
G1820 32

(2433 32

G2140 3139
G2701 3.108
3086 3.056
G611 3.048
G1452 3.042
G481 3.041
G624 3.000
(2854 2829
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GID Puntuacion media
G303 2812
(2839 2783
2789 2708
G188 2692
G325 2556
G2776 2513
G175 2467
G2110 2432
G1206 2412
G682 2381
G1730 2341
52969 2333
2998 2333
G1069 2316
Wild-type 2284
[0298] La tabla 8 compara las clasificaciones de supervivencia de plantas de Arabidopsis que expresan en

exceso varios polipéptidos, evaluadas después de 7 a 8 dias de tratamiento de sequia, volver a regarlas y un

5 periodo de recuperacién de 2 a 3 dias. Los valores indican la probabilidad mediana de supervivencia dentro de una
pletina dada (los percentiles 50 de supervivencia dentro de cada maceta de un genotipo dado por linea dividido entre
la supervivencia media de las silvestres en la pletina).

Tabla 8. Valoraciones de supervivencias para plantas de Arabidopsis después de tratamiento de sequia y volver a
10 regarlas
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GID Mediana por pletina
G2133 3365
G1274 2.059
Y22 1.406
2999 1.255
3086 1179
G354 1.167
G1792 1.161
G2053 1.091
G975 1:090
1069 1.037
G916 1.023
G2T01 1.000
1820 1.000
GA7 0.9
2854 0.889
G2789 0.845
G481 0.843
G634 0.834
G175 0814
2839 0.805
1452 0.803
Wild-type 0.800

Ejemplo IX: Identificacion de secuencias homoélogas

[0299] Este ejemplo describe la identificacién de genes que son ortdlogos a los factores de transcripcion de
Arabidopsis thaliana a partir de una busqueda de homologia por ordenador.

[0300] Las secuencias homologas, incluyendo las de paralogos y ortélogos de Arabidopsis y otras especies
de plantas, se identificaron usando herramientas de busqueda de secuencias en bases de datos, tales como la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul y col. (1990) véase antes; y Altschul y col. (1997)
Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402). Los programas de andlisis de secuencias tblastx se usaron con la matriz de
puntuacion BLOSUM-62 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc Natl. Acad Sci. 89: 10915-10919). Se filtr6 la base de datos
de NCBI GenBank entera para buscar secuencias de todas las plantas excepto de Arabidopsis thaliana
seleccionando todas las entradas en la base de datos NCBI GenBank asociadas con el ID taxonédmico de NCBI
33090 (Viridiplantae; todas las plantas) y excluyendo las entradas asociadas con el ID taxonémico 3701 (Arabidopsis
thaliana).

[0301] Estas secuencias se comparan con secuencias que representan genes de la invencion, por ejemplo,
polinucledtidos encontrados en la lista de secuencias, usando el algoritmo TBLASTX de la universidad de
Washington (versiéon 2.0a19MP) con los parametros por defecto usando los alineamientos incompletos con el filtro
“apagado”. Para cada secuencia de polinucleétido encontrada en la Lista de Secuencias, se ordenaron
comparaciones individuales por puntuaciones de probabilidad (valor P), donde las puntuaciones reflejan la
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probabilidad de que se produzca un alineamiento particular al azar. Por ejemplo, una puntuacién de 3,6E-40 es 3,6 x
10-40. Ademas de los valores P, también se puntuaron las comparaciones por el porcentaje de identidad. El
porcentaje de identidad refleja el grado con el que dos segmentos de ADN o proteinas son idénticos a lo largo de
una longitud particular. Los ejemplos de secuencias identificadas de esta forma se presentan en la tabla 6. El
porcentaje de identidad de secuencias entre estas secuencias puede ser tan bajo como 47%, o incluso una identidad
de secuencia menor.

[0302] Las secuencias paralogas candidatas se identificaron entre factores de transcripcion de Arabidopsis
por el alineamiento, identidad y relaciones filogénicas. Se identificaron secuencias ortélogas candidatas del conjunto
de la base de datos de Unigene de marca registrada de secuencias de genes de plantas en Zea mays, Glycine max
y Oryza sativa, basandose en la homologia significativa con los factores de transcripcién de Arabidopsis. Estos
candidatos se compararon reciprocamente con el conjunto de factores de transcripcion de Arabidopsis. Si el
candidato mostraba una similitud maxima en el dominio de proteina con el factor de transcripcion que se provocaba
o con un paralogo del factor de transcripcion que se provocaba, entonces se consideraba que era un ortélogo. Las
secuencias que no eran de Arabidopsis que se mostro de esta forma que eran ortdlogas a las secuencias de
Arabidopsis se proporcionan en la tabla 6.

Ejemplo 7. Cribado de biblioteca de ADNc de planta para la secuencia que codifica el dominio de unién al
ADN del factor de transcripcion que se une a un elemento promotor de unién al factor de transcripciéon y
demostracion de la actividad reguladora de transcripcion de la proteina

[0303] Se usa la estrategia de “un hibrido” (Li y Herskowitz (1993) Science 262:1870-1874) para cribar clones
de ADNc de planta que codifican un polipéptido que comprende un dominio de union al ADN del factor de
transcripcién, un dominio conservado. Brevemente, se construyen cepas de levadura que contienen un gen
indicador lacZ con las secuencias del elemento promotor de unién del factor de transcripcion silvestre o mutante en
lugar de la UAS normal (secuencia activadora en direccion 5’) del promotor GALA. Se construyen cepas indicadoras
de levadura que llevan las secuencias del elemento promotor de union del factor de transcripcion como elementos
UAS que estan operativamente unidos en direccion 5’ de un gen indicador lacZ con un promotor GAL4 minimo. Las
cepas se transforman con una biblioteca de expresidbn de planta que contiene insertos de ADNc aleatorios
fusionados con el dominio de activaciéon de GALA (GAL4-ACT) y se criban las formaciones de colonias azules en
filtros tratados con X-gal (X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosida; Invitrogen Corporation. Carlsbad CA).
Alternativamente, las cepas se transformaron con un polinucleétido de ADNc que codifica una secuencia de
polipéptido de dominio de unién al ADN de factor de transcripcion conocida.

[0304] Las cepas de levadura que llevan estas construcciones indicadoras producen niveles bajos de -
galactosidasa y forman colonias blancas en los filtros que contienen X-gaL. Las cepas indicadoras que llevan las
secuencias del elemento promotor de union del factor de transcripcion silvestres se transforman con un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende un dominio de unién al ADN de factores de transcripcion
de planta operativamente unidos a un dominio activador acido del factor de transcripcion GALA de levadura, “GAL4-
ACT". Los clones que contienen un polinucleétido que codifica un dominio de unién al ADN de factor de transcripcion
operativamente unido a GALA-ACT pueden unirse en direccion 5 de los genes indicadores lacZ que llevan la
secuencia del elemento promotor de unién del factor de transcripcion silvestre, activar la transcripcion del gen lacZ y
dar como resultado levaduras que forman colonias azules en los filtros tratados con X-gal.

[0305] Tras el cribado de aproximadamente 2 x 10° transformantes de levadura, se aislan clones de ADNc
positivos; es decir, clones que hacen que cepas de levaduras que llevan los indicadores lacZ operativamente unidos
a elementos promotores de union de factores de transcripcion silvestres formen colonas azules en filtros tratados
con X-gal. Los clones de ADNc no hacen que una cepa de levaduras que lleva elementos promotores de union de
factor de transcripcion de tipo mutante fusionados con LacZ se vuelva azul. Por lo tanto, se muestra que un
polinucleétido que codifica el dominio de unién al ADN de factor de transcripcion, un dominio conservado, activa la
transcripcion de un gen.

Ejemplo XI: Ensayos de desplazamiento en gel.

[0306] La presencia de un factor de transcripcidén que comprende un dominio de unién al ADN que se une a
un elemento de unién al ADN del factor de transcripcién se evalua usando el siguiente ensayo de desplazamiento en
gel. El factor de transcripcién se expresa de forma recombinante y se aisla de E. coli o se aisla de un material de
planta. La proteina soluble total, que incluye el factor de transcripcion, (40 ng) se incuba a temperatura ambiente en
10 wl de 1x tampédn de unién (HEPES 15 mM (pH 7,9), EDTA 1 mM, KCI 30 mM, glicerol al 5%, albumina de suero
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bovino al 5%, DTT 1 mM) mas 50 ng poli(dl-dC):poli(dl-dC) (Pharmacia, Piscataway NJ) con o sin 100 ng de ADN
competidor. Después de 10 minutos de incubacién, se afiade un ADN sonda que comprende un elemento de unién
al ADN del factor de transcripcion (1 ng) que se ha marcado con *’P mediante carga en el extremo (Sambrook y col.
véase antes) y la mezcla se incuba durante 10 minutos adicionales. Las muestras se cargan en geles de
poliacrilamida (al 4% en p/v) y se fraccionan por electroforesis a 150 V durante 2 h (Sambrook y col. véase antes). El
grado de union del factor de transcripcion-ADN sonda se visualiza mediante autorradiografia. Las sondas y ADN
competidores se preparan a partir de insertos oligonucleétidos ligados en un sitio BamHI de pUC118 (Vieira y col.
(1987) Methods Enzymol. 153: 3-11). La orientaciéon y el numero de concatenaciones de insertos se determinan
mediante analisis de secuencia de ADN por el procedimiento didesoxi (Sambrook y col. véase antes). Los insertos
se recuperan después de digestion con enzimas de restriccion con EcoRI y Hindlll y se fraccionan en geles de
poliacrilamida (al 12% en p/v) (Sambrook y col. véase antes).

Ejemplo XIl. Transformacién de dicotiledéneas

[0307] Se ha mostrado experimentalmente que las especies de cultivos que expresan en exceso miembros
del clado G1792 de polipéptidos de factores de transcripcion, producen plantas con una mayor tolerancia a la
enfermedad. Esta observacion indica que estos genes, cuando son expresados en exceso, daran como resultado
rendimientos mayores de diferentes especies de plantas, en particular durante condiciones de estrés abidtico.

[0308] Por lo tanto, las secuencias de factores de transcripcion listadas en la Lista de Secuencias
recombinadas en vectores de expresion pMEN20 o pMENG5 se pueden transformar en una planta con el propésito
de modificar rasgos de la planta. El vector de clonacion se puede introducir en una variedad de plantas de cereales
mediante medios bien conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, la transferencia de ADN directa o
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens. Ahora es rutinario producir plantas transgénicas usando la
mayoria de las plantas dicotiledoneas (véase Weissbach y Weissbach, (1989) véase antes; Gelvin y col. (1990)
véase antes; Herrera-Estrella y col. (1983) véase antes, Bevan (1984) véase antes; y Klee (1985) véase antes). Los
procedimientos de analisis de rasgos son rutinarios en la técnica y se han descritos ejemplos antes.

[0309] Se pueden encontrar procedimientos para transformar el algodén en las patentes de EE.UU. n°
5.004.863, 5.159.135 y 5.518.908; para transformar especies de brassica se pueden encontrar en la patente de
EE.UU. n°® 5.463.174; para transformar plantas del cacahuete se pueden encontrar en Cheng y col. (1996) Plant Cell
Rep. 15: 653-657, y McKently y col. (1995) Plant Cell Rep. 14: 699-703; y para transformar plantas del guisante se
pueden encontrar en Grant y col. (1995) Plant Cell Rep. 15: 254-258.

[0310] Se han descrito previamente numerosos protocolos para la transformacion de plantas del tomate y la
soja, y son bien conocidos en la técnica. Gruber y col. ((1993) en “Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology”, pag. 89-119, Glick y Thompson, eds., CRC Press, Inc., Boca Raton) describen varios vectores de
expresion y procedimientos de cultivo que se pueden usar para la transformacion de células o tejidos y la posterior
regeneracion. Para la transformacion de la soja, describen procedimientos Miki y col. (1993) en “Methods in Plant
Molecular Biology and Biotechnology”, pag. 67-88, Glick and Thompson, eds., CRC Press, Inc., Boca Raton; y en la
patente de EE.UU. n°® 5.563.055, (Townsend and Thomas), presentada el 8 de octubre, 1996.

[0311] Hay un numero sustancial de alternativas a los protocolos de transformacion mediados por
Agrobacterium, y otros procedimientos para el proposito de transferir genes enddégenos a la soja o a tomates. Uno
de dichos procedimientos es la transformacion mediada por microproyectiles, en la que el ADN sobre la superficie de
particulas de microproyectiles se dirige a los tejidos de las plantas con un dispositivo biobalistico (véase, por
ejemplo, Sanford y col., (1987) Part. Sci. Technol. 5:27-37; Christou y col. (1992) Plant. J. 2: 275-281; Sanford (1993)
Methods Enzymol. 217: 483-509; Klein y col. (1987) Nature 327: 70-73; patente de EE.UU. n°® 5.015.580 (Christou y
col), presentada el 14 de mayo, 1991; y patente de EE.UU. n° 5.322.783 (Tomes y col.), presentada el 21 de junio,
1994.

[0312] Alternativamente, se han usado procedimientos de tratamiento por ultrasonidos (véase, por ejemplo,
Zhang y col. (1991) Bio/Technology 9: 996-997); absorcién directa de ADN en protoplastos usando precipitacion con
CaCly, poli(alcohol vinilico) o poli-L-ornitina (véase, por ejemplo, Hain y col. (1985) Mol. Gen. Genet. 199: 161-168;
Draper y col., Plant Cell Physiol. 23: 451-458 (1982)); fusién de liposomas o esferoplastos (véase, por ejemplo,
Deshayes y col. (1985) EMBO J., 4: 2731-2737; Christou y col. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3962-3966); y
electroporacién de protoplastos y células enteras y tejidos (véase, por ejemplo, Donn y col.(1990) en Abstracts of
VIlith International Congress on Plant Cell and Tissue Culture IAPTC, A2-38: 53; D’Halluin y col. (1992) Plant Cell 4:
1495-1505; y Spencer y col. (1994) Plant Mol. Biol. 24: 51-61), para introducir ADN extrafio y vectores de expresion
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en plantas.

[0313] Después de transformar una planta o célula de planta (y esta Ultima regenerada en una planta), la
planta transformada se puede cruzar consigo misma o con una planta de la misma linea, una planta no transformada
o silvestre, u otra planta transformada de una linea de plantas transgénicas diferentes. El cruzamiento proporciona la
ventaja de producir variedades transgénicas nuevas y a menudo estables. Los genes y los rasgos que confieren,
que se han introducido en una linea del tomate o la soja se puede mover a lineas de plantas diferentes usando
técnicas de retrocruzamiento tradicionales conocidas en la técnica. La transformacion de plantas de tomate se
puede llevar a cabo usando los protocolos de Koornneef y col. (1986) en “Tomato Biotechnology”: Alan R Liss, Inc.,
169-178, y en la patente de EE.UU. 6.613.962, describiéndose este ultimo procedimiento brevemente en el presente
documento. Explantes de cotiledones de 8 dias de edad se precultivan durante 24 h en placas Petri que contienen
una capa alimentadora de células en suspension de Petunia hibrida cultivadas en medio MS con sacarosa al 2%
(p/v) y agar al 0,8% complementado con acido a-naftalenoacético 10 uM y 6-bencilaminopurina 4,4 uM. Después los
explantes se infectan con un cultivo diluido de una noche de Agrobactrium tumefaciens que contiene un vector de
expresién que comprende un polinucleétido de la invencion, durante 5-10 minutos, se secan por absorcidn sobre
papel de filtro estéril y se cocultivan durante 48 horas en las placas de capa alimentadora originales. Las condiciones
de cultivo son como se describen antes. Los cultivos durante la noche de Agrobactrium tumefaciens se diluyen en
medio MS liquido con sacarosa al 2% (p/v), pH 5,7, hasta una DOggo de 0,8.

[0314] Después de cultivar simultdneamente, los explantes de cotiledones se transfieren a placas Petri con
medio selectivo que comprende medio MS con zeatina 4,56 uM, vancomicina 67,3 mM, cefotaxima 418,9 mM y
sulfato de kanamicina 171,6 mM, y se cultivan en las condiciones descritas antes. Los explantes de subcultivan cada
3 semanas en medio reciente. Los brotes que emergen se diseccionan del callo subyacente y se transfieren a jarras
de vidrio con medio selectivo sin zeatina para formar raices. La formacion de raices en un medio que contiene
sulfato de kanamicina es una indicacion positiva de una transformacién exitosa.

[0315] La transformacion de plantas de soja se puede llevar a cabo usando los procedimientos que se
encuentran, por ejemplo, en la patente de EE.UU. 5.563.055. En este procedimiento, se esteriliza la superficie de la
semilla de soja por exposicion a cloro gaseoso que se desarrolla en una campana de vidrio. Las semillas se
germinan mediante cultivo en placa en medio solidificado de agar con una concentracion 1/10 sin reguladores del
crecimiento de plantas y se cultivan a 28°C con una longitud del dia de 16 h. Después de 3 o 4 dias, la semilla se
puede preparar para el cultivo simultaneo. Se elimina el recubrimiento de la semilla y el alargamiento radicular se
elimina 3-4 mm por debajo de los cotiledones.

[0316] Los cultivos durante la noche de Agrobactrium tumefaciens que albergan el vector de expresion que
comprende un polinucleétido de la invencidon se cultivan hasta la fase logaritmica, se agrupan y se concentran por
centrifugacion. Se llevan a cabo inoculaciones en lotes de modo que cada placa de semillas se traté con un
sedimento recién suspendido de Agrobacterium. Los sedimentos se vuelven a suspender en 20 ml de medio de
inoculacion. El inéculo se vierte en una placa Petri que contiene semillas preparadas y los nodos cotiledonares se
maceran con una hoja de bisturi. Después de 30 minutos, los explantes se transfieren a placas del mismo medio que
se ha solidificado. Los explantes se insertan con la cara adaxial hacia arriba y se nivelan con la superficie del medio
y se cultivan a 22°C durante 3 dias con luz fluorescente blanca. Después, estas plantas se pueden regenerar de
acuerdo con procedimientos bien establecidos en la técnica, tal como moviendo los explantes después de 3 dias a
un medio de contraseleccion liquido (véase la patente de EE.UU. 5.563.055).

[0317] Después se pueden coger los explantes, insertarlos y cultivarlos en medio de seleccion solidificado.
Después de 1 mes en medio selectivo, el tejido transformado se hace visible como sectores verdes de tejido
regenerado contra un fondo de tejido menos sano, decolorado. Los explantes con sectores verse se transfieren a un
medio de alargamiento. El cultivo se continta en este medio con transferencias a placas recientes cada 2 semanas.
Cuando los brotes tienen 0,5 cm de longitud se pueden cortar por la base y poner en un medio de enraizamiento.

Ejemplo XIlI: Tolerancia alterada al estrés abiético en monocotiledéneas

[0318] Las plantas de cereales tales como, pero sin limitar, maiz, trigo, arroz, sorgo o cebada, se pueden
transformar con las presentes secuencias de polinucleétidos, incluyendo secuencias derivadas de mono o
dicotiledéneas tales como las presentadas en las tablas 1, 3 6 6, clonadas en un vector tal como pGA643 y que
contienen un marcador de resistencia a la kanamicina, y expresar de forma constitutiva, por ejemplo, bajo los
promotores CaMV 35S o COR15. También se pueden usar pMEN20 o pMENG5 y otros vectores de expresion con el
propoésito de modificar rasgos de la planta. Por ejemplo, pMENO20 se puede modificar para sustituir la region
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codificante Nptll con el gen BAR de Streptomyces hygroscopicus que confiere resistencia a la fosfinotricina. Los
sitios Kpnl y Bglll del gen Bar se eliminan mediante mutagénesis dirigida con cambios de codones silenciosos.

[0319] El vector de clonacién se puede introducir en una variedad de plantas de cereales por medios bien
conocidos en la técnica, incluyendo la transferencia directa de ADN o transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens. Este ultimo procedimiento se puede llevar a cabo por una variedad de medios, incluyendo, por ejemplo,
el de la patente de EE.UU. No. 5.591.616, en el que se transforma un callo monocotiledéneo poniendo en contacto
tejido desdiferenciado de Agrobacterium que contiene el vector de clonacion.

[0320] Los tejidos de muestra se sumergen en una suspension de 3x10° células de Agrobacterium que
contienen el vector de clonacién, durante 3-10 minutos. El material calloso se cultiva en un medio solido a 23°C en la
oscuridad durante algunos dias. Los callos desarrollados en este medio se transfieren a medio de regeneracion. Las
transferencias se continan cada 2-3 semanas (2 o 3 veces) hasta que se desarrollan brotes. Después, los brotes se
transfieren a medio de brote-alargamiento cada 2-3 semanas. Los brotes que parecen sanos se transfieren a medio
de enraizamiento y después de desarrollarse las raices, las plantas se ponen en suelo de cultivo en maceta humedo.

[0321] Después, se analiza en las plantas transformadas la presencia del gen NPTIl/resistencia a la
kanamicina por ELISA, usando el kit ELISA NPTII kit de 5Prime-3Prime Inc. (Boulder, CO).

[0322] También es rutinario el uso de otros procedimientos para producir plantas transgénicas de la mayoria
de cultivos de cereales (Vasil (1994) Plant Mol. Biol. 25: 925-937) tales como maiz, trigo, arroz, sorgo (Cassas y col.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11212-11216, y cebada (Wan y Lemeaux (1994) Plant Physiol. 104:37-48).
Los procedimientos de transferencia de ADN tales como el procedimiento de microproyectiles se pueden usar para
el maiz (Fromm vy col. (1990) Bio/Technol. 8: 833-839); Gordon-Kamm y col. (1990) Plant Cell 2: 603-618; Ishida
(1990) Nature Biotechnol. 14:745-750), trigo (Vasil y col. (1992) Bio/Technol. 10:667-674; Vasil y col. (1993).
Bio/Technol. 11:1553-1558; Weeks y col. (1993) Plant Physlol. 102:1077-1084), y arroz (Christou (1991)
Bio/Technol. 9:957-962; Hiei y col. (1994) Plant J. 6:271-282; Aldemita y Hodges (1996) Planta 199:612-617; y Hiei y
col. (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218). Para la mayoria de las plantas de cereales, las células embrionarias
despojadas de los tejidos escutelares inmaduros, son las dianas celulares preferidas para la transformacion (Hiei y
col. (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218; Vasil (1994) Plant Mol. Biol. 25: 925-937). Para la transformacion de células
embrionarias de maiz despojadas de los tejidos escutelares inmaduros, usando el bombardeo de microproyectiles,
se prefiere el genotipo A188XB73 (Fromm y col. (1990) Bio/ Technol. 8: 833-839; Gordon-Kamm y col. (1990) Plant
Cell 2: 603-618). Después del bombardeo con microproyectiles, los tejidos se seleccionan en fosfinotricina para
identificar las células embrionarias transgénicas (Gordon-Kamm y col. (1990) Plant Cell 2: 603-618). Las plantas
transgénicas se regeneran mediante técnicas estandar de regeneracion del maiz (Fromm y col. (1990) Biol/ Technol.
8: 833-839; Gordon-Kamm y col. (1990) Plant Cell 2: 603-618).

[0323] Se pueden usar los analisis de transferencia Northern, RT-PCR o micromatrices de las plantas
transformadas y regeneradas para mostrar la expresion de G1792 y genes relacionados que son capaces de conferir
tolerancia al estrés biotico o abiotico.

[0324] Para verificar la capacidad de conferir tolerancia al estrés abiético, las plantas maduras que expresan
en exceso un factor de transcripcion de la invencion, o alternativamente, plantulas descendientes de estas plantas,
se pueden estimular mediante un ensayo de estrés abidtico, tal como un ensayo de sequia, calor, alta salinidad o
helada, en condiciones de estrés osmético que también pueden medir los sensores de azlcar alterados, tales como
condiciones de alta concentracion de azucar, en un ensayo de tolerancia a la sombra, o en un ensayo de deteccion
de C/N para identificar plantas con estrés alterado o tolerancia a la sombra o deteccién de C/N alterada.
Comparando las plantas silvestres y transgénicas tratadas de forma similar, se puede mostrar que las plantas
transgénicas tienen una mayor tolerancia al estrés abiotico.

[0325] Después de que una planta monocotiledénea o célula de planta se ha transformado (y ésta ultima se
ha regenerado en una planta) y se ha mostrado que tiene una mayor tolerancia al estrés biotico o abiético, o produce
un mayor rendimiento con respecto a una planta de control en las condiciones de estrés, la planta monocotiledénea
transformada se puede cruzar consigo misma o con una planta de la misma linea, una planta monocotiledénea no
transformada o silvestre, u otra planta monocotiledonea transformada de una linea de plantas transgénicas diferente.
Ejemplo XIV: Genes que confieren mejoras significativas a especies que no son Arabidopsis

[0326] Se ha analizado funcion de ortélogos especificos de los factores de transcripcion de la invencién y se
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pueden caracterizar mejor mediante la incorporacién en plantas de cultivo. La funcion de ortélogos especificos de las
secuencias en la Lista de Secuencias se puede analizar mediante su expresion alterada (p. €j., expresién en exceso
ectdpica o inactivacién de la expresiéon) en plantas, usando elementos reguladores constitutivos, inducibles o
especificos de tejido, como se ha descrito antes. Estas secuencias incluyen secuencias de polinucleétidos
encontradas en la Lista de Secuencias tales como por ejemplo: SE ID NO: 12 (G2133).

[0327] Las secuencias de polinucleétidos y polipéptidos derivadas de monocotiledéneas se pueden usar para
plantas tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas aleatoriamente, y las derivadas de dicotiledoneas se pueden
usar para transformar cualquiera de los grupos, aunque algunas de estas secuencias funcionaran mejor si el gen se
transforma en una planta del mismo grupo del que deriva la secuencia.

[0328] En estos ejemplos se proporcionan procedimientos de transformacion, y se pueden usar en un vector
de expresion. Después de introducir el vector en una célula de planta, la planta se puede regenerar a partir de la
célula, después de lo cual se puede dejar que la planta exprese en exceso uno de los polipéptidos de la invencién
que tienen la propiedad de aumentar la tolerancia al estrés abiético, tolerancia a la sombra o deteccién de C/N
alterada en la planta transgénica. Las plantas con estos rasgos alterados se pueden identificar mediante
comparaciéon con plantas silvestres o no transformadas que no expresan en exceso el polipéptido, después de lo
cual se pueden seleccionar una 0 mas plantas con el grado deseado de uno o mas de los rasgos mejorados. De
esta forma, se pueden seleccionar las plantas con una mayor tolerancia a la sombra, mayor tolerancia al estrés
abiético, deteccion alterada de C/N, o mas de uno de estos rasgos alterados.

[0329] Para los analisis relacionados con la tolerancia a la sequia, las semillas de estas plantas transgénicas
se someten a ensayos de germinacion para medir los sensores de sacarosa. Las semillas monocotiledéneas
estériles, incluyendo, pero sin limitar, maiz, arroz, trigo, centeno y sorgo, asi como las dicotiledéneas incluyendo,
pero sin limitar, soja y alfalfa, se siembran en medio MS al 80% mas vitamina con sacarosa al 9,4%; el medio de
control carece de sacarosa. Después, todas las placas de ensayo se incuban a 22°C con 24 horas de luz, 120-130
pEin/mZ/s, en una camara de crecimiento. La evaluacién de la germinacién y el vigor de las plantulas se lleva a cabo
entonces 3 dias después de la plantacion. Se pueden encontrar que las que tienen exceso de expresion de estas
secuencias son mas tolerantes a un contenido alto de sacarosa al tener mejor germinacion, radiculas mas largas y
mayor expansion de cotiledones. Estos resultados indicarian que el exceso de expresién de los ortdlogos de la Lista
de Secuencias esta implicada en los sensores de azucar especificos de sacarosa.

[0330] Las plantas que expresan en exceso estos ortdlogos se pueden someter a ensayos de sequia
basados en suelo para identificar aquellas lineas que son mas tolerantes a la falta de agua que las plantas de control
silvestres. En general, las plantas que expresan en exceso ortélogos apareceran significativamente mas grandes y
mas verdes, con menos marchitamiento o desecado, que las plantas de control silvestres, en particular después de
un periodo de carencia de agua al que le sigue el regado de nuevo y un periodo de incubacién posterior.

[0331] Las plantas que expresan en exceso estos ortélogos se pueden someter a ensayos de estrés abibtico
para identificar aquellas lineas que son mas tolerantes al estrés abi6tico que las plantas de control silvestres en
estas condiciones. En general, las plantas que expresan en exceso los ortdlogos presentaran caracteristicas
morfolégicas que estan asociadas con un fenotipo de evitacion de sombra (p. €j., cotiledones alterados, hipocotilos
alterados, orientacion de las hojas alterada, peciolos alterados, y/o fotomorfogénesis constitutiva) y pueden aparecer
también mas grandes, mas verdes y mas sanas que las plantas de control silvestres.

Ejemplo XV: identificacion de secuencias ortélogas y paralogas

[0332] Los ortélogos de genes de Arabidopsis se pueden identificar por varios procedimientos, incluyendo la
amplificacion por hibridacién o por procedimientos bioinformaticos. Este ejemplo describe cdmo se pueden identificar
homologos del factor de transcripcion CBF1 de la familia AP2 de Arabidopsis, que confieren tolerancia a estreses
abiodticos (Thomashow y col. (2002) patente de EE.UU. n°® 6.417.428), y un ejemplo para confirmar la funcion de
secuencias homologas. En este ejemplo se encontraron ortélogos de CBF1 en la canola (Brassica napus) usando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

[0333] Se designaron cebadores degenerados para las regiones del dominio de union AP2 y fuera del AP2
(dominio carboxi terminal patente de EE.UU. n°® 6.417.428):

Mol 368 (inverso) 5- CAY CCN ATH TAY MGN GGN GT -3’
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Mol 378 (directo) 5- GGN ARN ARC ATN CCY TCN GCC -3
(Y: C/T, N: A/IC/GIT, H: AIC/T, M: AIC, R: A/G)

[0334] El cebador Mol 368 esta en el dominio de unién AP2 de CBF1 (secuencia de aminoacidos: His-Pro-lle-
Tyr-Arg-Gly-Val) mientras que el cebador Mol 378 esta fuera del domino AP2. (dominio carboxilo terminal)
(secuencia de aminoacidos: Met-Ala-Glu-Gly- Met-Leu-Pro).

[0335] El ADN genémico aislado de B. napus se amplificé usando estos cebadores siguiendo estas
condiciones: una etapa de desnaturalizacion de 2 min a 93°C; 35 ciclos de 93°C durante 1 min, 55°C durante 1 min,
y 72°C durante 1 min; y una incubacion final de 7 min a 72°C al final de los ciclos.

[0336] Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,2% y se
transfirieron a membranas de nailon y se hibridaron con la sonda AT CBF1 preparada a partir de ADN genémico de
Arabidopsis por amplificacién por la PCR. Los productos hibridados se visualizaron mediante un sistema de
deteccion colorimétrico (Boehringer Mannheim) y las correspondientes bandas de un gel de agarosa similar se
aislaron usando el kit de extraccion de Qiagen (Qiagen). Los fragmentos de ADN se ligaron en el vector clon TA del
kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen) y se transformaron en la cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen).

[0337] Se recogieron 7 colonias y los insertos se secuenciaron en un aparato ABI 377 a partir de ambas
cadenas de sentido directo y sentido contrario después de aislar los plasmidos de ADN. La secuencia de ADN se
edité mediante el secuenciador y se aline6 con AtCBF1 con el software GCG y la busqueda con Blast de NCBI.

[0338] La secuencia de acido nucleico y las secuencias de aminoacidos de un ortélogo de canola encontrado
de esta forma (bnCBF1; patente de EE.UU. n°: 6.417.428) identificado por este procedimiento, se muestra en la Lista
de Secuencias.

[0339] Las secuencias de aminoacidos alineadas muestran que el gen bnCBF1 tiene una identidad de 88%
con la secuencia de Arabidopsis en la region del dominio AP2 y una identidad de 85% con la secuencia de
Arabidopsis fuera del dominio AP2 cuando se alinean para dos secuencias de insercion que estan fuera del dominio
AP2,

[0340] De forma similar, también se pueden identificar las secuencias paralogas de los genes de Arabidopsis,
tales como CBF1.
[0341] Se han clonado dos paralogos de CBF1 de Arabidopsis thaliana: CBF2y CBF3. CBF2y CBF3 se han

clonado y secuenciado como se describe a continuacion. Las secuencias de ADN y las proteinas codificadas se
presentan en la patente de EE.UU. n° 6.417.428.

[0342] Se cribaron en una biblioteca de ADNc lambda preparada a partir de ARN aislado de Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia (Lin y Thomashow (1992) Plant Physiol. 99: 519-525) los clones recombinantes que
llevaban insertos relacionados con el gen CBF1 (Stockinger y col. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 1035-1040).
CBF1 se radiomarcé con **P por cebado aleatorio (Sambrook y col. véase antes) y se usé para cribar una biblioteca
mediante la técnica de placa elevada usando condiciones de hibridacion y lavado rigurosas (Hajela y col. (1990)
Plant Physiol. 93:1246-1252; Sambrook y col. véase antes, 6 X tamp6n SSPE, 60°C para la hibridacién y 0,1 X
tampoén SSPE y 60°C para los lavados). Se obtuvieron 12 clones de hibridacion positivos y se determinaron las
secuencias de ADN de los insertos de ADNCc. Los resultados indican que los clones entran en 3 clases. Una clase
lleva insertos que corresponden a CBF1. Las otras dos clases llevan secuencias que corresponden a dos homoélogos
diferentes de CBF1, denominados CBF2 y CBF3. Las secuencias de acidos nucleicos y secuencias que codifican la
proteina predicha para CBF1, CBF2, CBF3 de Arabidopsis y el ortélogo CBF de Brassica napus se exponen en la
patente de EE.UU. n°® 6.417.428.

[0343] Una comparacion de las secuencias de acidos nucleicos de CBF1, CBF2 y CBF3 de Arabidopsis
indica que son de 83 a 85% idénticas como se muestran en la tabla 9.
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TABLA 9
Porcentaje de identidad®
ADN’ Polipéptido
cbf1/cbf2 85 86
cbf1/cbf2 83 84
cbf2/cbf3 84 85

°El porcentaje de identidad se determin6 usando el algoritmo Clustal del
programa MEGALIGN (DNASTAR, Inc.).

Se muestran las comparaciones de las secuencias de acidos nucleicos de
los marcos de lectura abiertos

[0344] Igualmente, las secuencias de aminoacidos de los 3 polipéptidos CBP estan en el intervalo de
identidad de 84 a 86%. Un alineamiento de las 3 secuencias de aminoacidos pone de manifiesto que la mayoria de
las diferencias en la secuencia de aminoacidos se producen en la mitad C-terminal acida del polipéptido. Esta region
de CBF1 sirve como dominio de activacion tanto en levaduras como en Arabidopsis (no se muestra).

[0345] Los restos 47 a 106 de CBF1 corresponden al dominio AP2 de la proteina, un patron de unién al ADN
que, hasta la fecha, s6lo se habia encontrado en proteinas de plantas. Una comparacién de los dominios AP2 de
CBF1, CBF2 y CBF3 indica que hay algunas diferencias en la secuencia de aminoacidos. Estas diferencias en la
secuencia de aminoacidos pueden tener un efecto en la especificidad de union al ADN.

Ejemplo XVI: Transformacién de canola con un plasmido que contiene CBF1, CBF2 o CBF3

[0346] Después de identificar los genes homélogos de CHF1, la canola se transformé con un plasmido que
contenia los genes CBF1, CBF2 o CBF3 de Arabidopsis clonados en el vector pGA643 (An (1987) Methods
Enzymol. 253: 292). En estas construcciones, los genes CBF se expresaban de forma constitutiva bajo el promotor
35S de CaMV, ademas, el gen CBF1 se clond bajo los controles del promotor COR15 de Arabidopsis en el mismo
vector pGA643. Cada construccién se transformd en la cepa de Agrobacterium GV3101. Las agrobacterias
transformadas se cultivaron durante 2 dias en medio AB minimo que contenia los antibioticos adecuados.

[0347] La canola de primavera (B. napus variedad cultivada Westar) se transform6 usando el protocolo de
Moloney y col. ((1989) Plant Cell Reports 8: 238) con algunas modificaciones como se describe. Brevemente, las
semillas se esterilizaron y se cultivaron en placa en medio MS de media concentracion, que contenia sacarosa al
1%. Las placas se cultivaron a 24°C con luz de 60-80 pE/mZ/s usando un periodo de iluminacion de 16 horas de
luz/8 horas de oscuridad. Los cotiledones de las plantulas de 4-5 dias de edad se recogieron, se cortaron los
peciolos y se sumergieron en disolucion de Agrobacterium. Los cotiledones sumergidos se pusieron en medio de
cultivo simultaneo con una densidad de 20 cotiledones/placa y se incubaron como se ha descrito antes durante 3
dias. Los explantes se transfirieron al mismo medio, pero que contenia 300 mg/I de timentina (SmithKline Beecham,
PA) y se redujeron a 10 cotiledones/placa. Después de 7 dias, los explantes se transfirieron a medio de
seleccién/regeneracion. Las transferencias se continuaron cada 2-3 semanas (2 o 3 veces) hasta que se
desarrollaron los brotes. Los brotes se transfirieron a medio de brote-alargamiento cada 2-3 semanas. Los lotes que
tenian un aspecto sano se transfirieron a medio de enraizamiento. Una vez que se desarrollaron raices buenas, las
plantas se plantaron en suelo para macetas humedo.

[0348] Después se analizé en las plantas transformadas la presencia del gen NPTIl/resistencia a la
kanamicina mediante ELISA, usando el kit de ELISA NPTIl de 5Prime-3Prime Inc. (Boulder, CO). Aproximadamente
70% de las plantas cribadas eran positivas para NPTIl. Solamente estas plantas se siguieron analizando.

[0349] Los analisis de transferencia Northern de las plantas que se transformaron con las construcciones de
expresion constitutiva mostraron expresion de los genes CBF y todos los genes CBF fueron capaces de inducir el
gen BN115 regulado por el frio de Brassica napus (homoélogo del gen COR15 de Arabidopsis). La mayor parte de las
plantas transgénicas presentaron un fenotipo de crecimiento normal. Como se esperaba, las plantas transgénicas
son mas tolerantes a la helada que las plantas silvestres. Usando el ensayo de pérdida de electrolitos de las hojas,
el control mostrdé una pérdida de 50% de -2 a -3°C. La canola de primavera transformada como CBF1 o CBF2
mostré una pérdida de 30% de -6 a -7°C. La canola de primavera transformadas con CBF3 mostr6é una pérdida de
50% de aproximadamente -10 a -15°C. La canola de invierno transformada con CBF3 puede presentar una pérdida
de 50% de aproximadamente -16°C a -20°C. Ademas, si la canola de primavera o invierno se aclimatan al frio, las
plantas transformadas pueden presentar una mayor aumento de la tolerancia a la helada de al menos -2°C.
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[0350] Para ensayar la tolerancia a la salinidad de las plantas transformadas, las plantas se regaron con NaCl
150 mM. Las plantas que expresaban en exceso CBF1, CBF2 o CBF3 crecieron mejor comparadas con las plantas
que no se habian transformado con CBF1, CBF2 o CBF3.

[0351] Estos resultados demuestran que los homélogos de factores de transcripcién de Arabidopsis se
pueden identificar y se muestra que confieren funciones similares en especies de plantas que no son Arabidopsis.

Ejemplo XVII: clonacion de promotores de factores de transcripcion

[0352] Los promotores se aislaron de genes de factores de transcripcion que tienen patrones de expresion de
genes utiles para una serie de aplicaciones, determinadas por los procedimientos bien conocidos en la técnica
(incluyendo el analisis del perfil de transcritos con micromatrices de ADNc u oligonucleotidos, andlisis de
transferencia Northern, RT-PCR semicuantitativa o cuantitativa). Se ponen de manifiesto perfiles de expresion de
genes interesantes determinando la abundancia de transcritos para un gen de factor de transcripcion seleccionado,
después de la exposicion de las plantas a una serie de condiciones experimentales diferentes, y en una serie de
tejidos o tipos de érganos diferentes, o etapas del desarrollo. Las condiciones experimentales a las que se exponen
las plantas para este propésito incluyen frio, calor, sequia, estimulacién osmética, concentraciones de hormonas
diferentes (ABA, GA, auxina, citoquinina, acido salicilico, brasinoesteroide), estimulacién con patdégenos y plagas.
Los tipos de tejidos y que etapas del desarrollo incluyen tallo, raiz, flor, hojas en roseta, hojas caulinares, silicuas,
semillas en germinacion y meristema. El conjunto de niveles de expresién proporciona un patréon que se determina
mediante el elemento regulador del promotor génico.

[0353] Los promotores de factores de transcripcion para los genes descritos en el presente documento se
obtienen mediante clonacion de 1,5 kb a 2,0 kb de secuencia gendémica inmediatamente en la direccion 5’ del codén
de inicio de la traduccién para la secuencia codificante de la proteina del factor de transcripcion codificado. Esta
regiéon incluye la 5-UTR del gen del factor de transcripcion, que puede comprender elementos reguladores. La
region de 1,5 kb a 2,0 kb se clona por procedimientos de PCR, usando cebadores que incluyen uno en la direccion
3’ situado en el codon de inicio de la traduccién (incluyendo una secuencia adaptadora adecuada), y otro en la
direccion 5’ situado a partir de 1,5 kb a 2,0 kb en la direccion 5’ del cond6n de inicio de la traduccion (incluyendo una
secuencia adaptadora adecuada). Los fragmentos deseados se amplificaron por la PCR a partir del ADN genémico
de Arabidopsis Col-0 usando ADN polimerasa Taq de alta fidelidad para minimizar la incorporacién de mutacién o
mutaciones puntuales. Los cebadores de clonacién incorporan dos sitios de restriccion raros, tales como Notl y Sfi1,
encontrados con frecuencia baja en el genoma de Arabidopsis. Se usan sitios de restriccion adicionales en los casos
en los que esta presente un sitio de restriccién Notl o Sfi1 dentro del promotor.

[0354] El fragmento de 1,5-2,0 kb en la direccién 5’ desde el coddn de inicio de la traduccion, incluyendo la
region 5 no traducida del factor de transcripcién, se clona en un vector de transformacion binario inmediatamente en
la direccién 5’ de un gen indicador adecuado, o un gen transactivador que es capaz de programar la expresion de un
gen indicador en una segunda construccion génica. Los genes indicadores usados incluyen la proteina fluorescente
verde (y variantes de color de la proteina fluorescente verde), B-glucuronidasa y luciferasa. Los genes
transactivadores adecuados incluyen LexA-GAL4, junto con un indicador transactivable en un segundo plasmido
binario (como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. 09/958.131, incorporada en el presente documento
por referencia). El o los plasmidos binarios se transfieren a Agrobacterium y la estructura del plasmido se confirma
por PCR. Estas cepas se introducen en plantas de Arabidopsis como se describe en otros ejemplos, y los patrones
de expresion de genes se determinan de acuerdo con procedimientos estandar conocidos para el experto en la
materia, para el seguimiento de la fluorescencia de la GFP, actividad de p-glucuronidasa, o luminiscencia.

[0355] La presente invencién no esta limitada por las realizaciones especificas descritas en el presente
documento. Habiéndose descrito ahora la invencion completamente, sera evidente para el experto en la materia que
se pueden hacer muchos cambios y modificaciones de la misma sin salirse del alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Las modificaciones que son evidentes a partir de la descripcidon anterior y las figuras que acomparian
entran dentro del alcance de las reivindicaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

[0356]

<110> Mendel Biotechnology, Inc.

<120> REGULADORES TRANSCRIPCIONALES DE PLANTAS
<130> AHB/FP6379341
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<223> secuencia de referencia G47; identificador de clado

acatcgatea
teaaagtaca
ccgggaacte
gcacacgacg
cctcatttge
gcttetaacy
ggaigcggag
atttcagtgt
atcacgtttg
aaaatcttac
acattataag
tacaaatcta

ttaagtattc

<160> 64

<170> PatentIn version 3.2

<210>1

<211> 785

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<400> 1
cttettette
tgaaagtcag
gattagagtt
tgccgoegta
tctcaattte
ccagcaagct
cgtgaactcot
gocgttgaat
gaéggtcatg
gtgtggtget
ttgtgaatat
gtccattgta
attgagattt
aaaaa

<210> 2

<211> 144

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

tcatacaaca
aaggaateccyg
gtgaccgtct
ttgctttett
ttaatccttc
ccggcatgge
atacgacgac
atgattatcl
atcttctttt
tcaaaacaag
gttttgatta
ttcaagaaac

gtaatatttt

acaaaaaatyg
tcgtcggaaa
ctggttaggt
ctgtttacac
actcgtttce
cattgacgcc
gtattacgag
gggcggcecac
gagltaagatt
attaggtacc
atgtttgttt
ctagcgegag

tgtaaaatac

gattacagag
tggggcaaat
tecattctcaa
caacctgatt
agaacttcte
ggaatcgtcc
aatggagctyg
gatcacgttt
ttgtaccata
acagagaaac
cactgattta
atcatgtttc

aaataaaaaa

<223> secuencia de referencia del polipéptido G47; identificador de clado

<400> 2

Met Asp Tyr Arg Glu Ser Thr Gly Glu Ser GIln Ser Lys Tyr Lys Gly

1

5

10

68

aatccaccgg
gggtatcaga
cagcagaagqg
ctttagaatc
cgagatctat
acagtaccag
atcaagtgga
gatttatcte
atcaaaacag
aatcaaatgg
gtgaagtttg
gtgattgaag

daaqdaadaad

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

785



<210> 3
<211> 1449
<212> ADN

Ile

Gly

Ala

Ser

65

Ser

Met

Cys

Pro

Arg

Thy

Ala

Leu

Arg

Ala

Gly

Leu

hrg Arg

20

Arg Asp

val Ala

Glu Ser

Thr Ser

Ile Asp

10D

Asp Thr

115

Asn Ile

130

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ES 2361749 T3

Lys Trp Gly

Atgq Leu Trp

Val
55

His Asp

Asn Phe

70

Leu

Pro Ser

85

Arg

Rla Gly Ile

Thr Thr Tyr

Ser Val Tyr

135

Trp
25

Lys

Leu
40

Gly
Ala Phe
Pro His
Gln

Ile

His
105

Val

Tyr Glu

129

Rap Tyx

<223> secuencia de referencia G922; identificador de clado

<400> 3

atggtggcta
gtcttctcaa
tgtctcaaaqg -
tgtgccaace
tctcaccteg
gcgettgeta
cagacaagaa
ttcecgatac
ggagagaaga
ttgocttcaag
catcaccadga

ctcgatatce

tgtttcaaga
ctatgtcact
atctcaaacc
acgtggectte
cttctectga
acagaatcet
ctaacaatgt
tcaaagtctc
tggtteatgt
ctttcaacte
aggaagtgct

egqtttcagtt

agataatgga
caacagaccg
agaggagecgt
aggtagccte
cggcgacacg
taagtcctgg
ctetgaggag
ttacttgete
gattgatcteo
taggcctgaa
tgaacaaakg

taatcccegrt

acatctterg
actetecteg
ggtctetact
caaaacqgcta
atgcagecgaa
cctggtottt
attcatgtta
actaatcgag
gatgcttctg
ggtccaccte
gelcatagac

gtgagtaggt

69

val

Ser

Phe

Leu

Gln

Ser

Ran

Leu

Ser Glu

Phe Ser

Ile

Thr

Arg Val

Ala Glu

45

Cys Leu

Leu
75

Asn
Ala Ala
Thr

Sar

Gly Ala

His

Bra

Ser

val

Asp

Gln Pro

Leu

Ser

Ala
95

Asn

Asn Ser

110

Gln Val

125

Gly Gly

140

tagcttcate
cttcttcatc
taatccacct
acgoagoeget
tcgekgoketa
acaaggctet
gaagactcoth
ctatactega
agcecagetea
atttgagaat
tcattgagga

tagactgttt

His

Asp His

accacttcaa
tcegtttcat
cttgetaact
cgagcagctc
cttcaccgaa
taacgcaact
ctttgagatyg
ggetatggaa
atggcttget
cactggtgtt
agcagagaaa

aaatgtagaa

Pro

Gly

Asp

Val

B0

Gly

Gly

Glu

Val

60

120

1840

240

300

3860

420

480

540

600

560

120



<210> 4
<211> 482
<212> PRT

cagttgeggg
ttcttggect
ccragtggag
cgtgagaatg
ttgecetttac
ccaaaggtca
aggctattag
ccaagaacgt
aacatcatat
agcecagagga
caggcetagga
gggtgcgcag

aggaagtga

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ttaaaacagy
ctgatgatga
ttgacttgca
atatgagtaa
caagttecagg
tggtggtcac
aatcacttta
ctcaagétaq
cctgegaggg
tcgatttgge
gattgcttca

taatttgetg

ES 2361749 T3

agaggcctta
tctcatgaga
gagagttcta
caacaatqggg
aaggactgat
fgagcaagac
cacctacgca
gatcaaagtg
atttgagaga
tggttttggg
agggtgeggt

gcaagatcga

geccgttaget
aagaactgcg
atgatgagce
tatagecccta
agcttcoctea
tcagaccaca
gcattgtttq
gagaagatgc
agagaaagac
aatgticctc
tttgatggat

cetotatact

cggttettca
ctttacggtt
atggctotge
gcggtgacte
atgctatttg
acggotecac
attgcttgga
tcttcgggga
acgagaagct
ttagctatta
atagaatcaa

cggtatcagc

<223> secuencia de referencia del polipéptido G922; identificador de clado

<400> 4

attgcatacc
tcagaacaac
agctgaggea
ggcctoatct
gggtitgtet
actaatggaqg
aacaaaagtt
ggagatcaag
tgagaaatgg
tgcgatgteg
ggaagagagc

ttggagatgc

Met

1

Ser

Leun

Glu

val

65

Ser

TYE

Val

Pro

Ala

Arg

Ala

His

Fhe

Ala

Leu

Sexr

a5

Gly

Ser

Leu

Thr

Met

Gin

20

Ser

Leu

Gly

Ala

Glu
100

Phe Gln Glu Asp Asn

S

Val Phe Ser

Ser Pro Phe

Ile
55

Tyr Leu

Leu Gln

70

S5er

Ser Fro

a5

Asp

Ala Leu Ala

Thre

Hisg

10

His

Asn

Gly

Asn

Met

25

Cys

Leu

Rla

Rsp

Arg
105

70

Gly Thr Ser
10

Ser Leu RAsn

Leu Lys B3p

Thr
60

Lea Leu

Ala
75

Asn Ala

Thr Gln

90

Met

Ile Leu Lys

Ser

ARrg

Leu

45

Cys

Len

Arg

Ser

Val

Pro

30

Lys

Ala

Gla

Ile

Trp
110

Ala

15

Thr

Pro

Asn

Gln

Ala

Pra

Ser

Leu

Glu

His

Leu

20

Ala

Gly

780
840
s00
960
1020
L0080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1449



Leu

Glu

Lys

145

Gly

Gln

Pro

Gln

Phe

225

Gln

Gln

Cys

Val

Met

305

Leu

Trp

His

Tyr

Glu

130

Val

Glu

Txp

His

Met

210

Gln

Leu

Leu

Ala

Leu

299

Ser

Pro

Gly

Asn

Lys

115

Ile

Ser

Lys

Leu

Leu

195

Ala

Phe

Aryg

His

Leu

275

Met

Asn

Lew

Leu

Gly

Ala

His

Tyr

Met

Ala

180

Arg

His

Asn

val

Thz

260

Arg

Met

asn

Bro

Ser

349

Ser

ES 2361749 T3

Leu Asan

Val Arg

Leu Leu
150

Val His
165

Leu Leu

Ile Thr

Arg Leu

Pro val
230

Lys Thr
245

Phe Leu

Phe Gln

Ser Hisa

Asn Gly

310

Ser Ser
325

Pro Lys

Thr Leu

Ala

Arg

135

Thr

Val

Gln

Gly

Ile

215

Val

Gly

Ala

aAsn

Gly

295

Tyr

Gly

Val

Het

The

129

Leu

Asn

Ile

Ala

val

200

Glu

Ser

Glu

Ser

Ran

280

Ser

Ser

Arg

Met

Glu

Gln

Phe

Arg

Rap

Phe

185

His

Glu

Arg

Ala

Asp

265

Pro

Ala

Pro

Thr

Val

345

Arg

71

Thr

Phe

Ala

Leu

170

Asn

His

Ala

Leu

Leu

250

Asp

Ser

Ala

Ser

Asp

330

Val

Leu

Arg

Glu

I[le

155

Asp

Ser

Gln

Glu

Asp

235

Ala

Asp

Gly

Glu

Gly

315

Ser

Thr

Leu

Thr

Het

1490

Leu

Ala

Arg

Lys

Lys

220

Cys

Val

Leu

val

Ala

300

Asp

Phe

Glu

Glu

Asn

125

Phe

Glu

Ser

Pro

Glu

205

Leu

Leu

Ser

Met

Asp

285

Arg

Ser

Gln

Ser

Asn

Pxo

Ala

Glu

Glu

180

val

Asp

Asn

Ser

Arg

270

Leu

Glu

Ala

Asn

Asp

3590

Leu

Val

Ile

Mat

Pro

175

Gly

Leu

Ile

Val

Val

255

Lys

Gln

Aan

Ser

Ala

335

Ser

Tyr

Ser

Leu

Glu

160

Ala

Pro

Glu

Pro

Glu

240

Leu

Asn

Arg

Asp

Ser

320

Ile

Asp

Thr



<210>5

<211> 585
<212> ADN

Tyr

Ala Ala

355

370

Gln

385

Asn

Leun

Pro

Cys

Asp Arg

Ile

Glu

Leu

Gly

Ile Ser

Leu Phe

Ile Lys

Cys

ES 2361749 T3

Asp Cys
375

Val
390

Glu

Glu Gly

405

Trp
420

Lys

Ser
43%

Tyr

Phe Asp

450

Ile
465

Arg

5 <213> Arabidopsis thaliana

<220>

Cys

Lys

Trp Gln

Ser

Tyr

Gly

Asp

Gln Arg

Ala Met

Leu

Lys

Phe

Ile

Leu

360

Glu Thr

Met- Leu

Glu Arg
410

Asp Leu

425

Gin Ala

4490

Tyr Arg

455

Arg Pro

470

Ile

Len

Lys Glu

Tyr Ser

<223> secuencia de referencia G1274; identificador de clado

<400> 5

10 <210>6

<211> 194
<212> PRT

atgaatatct
aatccgtita
gytaacaatg
acatttaccg
actaatagag
agaacgagat
aaatctgtca
tcggtgaaga
gaaggaqtec

tatgatcatg

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ctcaaaaccc
tggataacaa
gattaatcga
gggaaaqcgsg
gaagtaaaga
cgaagattga
dadacaacat
agagggtaga
ataaccatga

ataactggaa

tagcecctaat
cgatttctca
ggqaagagatc
cggatecgge
gagtgatcag
tgtgatggat
taacaagagg
gagagatggt
gagtctcret

ccaacactct

tttacgtact
aatttgatgt
tcatgctcega
agcgcaacad
acgaaggaga
gatggtttta
aattactaca
gacgatgcag
aatgtctact

cttcttegat

72

365

Lys Val
380

Phe Gly Glu

395

Arg Glu

Ala Gly

Rrg Arg

Pro Arg Thr

Arg

Pha

Leu

Ser

Glu Ile Lys

400

His Glu
415

Lys

Gly Asn Val

430

Leu Gln Gly

445

Glu Ser
460

Val Ser
475

tctoccgarga
tctttgacat
caagcatcgt
cgttgagtaa
cgggtcatcyg
aatggaggaa
aatgctcaag
cttatgtaat
acaatgaaat

cttaa

Gly

Ala

Cys Ala Val

Trp Arg Cys

480

aaactttatt
agatgaagga
ttegtcocggag
aaaggaatca
agttgcattt
gtatggcaag
tgaaggttgc
tacaacatat

ggttttatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540

585



<223> secuencia de referencia del polipéptido G1274; identificador de clado

<400> 6

<210>7
5 <211> 696
<212> ADN

Met Asn Ile Ser Gln

1

Glu

Met

Glo

Glu

Thr

Arg

Phe

Lys

Arg

145

Glu

Mec

Arg

A3n

Phe

Ile

50

Ser

Asn

val

Lys

Arg

130

val

Gly

Val

Ser

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Phe

Phe

5

Ser

Gly

Arg

Ala

Trp

115

Asn

Glu

val

Leu

Ile

20

Asp

Ser

Gly

Gly

fhe

100

Arg

Tyr

Arg

His

Ser
180

5

Asn

Ile

Pro

Ser

Ser

85

Arg

Lys

Tyx

Asp

asn

1865

Tyr

ES 2361749 T3

Asn Pro Ser Pro.Asn Phe Thr Tyr

Pro

Asp

Thr

Gly

70

Lys

Thz

Tyr

Lys

Gly

150

His

Asp

Phe

Glu

Ser

Ser

Glu

Arg

Gly

Cys

135

Asp

Glu

His

Met Asp
25

Gly Gly
40

Ile val

Ala Thr

Ser Asp

Ser Lys

105

Lys Lys

120

Ser Ser

Asp Ala

Ser Leu

Asp Asn
ias

<223> secuencia de referencia G1792; identificador de clado

10 <400>7

73

10

Asn

Asn

Ser

Thr

Gln

50

Ile

Ser

Glu

Ala

Ser

170

Trp

Asn

Asn

Ser

Leu

15

Thr

Asp

val

Gly

Tyr

155

Asn

Asn

Asp

Gly

Glu

&0

Ser

Lya

vVal

Lys

Cys

140

val

val

Gla

Phe

Leu

Thr

Lys

Glu

Met

Rsn

125

Ser

Ile

Tyr

His

Phe

Ser

30

Ile

Phe

lys

Thr

Asp

110

Asn

Val

Thr

Tyr

Ser
150

Ser

15

RAsn

Glu

Thr

Glu

Gly

93

Asp

Ile

Lys

Thr

Asn

115

Leu

Asg

Leu

Glu

Gly

Ser

a0

His

Gly

Asn

Lya

Tyr

150

Glu

Leu



10

<210> 8
<211> 139
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

aatccataga
tagaacacca
caaggcaagct
tcgagaceey
ggcagcaagg
cttocctaat
trcttettcy
agaagtttee
agaaaggaaqg
ctacctacgt
ccacgaccat

atggtttgag

tctettatta
aagttaatgg
cgtttcegqgg
tcgagaaacqg
gcttatgace
gagtattatc
tcgtegtcat
gagtttgagt
agataatcac
gcattatgtyg
aaattgtaag

tacaaaaaaa

ES 2361749 T3

aataacagty
agagectcaaa
gagttcgaag
gtgccegtcet
gagcagectt
cacgtatgga
cgggttcaac
atttggacga
gattagtott
catgtatagg
agaagacgta

asaaaaadaaa

ctgacraage
caggageage
aaggecttgg
ttggctcggq
taaccttagg
cgactacteg
ttctactaat
taaggttctt
gttttgatat
tcgettgatt
ctttgegrtt

addaaa

tcttacaaag
aacaaccaat
ggaaagtttg
acatttgaga
ggtcatzt;g
cttegeoecte
gtgagtcgac
gaagaacttc
tttatgtgge
agtactttat

tcatgaaata

<223> secuencia de referencia del polipéptido G1792; identificador de clado

<400> 8

<210>9
<211> 1029

Met Glu Ser Ser Ran Arg Ser S5er RAsn Rsn Gln Ser

1

Gln

Ala

Thr

Phe

Tyr

Ser

Glu

Rla

Glu

Phe

50

Asn

Pra

Ser

Gln

Glu

Arg Phe
20

ile Arg
35

Glu Thr

Leu Arg

Arg Het

Ser Ser
100

Arg Glu
115

Leu Leu

130

5

35

70

Asp Asp Tyr Ser Leu Arg

a5

Ser Ser Gly Ser Thr Ser

135

10

Arqg Gly Vval Arg Arg Arg

25

Asp Pro Ser Arg Asn Gly

40

Ala Glu Glu Ala Ala Arg

Gly Hig Leu Ala Ile Leu

90

105

Val Phe Glu Phe Glu Tyr

120

Asp Ser Glu Glu Arg Lys

74

Pro Trp

Ala Arg

Ala Tyr

&0

Rsn Phe
15

Pro Pro

Thx Asn

Leu Asp

Gln

Gly

Leu

45

Asp

Pro

Tyr

Val

Asp

caaaccaate
cacaagatga
cagcagagat
ccgctygagsga
ctatactcaa
cttatgette
aaaaccaaag
ttgattcaga
actgttgtgg
aacatgecatg

tgaatgttag

13

30

80

95

110

123

Arg

Asp Asp Lys

Lys Phe Ala

Trp Lew Gly

Arg Ala Ala

Asn Glu Tyx

Ala Ser Ser

Ser Arg Gln

Lys Val Leu

60
120
18D
240
300
360
420
480
540
600
660

696



<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ES 2361749 T3

<223> secuencia de referencia G2053; identificador de clado

5 <400>9

<210> 10
<211> 342
<212> PRT
10
<220>

atggagaatc cggtgggttt aagattcecgt ccgaccgaca

cteccgaceaa
actat¢cgta
gagtcttggt
agaaaaacga
cgccaagaga
tccaaatceg
acatatacaa
gcttcttatg
gattctgagg
ttgactgatg
aacaaccaca
gatgatgatt
gatagttttg
gctetgataa
gggactgggg
ttctttcaca

agaacataa

<213> Arabidopsis thaliana

aaaactccga
gecttegacec
gtttcttcag
aatctggtta
teggtgagaa
actgggttat
tatgtaaagt
gtagrtgaaat
aagaagctca
atggtgttga
ggcctcaaaa
ctgatttget
gtagctcaga
ccagtattga
ctggagggca

ggatgataca

tagggacacyg
ttgggagtta
ccctaaggag
ctggaagatt
aaaggtttty
gracgagtac
tatgtttaag
tgagcagagt
aatcgaggat
tgagraggtg
gccattgact
atctecaaca
ccaaatcaac
tacacccgag
aaaattgggt

aatattcgte

agtcatgttyg
cctigecagt
aacaaatatg
actggcaaac
atgttttaca
catgetttct
ggtgacgtga
cgtgactctt
gctataccaa
aatcatatta
ggtgtcttga
acaaatteta
ttagktgtcac
adagattaaga
caagagactc

aagaaaattc

aggagatcgt
atcgagtcat
ctaggatcaa
gcagaggtga
caaagcctat
tgagtaagga
ctoctactea
gagagatttc
taatccctet
tagaggaatg
tgaatatgaa
ttgacgatag
ttgaaaatte
taactcaaga
gtcocttatga
gagagaagaa

accaatgttc

<223> secuencia de referencia de polipéptido G2053; identificador de clado

<400> 10

75

cgtegattac
tagcacagte
actgaaagat
tcaacasatt
ctigegtaac
acttggtgga
gatgatgatg
ttecttcttet
tcttgtgaac
ggaaacatgg
agatgatcge
tagtgatgat
gagcacttgt
ggtgagccaa
kgatgcacaa
acgagetgot

ttctatctca

60

120

180

240

300

360

420

480

5490

600

B60

720

780

840

300

960

1020

1029



ES 2361749 T3

Met Glu Asn Pro Val Gly Leu Arg Phe Rrg Pro Thr Asp Lys Glu Ile

Vval val Asp Tyr Leu Arg Pro Lys Asn Ser Asp hArg Asp Thr Ser His
20 25 30

Val Asp Arg Val Ile Ser Thr Val Thr Ile Arg Ser Phe Asp Pro TIp
35 40 4%

Glu Leu Pro Cys Gln Ser Arg Ila Lys Leu Lys Asp Glu Ser Trp Cys
50 55 80

Phe Phe Ser Pro Lys Glu Asn Lys Tyr Gly Arg Gly Asp Gln Gln Ile
65 70 25 B0

Arg Lys Thr Lys Ser Gly Tyr Trp Lys Ile Thr Gly Lys Pro Lys Pro
85 a0 95

Iie Leu Arg Asn Arg Gln Glu Ile Gly Glu Lys Lys Val Leu Met Phe
© 100 105 110

Tyr Met Ser Lys Glu Leu Gly Gly Ser Lys Ser Asp Trp Val Met His
115 120 125

Glu Tyr His Ala Phe Ser Pro Thr Gln Met Met Met Thr Tyr Thr Ile
130 135 140

Cys Lys Val Met Phe Lys Gly Asp Val Arg Gluw Ile Ser Ser Ser Ser
145 150 155 160

Ala Ser Tyr Gly Ser Glu Ile Glu Gln Ser Arg Asp Ser Leu Ile Pro
165 170 175

Len Leu Val Asn Asp 5er Glu Glu Glu Ala Glm Ile Glu Asp Ala Ile
180 185 190

Pro Ile Glu Glu Trp Glu Thr Trp Leu Thr Asp Asp Gly Val Asp Glu
195 200 205

Gln Val Asn His Ile Met Asn Met Lys Asp Asp Arg Asn Asn His Arg
210 215 220

76



10

15

ES 2361749 T3

Pro Gln Lys Pro Leu Thr Gly

225

239

Asp Agp Asp Ser Asp Leu Leu
245

Ser Ser Thr Cys Asp Ser Phe

260

Ser Leu Thr Gln Glu Vsl Ser

275

Pro Glu Lys Ile Lys Ser Pro
290

295

Gly Gly Gln Lys Leu Gly Gln

05

310

Phe Phe His Arg Met Ile Gln
325

Ser Ser Ile Ser Arg Thr

<210> 11

<211> 485

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

340

val Leu Ile

Ser Pro Thr
250

Gly Ser Ser
2865

Glin Ala Leu
280

Tyr Asp Asp

Glu Thr Arg

Ile Phe Val
330

Asp Asp Ser Ser Asp Asp

235

240

Thr Asn Ser Ile Glu Asn

2585

Asp Gln lle Asn Leu Val

270

Ile Thr Ser Ile Asp Thr
285

Ala Gln Gly Thr Gly Ala

300

Glu Lys Lys Arg Ala Gly

315

320

Lys Lys Ile His Gln Cys

<223> la secuencia de polipéptido predicha G2133 es paraloga de G47

<400> 11
atcteatctt

caagtacaaa
gggaactegt
ccacgacgte
cttceoctecac
agctgcttec
tqgtggrigt
ctecgtgtat

gttaa

<210> 12

<211> 143

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

catgcaceca aaaacatgga Licaagagac

ggtatcegte
caacgtctet
gotttttact
ttacttacaa
gacgeeggea
gaagagagat

gattatcttg

gtcggaaatg
ggrtaggete
gcttgoaceg
cctooctege
tggcegkgga
cttccakgge

aagacgatct

<223> polipéptido G2133 paralogo de G47

<400> 12

gggaaaatgg
tttetocaceo
accatcttco
ctccaatata
cgceggatte
gaatatggag

cgtttgatct

77

accggagaaa
gtatcagaga
gcagaaggeqg
ctogacgacy
tcrectaagt
catggigctg
gaggaggaca

atacgagtac

335

ctgaccagag
trtegrgecce
ctgcogtageo
aatcttttaa
ccatccaaaa
tgtctgggag
aacttagtat

gtttttagca

60

120

180

240

300

360

420

480

485



<210> 13
<211> 891
<212> ADN

Het

Ile

Gly

Ala

Ser

65

Leu

Ala

Gly

Lys

Asp

Arg

Thr

Ala

5Q

Leu

Ala

Gly

Gly

Leu
130

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Sax

Arg

Arg

val

Asp

Sar

Met

Cys

115

Ser

Arg

Arg

Gln

Ala

Rsp

Asn

Ala

o0

Glu

1le

ES 2361749 T3

Asp Thr

Lys Trp

Arg Leu

His Asp

Glu Ser

Ile Ser

a5

val Asp

Glu Aryg

Ser val

Gly

Gly

Trp

Val

55

Phe

Pro

Ala

Ser

Tyr
135

Glu

Lys

Leu

90

Ala

Asn

Lys

Gly

Ser

120

Asp

Thr

Trp

25

Gly

Phe

Phe

Ser

Phe

105

Met

Tyr

<223> secuencia de referencia G2999: identificador de clado

<400> 13

tattagggtt
aaagatgaga
cctoceogtaca
tcggacceyg

agatcatacg

ttcettattc
aaatggagat
crractceca
atccggatee

ctaggcctca

agaagcttca

gacaagaaga

aaccgecaac

ggatcttgat

aactacttct

agatcagaaa
aaatcatcag
aaagagaaac
actaacecaa

ccggggaagy

78

Asp

10

val

Ser

Tyr

Pro

Ile

90

His

Ala

Leu

Gln

Ser

Phe

Cys

His

75

Gln

Gly

Agn

Glu

Ser

Glu

Ser

Leu

60

Leu

Lys

Ala

Met

ASp
140

agatggaagt
ctctagatca
ccaccaccaa
tttctatate

caaggtatag

Lys

1le

Thx

His

Leu

Ala

val

Glu

125

Asp

Tyr

Arg

30

Ala

Arg

Thr

Ala

Ser

110

Glu

Leu

Lys

15

val

Glu

Fro

Thz

Ser

L

Gly

Glu

val

tagagagaag
teatcgtett
aagaaacggg
tcatgecteca

agaatgccaa

Gly

Pro

Gly

Ser

Ser

a0

Asp

Ser

Asp

60

120

180

300



<210> 14
<211> 262
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

aagaatcacg
tecggggaag
ttccatagaa
cagagaceac
ggttgtgegg
tatggagtgg
gaagaacaga
ctagaagatg
aaagrttgga

atatatatat

cggcgagete
aaggcacqggt
aagagatcga
tcggaageeg
cggagtcate
atcagtttca
aggagaagat
atgaagtgaa
tgcacaacaa

atatactatt

ES 2361749 T3

<ggtggacac
ggagtctcott
tggtttgttt
ccacgtgtct
gacggaggat
tcattatcaa
gatggagttt
teggttttgt
taaacaagca

tttacttecte

gttgtcgacg
ctttgtycag
gttgtcaatt
ccgataatga
ctaadcaagt
cccaagaaac
gctgagaaga
cgtgagatta
gcaaagaaga

tttgttcaac

gttgcggega
cttgtgattg
tcaatagett
tgagttitgg
Ctcatcaatc
ggtttaggac
ttggttggag
aagttaaaag
aggatttgta

attgctttaa c

<223> secuencia de referencia de polipéptido G2999; identificador de clado

<400> 14

Met Glu

1

Val Arg Glu Lys Lys
5

Lys Ser Ser Ala Leuw Asp His

Gln Thr Ala Asn Lys Glu Lys

35

Pro Asp Pro Asp Pro Asp Leu

50

Ala Pro

65

55

Arg Ser Tyr Ala Arg

70

Arg Tyr Arg Glu Cys Gln Lys
85

Val val Asp Gly Cys Gly Glu

100

Val Glu Ser Leu Leu Cys Ala

115

Asp Glu Lya
10

His Arg Leu

25

Pro Thr Thr

Asp Thr Asn

Pro Gln Thr

Asn His Ala

Phe Met Ser

105

Ala Cys Asp
120

79

Met Glu

Pro

Lys

Pro

Thr

15

Ala

Ser

Cys

Pra

Arg

Ile

60

Ser

Ser

Gly

His

Met

Tyr

Aan

Ser

Pro

Ser

Glu

Arg
125

Thr

Thr

30

Gly

Ile

Gly

Gly

Glu

110

Ser

Arg

15

Tyz

Ser

Ser

Lys

Gly

95

Gly

Phe

gtttatgtct
ccaccggage
tggccattca
tggtggtggt
ttttagtggt
aaagttraat
aatgacaaaa
acaagtgttt

agagatttct

Arg

Ser

Asp

His

Ala

ag

His

Thr

His

360
420
480
540
600
660
720
780
840
891



<210> 15
<211> 1621
<212> ADN

Arg Lys
130

His Ser
145

Sez Phe

Leu Asn

His His

Gin Lys

210

Thr Lys
225

val Lya

Ala Lys

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Glua

Gln

Gly

Lys

Tyr

195

Glo

Leu

Arg

Lys

Ile

Arg

Gly

Phe

180

Gin

Lys

Glu

Gln

Lys
260

ES 2361749 T3

Asp Gly Leu
135

Pro Leu Gly
150

Gly Gly Gly
165

His Gln Ser

Pro Lys Lys

Met Met Glu
215

Asp Asp Glu
230

Val Phe Lys
245

Asp Leu

Phe Val

Ser Arg

Cys Ala

Phe Ser

185

Arg Phe

200

Phe Ala

val Asn

val Trp

<223> secuencia de referencia G3086; identificador de clado

<400> 15

aagtttctet cacgttctet tttttaattt

cggcgaacga aactfccggt gtggtactge

gasactcaaa agctactaag atggaatcag

atcatcaaca ccagagacca agaaactcag

cgtactttte gagttteggr gaatcaatcqg

aaactgagceg aatcttatet ggetttttac

gtttecttca ccatactttt aacagtgatg

cagaggacga agatgectgaa attccggtga

tttecggtga tygtgaaatc tcagtgaate

val

His

Ala

170

Gly

Arg

Glu

Arg

Met
250

rtaattteteg

aaacggagaa

aattccagea

gattgattcy

aagagttree

aaaccaccga

gaactgagaa

ctgcgacggce

ctgaagtatc

80

Asn Phe Asn Ser Phe Gly

140

Val Ser Pro Ile Met Met

155

160

Glu Ser Ser Thr Glu Asp

175

Tyr Gly Val Rsp Gln Phe

190

Thr Lys Phe Asn Glu Glu
205

Lys Ile Gly Trp Arg Met

220

Phe Cys Arg Giu Ile Lys

233

- 240

His Asn Asn Lys Gln Ala

ccggaaacaa
aaaaataacc
acatcacttc
ttaccaatca
agatcgaccc
cacaagcgac
gaaacctcecg
gacggcgatkyg

gattgggtat

235

tcteatetce
aaagaagaga
cttctecacg
gcaccaagit
acaagtcctyg
aacgttgata
gaagttaaaa
gaggttgttg

gtggcticgg

60

120

180

240

300

360

420

440

540



<210> 16
<211> 379
<212> PRT

tttcgaggaa
gtcataatag
ctgtaatgaa
aagcttcgte

cqgatectetga

. ecggtgggtt

ttgctaggac
gragacgtecc
agttactgte
ctcgaageat
aagaccttgt
ttcaatacat
gtagatgctco
gagttgtgca
gaagagatca
ggaacctttt
ctattgtatg
aagcttatet

a

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

taagagacca
ttcaccggee
aagtatggga
tcttactect
ggttgatgtt
taategttct
ccaatcetqga
tectttggea
agattctate
agccgagagg
tccaaacatg
caaggaccty
tagtycgtga
tagaagtatc
tgaacaaagc
tttggtaggyg
ttcttacatc

tattgtaact

ES 2361749 T3

agagagaaag
ggattattte
ggttttggag
agaagcaagt
aaacccggtt
tttgggaatg
ggtctagatc
catcacatga
ccatgtaaga
gtgagaagaa
gacacgcaaa
caagaacaag
aactagaagt
ggttcggect
taaatttggt
aagaaagtag
caaaadaaaqg

caagaataat

atgatcggac
catccattga
gaagtaatgt
tacttcoctec
tctegtctag
aagggtctge
aatacaaaac
gtttgcoccaa
tcagagecaa
craagatcag
caaacacagc
tgaaggcgct
gggagtatgc
ttggagaaaa
ggtggtggtg
caaqggtigtg
aaaagcagaa

rcaggtaatt

tocggtgaat
tgttgaaaca
gatgagtaca
tacttctaga
attgcctcet
ttcttccaag
caaggatgag
gtctttatca
gcggggttgt
tgaaagaatg
agacatgttg
cgaagagagt
gcgagtgcta
gtecgaagata
aaaagggttt
taatggtccg
gagaagtgat

agtttaaaaa

<223> secuencia de referencia del polipéptido G3086; identificador de clado

<400> 16

Met Glu Ser Glu Phe Gln Gln

1

5

His Gln Arg Pro Arg Asn Ser

29

Ser Ser Tyr Phe Ser Ser Phe

35

Arg Pro Thr Ser Pro Glu Thr

His His Phe Leu Leu His Asp His Gln

10

Gly Leu Ile Arq Tyr Gln Ser RAla Pro

25

Gly Glu Ser Iie Glu Glu Phe Leu Asp

40

Glu Arg Ile Leu Ser Gly Phe Leu Gln

81

45

aagetagore
gettatgcag
agcaatactg
gegatgagte
tggacgettt
cttacagcte
gattcagcaa
gatattgaac

gcaactcatc

aggaagetac

gatettgegg
cgggcaagat
yccagggagg
gcaaagtaga
ttgtaaagtt
3dactccaatg
gtacaatgag

adadgaddadda

15

30

600
660
720
780
B840
9090
960
1020
1080
1140
1200
1260
13240
1380
1440
1500
156Q
1620

1621



The

As3n

Glu

Val

Gly

Asp

145

Gly

Lya

Thr

Ser

Ser

225

fhe

Thr

Ala

Leun

50

Thr

Ser

Asp

Val

Ty

130

RArg

Leu

Ser

Glu

Arg

210

Ser

Gly

Gln

Ser

Ser
290

Asp

Asp

Ala

Ser

115

val

Thr

Phe

Met

Ala

195

Ala

Arg

Asn

Ser

Arg

275

hsp

Thr

Gly

Glu

100

Gly

Ala

Pro

Ser

Gly

180

Ser

Mat

Leu

Glu

Gly

260

Arg

Ile

Ser

Thr

85

Ile

aap

Ser

val

Ser

165

Gly

Ser

Ser

Pro

Gly

245

Gly

Pro

Glu

ES 2361749 T3

Rap

70

Glu

Pro

Gly

Val

Asn

150

Ile

Fhe

Leu

?ro

Pro

230

Ser

Leu

Pro

Gln

55

Asn

Lys

val

Glu

Ser

135

Asn

AsSp

Gly

Thr

Ile

215

Arg

Ala

Asp

Leu

Leu
295

val

Lys

Thr

Ile

120

Arg

Leu

val

Gly

EBro

200

Ser

Thr

Ser

Gln

Ala

280

Leu

Asp

Fro

ARla

105

Ser

Ran

Glu

Ser

185

Arg

Glu

Leu

Ser

Tyr

265

His

Ser

82

Ser

Pro

90

Thr

Val

Lys

Arg

The

i70

Asn

Ser

Val

Ser

Lys

250

Lys

His

Asp

Fhe

75

Glu

Ala

Asn

Arg

His

155

Ala

val

Lys

Asp

Gly

235

Leu

Thr

Met

Ser

60

Leu

Val

Thr

Pro

Pro

140

Asn

Tyr

Met

Leu

val

220

Gly

Thre

Lys

Ser

Ile
300

His

Lys

Rla

Glu

125

Rrg

Ser

Ala

Ser

Leu

205

Lys

Phe

Ala

Asp

Leu

285

Pro

His

Thr

Mat

110

val

Glu

Ser

Rla

Thr

130

Pro

Pro

Asn

Leu

Glu

270

Pro

Cys

Thr

Glu

a5

Glu

Ser

Lys

Pro

val

175

Ser

fro

Gly

Arg

Ala

255

Asp

Lys

Lys

Phe

80

Asp

Val

Ile

Asp

Ala

160

Met

Asn

The

Phe

Ser

240

Arg

Ser

Ser

Ile



10

15

<210> 49
<211> 729
<212> ADN

ES 2361749 T3

Arg Ala Lys Arg Gly Cys Ala

305

310

val Arg Arg Thr Lys Ile Ser

425

val Pro fAsn Met Rap Thr Gln

340

Ala Val Gln Tyr
355

Ile Lys Asp

Glu Ser Arg Ala Arg Cys Arg

370

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

31758

Thr His Pro Arg Ser Ile Ala Glu Arg
315 320

Glu Arg Met Arg Lys Leu Gln Asp Leu
330 335

Thr Asn Thr Ala Asp Met Leu Asp Leu
345 350

Leu Sln Glu Gln Val Lys Ala Len Glu
360 165

Cys Ser Ser Ala

<223> la secuencia de polipéptido predicha G2992 es paraloga de G2999

<400> 49

<210> 50
<211> 242
<212> PRT

atggatttgt cttccaaace
ctaactgtca ccggagaaat
aatctcggeg gocatgetet
tccaccgatc chtottotet
cgtgaccctt ccgagaatct
actgagtege cgccgtcoteg
gctecctocac atcacgtgat
gatccaacgg tggttaggtc
accaaattca cgccggagea
aaaatcaacg gatgtgatga
agaggagtte ttaaagtgtg
agagagatcyg aacatggect

tettcttga

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

acaacaacaa
gggtgtttgt
cgacggttgc
ccgttgogot
caacttccte
tcacgtgtot
tctetetote
agagaacagt
gaagatcaag
aaagtcggtg
gatgcataac

gtgtctgaac

<223> polipéptido G2992 paralogo de G2999

<400> 50

cttctaaact ctettececat cgccggagaa
tacasdagagt gtttgaaaaa ccacgogqgot
ggqegagttta tgecgagtee cacggctact
gettgtgget gocacegtaa cttcecacege
accgegeete cgattteotte tecetecgge
tctectgtte cttgctctta ctacacctca
agcetecqytt becctggace gtcagatcaa
tcaagaggay caatgaggaa acgaacaaga
atgagagcct tcgcagagaa agetggttgg
agagagtttt gtaacgaagt tgggattgag
aacaagtact cacttctcaa tggcaagatc

actcacagca atgatggtga tgggtittca

83

60

i20

18¢

240

300

360

480

540

600

660

720

729



ES 2361749 T3

Met Asp Leu Ser Ser Lys Pro Gln Gln Gln Leu

Ile Ala Gly Giu feu Thr Val Thr Gly Glu Met
20 25

Glu Cys Leu Lys Asn His Ala Ala Asn Leu Gly
35 40

Gly Cys Gly Glu Phe Met Proc Ser Pro Thr Ala
50 55

Ser Ser leu Arg Cys Ala Ala Cys Gly Cys His
65 10 15

Arg Rsp Pro Ser Glu Asn Leu Asn Phe Leu Thr
85 20

Ser Pro Ser Gly Thr Glu Ser Pro Pro Ser Arg
100 105

Val Pro Cys Ser Tyr Tyr Thr Ser Ala Pro Pro
115 120 °

Ser Leuw Ser Ser Gly Phe Prao Gly Pro Ser Asp
130 135

Val Arg Ser Glu Asn Ser Ser Arg Gly Ala Met
145 150 155

Thr Lys Phe Thr Pro Glu Gln Lys Ila Lys Met
165 170

Lys Ala Gly Trp Lys Ile Asn Gly Cys Asp Glu
180 185

Phe Cys Asn Glu Val Gly Ile Glu Arg Gly Val
195 200

His Asn Asn Lys Tyr Ser Leu Leu Asn Gly Lys
210 215

His Gly Leu Cys Leu Asn Thr His Ser Asn Asp
225 230 235

<210> 87

<211> 1082

<212> ADN

<213> Glycine max

<220>

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3643 es ortdloga de G47
<400> 87

84

Leu

Gly

Gly

Thr

Arg

Ala

His

His

Gln

140

Rzg

Arg

Lys

Leuw

Ile

220

Gly

Asn

Val

His

43

Ser

Asn

Pro

Val

His

125

Asp

Lys

Ala

Ser

Lys

205

Arg

Asp

Ser

Cys

30

Ala

Thr

Phe

Pro

Ser

110

val

Pro

Arg

Phe

val

150

val

Glu

Gly

Leu

15

Tyr

Leu

Asp

His

Ile

95

Ser

Ile

Thr

Thr

Ala

175

Arg

Trp

Ile

Ser

Pro

Lys

hap

Pro

Ary

:1]

Ser

Pra

Leu

Val

Arg

160

Glu

Glu

Met

Glu

Ser
240



<210> 88
<211> 179

<212> PRT

ccacgegtoe
ccetatgagt
agttcggegt
gegtrtorgg
cgtctactgt
ttcgtacagt
tgttggecatyg
agaaactaat

aqaaggtggt

tggaagtggt

ttagctgttc
atgcgcatag
gatgatgata
aaaacaagaa
tgcatctigt
cttgagtgcg
tataaaaatt
aagatgaaag

tt

<213> Glycine max

<220>

gettoticte
aggagttcgg
cgaaaatggqg
ttgggaacect
ctaagtagge
gttcagctea
gatgttgatg
tgcgagagtg
gctgatcatt
ggagattcta
taggtrtcaa
ttagtagtta
tataaatttg
agattgtacc
gcacgttgtt
ttcacctectt
atttaccatt

ttctaatttt

ES 2361749 T3

teagaataca
cgatqcatgy
gcaaatgggt
acgccacgee
cttcttogtt
gggacatgte
caagaaacat
atgagaggac
cggatgtgtt
cggaaaggga
ctttagttag
cagataatta
atgtgegeta
coccadaatga
agttttcaaa
attaccacgt
tagtgtcttt

agatataata

<223> polipéptido G3643 ortdlogo de G47

<400> 88

caacacaaag
aattacaage
gtcggagatt
ggaggctgee
gaacaaactt
tccgaggtot
tgttgcggge
tagtactgeg
ttggkgggat
tgccttgaga
ctttttetee
ctgctagtgt
getgoeectitt
acttggtcaa
ttgttaatte
agtaactgag
cgtttacteg

aadattcaget

tcaatataat
acaaacaaca
cgtgLtccgy
geggtygete
aactteccog
gtgcagaagq
aaaacttcaa
tctgtgtgta
gatgatggtg
atttccattyg
tttttettga
tgggtgttta
tgaagaaact
cttcacactt
ccttgetaaa
agttaacgaa
taattattca

agtattrgtg

tatagtatat
aqttgaaggg
gcacgcaaga
acgacgttge
aaaccttgtc
tggcttcecga
cggtgggggce
atgttgttgg
ggtcttggea
aagattatct
gttatgatcg
aacggtcaga
aaaaaasggt
tcacgecatt
cccactcaaa
aatatttett
actigtcaat

aattactcac

60
120
180
249
300
360
129
480Q
540
600
B0
720
T80
840
900
96¢

1020
10840

1082

Met Ser Arg Ser Ser Ala Met His Gly Ile Thr Ser Thr Asn Asn Lys

85



<210> 89
<211> 687
<212> ADN

Leu

Arg

Pro

Arg

Tyr

Ala

Lys

Thr

His

145

Ser

Asp

Lys

Yal

Glu

Pro

Ser

Ser

Thr

Ser

130

Ser

Gly

Tyr

Gly

Pro

35

Ala

Ser

val

Asp

Ser

115,

Thr

Asp

Gly

Leu

Val

20

Gly

Ala

Ser

G1n

Vval

100

Thr

Ala

Val

Asp

Arg

Thr

Ala

Leu

Leu

85

Gly

Val

Ser

Phe

Ser
165

ES 2361749 T3

Arg

Gln

val

Asp

70

Arg

Met

Gly

Vai

Trp

150

Thr

Arg

Glu

Ala

55

Lys

Asp

Asp

Ala

Cys

135

Trp

Glu

Lys

Arg

40

His

Leu

Met

val

Glu

120

Asn

hsp

Arg

Trp

25

Leu

RAsp

Asn

Ser

Asp

105

Thr

Val

Asp

Asp

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)

<220>

10

Gly

Trp

val

Bhe

Pro

a0

Ala

Asn

val

Asp

Ala
179

Lys

Leuw

Ala

Pro

75

Arg

Arg

Cys

Gly

Gly

155

Leu

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3644 es ortdloga de G47

<400> 89

Trp

Gly

Val.

€0

Glu

Ser

Rsn

Glu

Glu

140

Gly

Ser

val

Thr

45

Tyr

Thr

val

Ile

Ser

125

Gly

Ser

Ile

Ser

30

Tyz

Cys

Leu

Gln

val

110

Asp

Gly

Trp

Ser

15

Glua

Ala

Leu

Ser

Lya

95

Ala

Glu

aAla

His

Ile
175

Ila

Thr

Ser

Ser

80

Val

Gly

Arg

Asp

Gly

160

Glu

atgecttitg tacgtacact tgoctttceca acgctegega atcaaatcga gggtgaaatt

aagtcasgaa cggagagaga tcacggtgag gttgatetca goregecqgga ggagycaatg

agccgggcogd agtgoggcogd ©g99cgaggag gaggageggt gcaggtacag gggegtygcegg

cggcggegyt gggggaagtg ggkgteggag atcegggtyge ceggeacgeg ggageggotg

86

60
120
180

240



<210> 90
<211> 228
<212> PRT

tggctggggt cctacgecac

ttectecgecyg gaggegegyq

cgcgeggcgg ccacgtacag

cagcgegtgg cgtcogacge

gCegegoecyg cgeeegeged

acgacggcge ggcacgacga

geceggegega acgecaggac

gtggatgaca tggagatcct

ES 2361749 T3

gecggaggee
cgacggeggt
cggcggegee
cggcatggec
ggcgacggcey
gctggegege
gageggcgag

gatgtaa

gococgecyteyg
ggcggoggacy
gecgtggege
geegacycge
tacgcgogee
cgcgggatgt

cggcageteg

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)

<220>

<223> polipéptido G3644 ortdlogo de G47

<400> 90

Met

1

Glu

Leu

Glu

Gly

65

Trp

Thr

Gly

Gly

Pro Phe val

Gly Glu Ile
20

Ser Ser Pro
35

Glu Glu Glu
50

Lys Trp Val

Leu Gly Ser

Ala Val Tyr
100

Bla Thr Leu
115

BRla Ala Val
130

Arg Thr Leu
5

Lys Ser Axg
Glu Glu Ala
Arg Cys Arg
55

Ser Glu Ile
Tyr Rla Thr
a5

Phe Leu Arg

Asn Phe PFro

Rla Arg Leu
135

cgcacgacac ggcegtetac
¢gacgctcaa cttececggag
gcctgtcogcce goggtocgtg
agetegtgge ggcgegggac
cggatcactg cgccggegeg
acggegcetea cgegeatgece

tctgtgcega ggagattage

Ala Phe Pro Thr Leu Ala Asn Gin

10

15

Thr Glu Arg Asp His Gly Glu Val

25

Met Ser Arg Ala Glu Cys Gly Gly

49

45

Tyr Arg Gly Val Arg Arg Arg Arg

Arg Val Pro Gly Thr Arg Gle Arg

15

Pro Glu Ala Ala Ala Val Ala His

20

95

Gly Gly Ala Gly Asp Gly Gly Gly

105

110

Glu Arg Ala Ala Ala Thr Tyr Gly

120

125

Ser Pro Arg Ser Val Gln Arg Val

87

140

Ile

Asp

Gly

Trp

Leu

Bo

Asp

Gly

Gly

Ala

300
360
420
480
540
600
660

687



10

15

ES 2361749 T3

Ser Asp Ala Gly Met Ala Ala Asp Ala Gin

145

150

Ala Ala Pr¢ Ala Pro Ala Pro Ala Thr Ala
165

Cy¥s Ala Gly Ala Thr

180

Met Tyr Gly Ala His

195

Gly Glu Arg Gln Leu

170

185

Ala His Ala Ala Gly

200

val Cys Ala Glu Glu

Leu Val Rla
155

Tyr Ala Arg

Thr Ala Arg His Asp Glu Leu Ala

Ala Asn Ala
205

Ile Sexr val

210 215 220
Glu Ile Leu Met
225

<210> 91

<211> 656

<212> ADN

<213> Brassica rapa subsp. Pekinensis

<220>

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3645 es ortdloga de G47

<400> 91
cccacgQogbe cgatggatta cetcgacaac acegtcgaaa ctcaatcaaa
atccgtcgeo ggaaatgggg gJaaatyggta tcggagatte gagttccggg
cgtetotggt taggotcatt ctocacggoy gaaggcygcag cogtggegoa
ttotactgit tacaccaacc aaactogete gaatctotca acticccetea
ccttcoattg tticcaagac ttcgecgagg tctatccage aagotgetto
atggcecgttg acgccggaat cgttaacagc tgtgatcacg cgtcagggaa
ggagatacaa cgacggcyta ttgtgagaat ggaggtgegt tgaatatatce
tatttggacqg gtcacgatca cqtttgaact tcatcttott getttttogt
dagcetactcaa aagaagecagt gatggagoect ggtgtgtaag caagcaaaac
tatataccgg tatgtttcge tgttggecca atgcaagaaa cttttgtagh
atattttatr ttgaatgocet tcaagaggaﬁ tataatgcga gtgaagcttt

<210> 92

<211> 144

<212> PRT

<213> Brassica rapa subsp. Pekinensis

<220>

<223> polipéptido G3645 ortdlogo de G47

<400> 92

88

Ala Arg Rsp
160

Pro Asp His
175

Arg Arg Gly
130

Arg Thr Ser

Aap Rap Met

gtacaaagge
adactcgegac
<¢gacgtggct
cttqottcet
taatgccgga
ctctgggaat
agtgtatgat
ttaaagatac
gttgtgaata
acgaatatat

gtttea

60
124
160
240
300
360
420
480
540
600

B56



<210> 93
<211> 649
<212> ADN

Met

Ile

Gly

hla

Ser

Serx

Met

Asn

Ala

Asp

Arg

Thr

Ala

50

Leu

Lys

Ala

Ser

Leu
130

Tyr

Arg

Arg

35

Val

Glu

Thr

Val

Gly

115

Asn

ES 2361749 T3

Ile Asp Asn Thr

Axg

20

Asp

Rla

Ser

Ser

Asp

100

Asn

Ile

5

Lys Trp

Arg Leu
His Asp
Asn

Leu

Pro
BS

Arg
Ala Gly
Gly

Asp

Ser val

Gly

Trp

Val

55

Phe

Ser

Ile

Thx

Tyr
135

<213> Brassica oleracea

<220>

Glu Thr
10

Val

Trp Val
25

Lys

Leu
40

Gly Ser
Ala Phe Tyr
His Leu

Pro

Gln Gln
90

Ile

Val Asn Ser

105

Thr Thr Ala

120

Asp Tyr Levu

Gln Ser

Ser Glu
Phe

Ser

Leu
80

Cys

Leu
75

Pro

Ala Ala

Cys Asp

Tyr Cys

Asp Gly

140

Lys

Ile

Thr

45

His

Pro

Ser

His

Glu

125

His

Tyr

Arg

Ala

Gln

Ser

asn

Ala

110

Aan

Asp

Lys

15

val

Glu

Pro

Ile

Ala

95

Ser

Gly

His

Gly

Pro

Gly

Asn

Val

80

Gly

Gly

Gly

val

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3646 es ortdloga de G47

<400> 93

cagcegeata
tcraacctaa
ctccteocaat
Lcctagagac
gggasaatgg
Ettcreccace

accatcttct

ctocaacaca
cgcaggatte
ggaaacgtiy

tttatatcta

acatattact
aagtattata
cgtatktttca
ggcggagaaa
gtatcggaga
gccgaaggag

ctcgacaacyg

tctoctaagt
gccctaaaca
aacatetceg

cgagcacctt

attcccectg
taagtattgc
ttcaacagtt
cccatcagge
ttagggttecc
ctgcggtago

aagcttttaa

cratacadaa
acgacagcge
tgtacgatta

atattagtaa

gtcatatett
acaattcata
cctctcaaga
caagtacaaa
agcaactcgt
ccacgacgic

cttcocctcac

agctgeetey
gagtggtggc
tetagacgac

ttaatatagg

89

tgacttrtat
caatcggaat
tcakcaactc
ggcateccgtc
gaacgactct
gcotLtetact

ttgctygcaac

gacgcaggca
gtggaggaag
ggtcgeatkt

atgtgaata

ttttatttge
tgactttett
aaaasaatgga
gceggaaaty
ggttaggcte
gcttgcaceyg

ctteccttge

tgggcgtaga
gcaccgaacg

gatatattgg

60
120
180
240
300
380

420

480
540
600

649
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<210> 94

<211> 138

<212> PRT

<213> Brassica oleracea

5 <220>

<223> polipéptido G3646 ortdlogo de G47

<400> 94
Met Asp Pro Arg Asp Gly Gly Glu Thr His Gln Ala Lys Tyr Lys Gly
1 5 10 15
Ile Arg Arg Arg Lys Trp Gly Lys Trp Val Ser Glu Ile Arg Val Pro

20 25 30
Ala Thr Arg Glu Arg Leu Trp Leu Gly Ser Phe Ser Thr Ala Glu Gly
35 40 45
Ala Ala Val Ala His Asp Val Ala Phe Tyr Cys Leu His Arg Pro Ser
sb 55 60
Ser Leu Asp Asn Glu Ala Phe Rsn Phe Pro His Leu Leu Gln Pro Sex
€5 70 5 80
Leu Ala Ser Asn Thr Ser Pro Lys Ser Ile Gln Lys Ala Ala Ser Asp
85 90 95
Ala Gly Met Gly Val Asp Ala Gly Phe Ala Leu Asn Asn Asp Ser Ala
100 105 110
Ser Gly Gly Val Glu Glu Gly Thr Glu Arg Glu Thr Leu Asn Ile Ser
115 120 125
Val Tyr Asp Tyr Leu Asp Asp Gly Arg Ile
130 135
<210> 95
10 <211> 495

<212> ADN

<213> Zinnia elegans

<220>

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3647 es ortdloga de G47

15 <400> 95

90



10

15

attcgoggec gogaatatga
gacttacaaa ggcgttaggt
aggaagtcga gaacggetct
tcatgatgta goctegtact
grctatgtta cctccgacag
gtctgatgct ggtatggeca
taatgaqgecg tkgaacattt
gtcaccaata ttgtaagtcg

tccagattat tgtht

Thr

Gly

Pro

3%

Gly

Thr

Arg

Gly

Thr
115

Ser Ser
5

Val Arg

Gly Ser

Ala Ala

Ser FPhe

Thr Asp

a5

Met Ala
100

Asn Glu

ES 2361749 T3

Asp

Cys

Arg

Val

Hia

0

Leu

Ile

Ala

gtaccagectc
geccgacgatg
ggctaggcac
gtttaaaagqg
cacggacaga
tagacgeacy
ctgtagatga

atctacatty

Glu

Arg

Glu

Ala

5%

Lys

Ser

Asp

Leuy

agatgaaggt

gggcaaatgg

gtactctacg

gaatacgtct

cctatctcct

gttratcgcg

ttatctttaa

gcaaacacaa

Gly

Arg

Arg

40

His

Leu

Pro

Ala

Asn
120

Asan

Trp

25

Leu

Asp

Asn

Arg

Arg

105

Ile

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)

<210> 96

<211> 127

<212> PRT

<213> Zinnia elegans

<220>

<223> polipéptido G3647 ortdlogo de G47

<400> 96
Met Ser
1
Tyr Lys
Arg val
Pra Glu

50

Gly Asn
65
Thr Ala
Asp Ala
Thr Pro

<210> 97

<211> 594

<212> ADN

<220>

Asn

10

Gly

Trp

val

Ile

Ser

90

Phe

Ser

aacaactgtt
gtgtcagaga
cctgagggty
tttcataaac
aggtccatee
tctagagata
attttgagaa

tgtacgtgtt

Cys

Lys

Leu

Ala

Fro

75

Ile

Ile

val

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3649 es ortdloga de G47

<400> 97

91

Leu

Trp

Gly

Ser

Ser

Gln

Ala

AsSp

Ser

Val

Thr

45

Tyr

Met

Lys

Ser

Asp
125

Gln

Ser

Tyr

Cys

Len

Ala

Arg

110

Tyr

Lys
15

Glu

Ser

Pro

Ala

a5

Rgp

Leu

taagcecaaaa
ttcgqagttee
cagctgtgge
ttaatattce
aaaaggctge
ccacaccgac
ctaatattgt

tqgtggcackt

Thz

ile

Thr

Lys

Pro

B0

Ser

Thr

60
120
1B0
240
300
360
420
480

495
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atgggecggg tggeggegag cggrggcgys ggcggcggag gggagatgat gaggtacagg 60
ggcgtgegyc ggcggcggty g9ggaagyy ghgteggaga tecgggtyce cgggacgcgg 120
gagcgectgt ggeoteggete ctacgocaco gocgaggecg cogccgtcge goacgacgee 180
gcegtetgee tectoogget cggoggogge cgoogogocy €Cgcaggegg aggegaegyg 240
ctecaacttce cogococegege gotcgoogeg goggoggecy ccotoctocuta cggeggegoc 300
gycggtoctec tgtcocegeg ctoocgtygcag cgogtggoght cegacgocgg catggooged 360
gacgcgeage togtggaccl gcgecgcgac cacccgeococcg cogeocgocge cgeoctcatcec 420
tccggoageg gogtgyoygy agacggtgea agaaagcaag ggacacgtgg cgaggitage 480
gacacgtatt ggtgtaggaa tggagaggat gggagcagaa gccggagotc cgggagtgag 540
gagctcattg tttacgaggg cttaagtgta gatgacatgg aaattttgat gtaa 594

<210> 98

<211>197

<212> PRT

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)
<220>

<223> polipéptido G3649 ortdlogo de G47

<400> 98

Met Gly Arg val Ala Ala Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Glu Met
1 5 10 15

Met Arg Tyr Arg Gly Val Arg Arg Arg Arg Trp Gily Lya Trp val Ser
20 25 30

Glu Ile Arg Val Pre Gly Thr Arg Glu Arg Leu Trp Leu Gly Ser Tyr
a5 40 45

Ala Thr Ala Glu Rla Ala Ala val Ala His Asp Ala Ala Val Cys Leu
50 55 60

Leu Arg Leu Gly Gly Gly Arg Arg Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly Gly
65 10 75 80

Leuw Asn Phe Pro Ala Arg Ala Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ser Ser
85 a0 95

92



10

15

<210> 99
<211> 702
<212> ADN

Tyr Gly Gly RAla

100

Ala Ser Asp Ala

115

Arg Asp His Pro
130

Val Ala Gly Asp

145

Rap Thr Tyr Trp

Ser Gly Ser Glu

1BC

Met Glu Ile Leu

195

ES 2361749 T3

Gly Gly Leu

Gly Met Ala

Pro Ala Ala
135

Gly Ala Arg
150

Cysa Arg Asn
165

Glu Leu Ile

Met

Leu Ser Pro

105

Ala Asp BRla

120

Ala Ala Ala

Arg Ser Val

Gln Lau Val
125

Ser Ser Ser
140

Lys Gln Gly Thr Arg Gly

Gly Glu Asp
170

Val Tyr Glu

185

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)

<220>

155

Gly Ser Arq

Gly Leu Ser

<223> la secuencia de polipéptido predicha G3651 es ortéloga de G47

<400> 99

<210> 100
<211> 233
<212> PRT

atggctgace
gcgaatcaaa
ctcageteqge
cggtgcaggr
gtgcccggeca
gtcgegecacg
ggegegaccyg
cgcctgtegqe
agctoggegt
cactgcgccy
gctcacgcge

gccgaggaga

teccatgeat
tcgaggotga
€ggaggaggc
acaggggegt
cgcgggageg
acacggceqgt
ctcaacttec
cgcggtcegt
gcogggacce
gcgegacgac
atgccgecgg

ttagegtgga

atatatacge
aattaagteca
aatgagceegy
g9c¢g9<ggcgq
getgtggetg
etacttecte
cggagegege
gcagcgegtg
ggeecggece
ggegeggeac
cgegaacgec

tgacatggag

gtagtacgta
agaacggaga
gcggagtgcg
£ggtggggga
gggtcctacyg
cgcggagygcy
ggcggccace
gcgtccgacg
gegecggcga
gacgagetygg
aggacgageg

atcctgatgt

<213> Oryza sativa (grupo de variedad cultivada japonica)

<220>

<223> polipéptido G3651 ortdlogo de G47

<400> 100

93

Gln

110

Asp

Gly

Glu

Ser

val
190

Arg

Leu

Ser

Val

Arg

175

Bap

val

RIg

Gly

Ser

160

Ser

Asp

cacttgcttt cccaacgete

gagatcacgg tgaggttgat

gcggceggega ggaggaggag

agtggygtgtc ggagatccgg

ccacgccgga ggcecgecgec

cgggcgacgg ¢ggtggcggc

gtacggcgge cgecgtggeg

cggcatggce gecgacgege

cggegtacge gogccocggat

cgegecgegg gatgtacggo

gocgageggea getegtorgt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

£60

702
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Met Ala Asp Leu Pro Cys Ile Tyr Ile Arg Val val Arg Thr lLeu Ala

Phe Pro Thr Leu Ala Asn Gln Iie Glu Gly Glu Ile Lys Ser Arg Thr
20 25 30

Gl Arg Asp His Gly Glu Val Asp Leu Ser Ser Pro Glu Glu Rla Met
as 40 45

Ser Arg Ala Glu Cys Gly Gly Gly Glu Glu Glu Glu Arg Cys Arg Tyr
S0 55 80

Azg Gly Val Arg Arg Arg Arg Trp Gly Lys Trp Val Ser Glu Ile Arg
65 70 5 80

Val Pro Gly Thr Arg Glu Arg Leu Trp Leu Gly Ser Tyr Ala Thr Pro
85 20 95

Glu Ala Ala Ala Val Ala His Asp Thr Ala Val Tyr Phe Leun Arg Gly
100 1485 11D

Gly Ala Gly Asp Gly Gly Gly Gly Gly Ala Thr Ala Gln Leu Pro Gly
115 120 125

Rla Arg Gly Gly His Arg Thr Ala Ala Ala val Ala Arg Leu Ser Pro
130 135 140

Arg Ser Val Gln Arg Val Ala Ser Asp Ala Ala Trp Pro Pro Thr Arg
145 150 15% 160

Ser Ser Ala Cys Arg Asp Pro Ala Arg Pro Ala Pro Ala Thr Ala Tyr
1&5 170 175

Ala Arg Pro Asp His Cys Ala Gly Ala Thr Thr Ala Arg His Asp Glu
180 1BS 19¢

Leu Ala Arg Arg Gly Met Tyr Gly Ala His Ala His Ala Ala Gly Ala
195 200 205

Asn Ala Arg Thr Ser Gly Glu Arg Gln Leu Val Cys Ala Glu Glu Ile
210 215 220

Ser Val Asp Asp Met Glu Ile Leu Met
225 230

<210> 223

<211> 2217

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

94



<221> misc_feature
<222> (2192)..(2192)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

ES 2361749 T3

<223> secuencia de referencia G175; la secuencia de polipéptido predicha es paraloga de G1274

<400> 223

atttctaaaa
Jagaaaacas
aagctgtgta
aacgataatc
tttattatat
catgrttcga
fgtcacttat
ggtttgcaat
gtactactaa
acatcaagaa
gtgaaaggat
ttcagtcgaa
cteotgtite
cttctgataa
ccatttcagg
actatgaaga
atgatggata
ggagctatta
9g9aaggtca
ctaaccgceg

ccgaatacga

atagttaaac
attgaaactt
aatcrcttgt
aagaacgaga
tgatcatttt
tgtitcgate
tgcatgtata
ggctgytatt
ccacaggaag
tgaggattet
tgctgcgaga
atctttaace
cctetcaaac
ggctaaaget
aagtggectt
aagacagete
caactggaga
caagtgecacy
tattatagag
gtcagggatt

aggttttget

tgttggtgat
cttigtrege
agttttrctg
gagagagaga
gtgtgatcaa
tctettactg
ttagtaaate
gataataaag
agatcgaaag
ttgcaaacca
tccgggttta
atctcttctc
cctttgetat
qagttatetg
gatcctacta
ggcggtttag
aaatatggac
cacccgaatt
atcatataca
qggatcatceyq

ggaaccaatg

ttttgtygaa
tagagagtta
ccgatataca
gcaagagcad
cccatdaaaa
tctaaacggc
agcttgagec
ctgetgtaat
cggaacttgg
cctttcaaga
atgeaccqgtyg
ctggtettag
ctceaacaac
acg4acattac
acatcgetct
yagactcgat
aaaagctagt
gtgaggccaa
caggagatca
gtactggcca

agaacataga

95

ctgattaatt
aggagaaatt
ttttcattgt
gagatttcta
cagagagaca
gaaataaaaa
caagtraaag
gggagaatqg
tagagagttt
aagttcacga
gttasacact
tcetgcaact
cgggaagekc
cacatcctta
agaacccygat
ggcttgttgt
taaaggaagt
gaagaaggtt
tatacacage
agacatgcaa

atggacatca

aacacaattyg
ttatctaacc
gttgagggta
ctacagaaga
tagacaagtc
gtctgatggg
ctgaaacttqg
ttcgactgta
tctttaaatt
ggagcrette
gaggatattc
ctgttagagt
tcatcagtac
geettccaaa
gattcccaag
geacctgcag
gagtatcege
gaacggtcte
aaacctacac
atagatgcaa

cctgtatctyg

60
1290
180
240
300
360

48t
540
500
660
720
780
B40
900
560
1020
1080 .
1140
1200

1260
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cagagctcga atacggaage cattcaggat caatgcaggr tcaaaacggg actcatcagt 1320
tcgggtatqg tgatgcagea gctgatgcct tatatagaga tgaaaacyaa gatgatcgea 1380
cgtcccacat gagtgtttec ctgacttacqg atggagaggt agaagagtcc gaatcaaaga 1440
gaaggaaact agaagcttat gcaacagaaa cgagtyggatc aaccagagce agecgtgage 1500
caagagttgt ggtgcagacc acaagtgaca ttgacatcct cgatgatggt tatcgetgge 1560
gcaagtatqg gcoaaaaagtc gttaaaggaa acccgaatec aaggagctac tataaatgea 1620
cagctaatgg atgtaccgta acgaagcatg tagagagage ctctgatgac ttcaagageg 1680
tactaacaae- ttatatagge aagcacacce acgttgtace ageagcacge aacagcagoe 1740
dcgtceggtge aggoagttea gggactotec aaggoaghitk agegacteag acccacaace 1800
acaatgtgeca ctatecaatg ccacacagta gatctgaggg actggecaca gocaacteat 1860
ctctatttga cttecagtca caccetgagge atcctacagg tttctoogtt btacataggec 1920
aatctgaget ttctgatctt tcaatgoctg gtctaactat tgggcaagag aagettacca 1980
gcctgcagge gectgacatt ggggatecaa ctggectaat gttgcagita gcagcacage 2040
cgaaggtgga accagtgteca ccacaacagg gacttgattt gtcagecgage fcattgatac 2100
gcagagagat gttgagtaga ttacgacaga tatgaaacaa atctetttgt tcactgattyg 2160
Ctcaaatttt tgaataaaty aaaaattqag anaasaaaaaa aaaaaaagaa daaaaaa 2217

<210> 224

<211> 568

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia de polipéptido G175; paraloga de G1274
<400> 224

Met Ala Gly Ile Asp Asn Lys Ala Ala Val Met Gly Glu Trp Phe Asp
1 5 10 15

Cys Ser Thr Thr Asn His Arg Lys Arg Ser Lys Bla &lu Leu Gly Arg
20 25 30

Glu Phe S5er Leu Asn Tyr Ile Lys Asn Glu ARap Ser Leu Gln Thr Thr
35 40 45

Phe Gln Glu Ser Ser Arg Gly Ala Leu Arg Giu Arg Ile Ala Ala Arg
50 55 6d

Ser Gly Phe Asn Ala Pro Trp Leu Asn Thr Glu Asp Ile Leu Gln Ser
65 70 15 80

96



Lys

Glu

Lys

Asp

Asp

145

Glu

Rla

Gly

Glu

Ile

225

Arg

Ala

Thr

Met

Ala

305

Mat

Ser

Ser

Leu

Ile

130

Pro

Arg

Asp

Ser

Ala

210

Ile

Ser

Thr

Ser

Gln

290

Asp

Ser

Pro

Ser

115

Thr

Thr

Gln

Asp

Glu

195

Lys

Tyr

Gly

Glu

Pro

275

Val

Ala

Val

The

Val

100

Ser

Thr

Asn

Lau

Gly

180

Tyr

Lys

Thr

Ile

Tyr

260

val

Gln

Leu

Ser

Ile

BS

Phe

val

Ser

Ile

Gly

165

Tyr

Pro

Lys

Gly

Gly

245

Glu

Ser

Asn

Tyr

Leu
325

ES 2361749 T3

Se8r

Leu

Pro

Leu

Ala

150

Gly

Asn

Arg

val

Asp

230

Ser

Gly

Ala

Gly

Arg

310

The

Ser

Ser

Ser

Ala

135

Leu

Leu

Trp

Ser

Glu

215

His

Ser

Phe

Glu

Thr

295

Asp

Tyrx

Pro

Asn

Asp

120

Phe

Glu

Gly

Arg

Tyr

200

Arg

Ile

Gly

Ala

Leu

280

His

Glu

Asp

Gly

Pro

105

Lys

Gln

Pro

Rsp

Lys

185

Tyr

Ser

His

Thz

Gly

265

Glu

Gln

Ran

Gly

97

Leu

90

Leu

Ala

Thr

Asp

Ser

170

Tyr

Lys

Arg

Ser

Gly

250

Thr

Tyrx

Phe

Glu

Glu
330

Ser

Leu

Lys

Ile

Asp

155

Met

Gly

Cys

Glu

Lys

235

Gln

Ran

Gly

Gly

Asp

315

val

Pro

Ser

Ala

Ser

140

Ser

Ala

Gln

Thx

Gly

220

Fro

hsp

Glu

Ser

Tyr

300

Asp

Glu

RAla

Pro

Gla

125

Gly

Gln

Cys

Lys

His

208

His

Pro

Met

Asn

Ris

283

Gly

Arg

Glu

Thr

Thr

110

Leu

Ser

Asp

Cya

Leu

190

Bro

Ile

Pro

Gln

Ile

270

Ser

Asp

Thr

Ser

Leu

95

Thr

Phe

Gly

Tyr

Rla

175

val

Asn

Ile

Asn

Ile

255

Glu

Gly

Ala

Ser

Glu
335

Leu

Gly

Asp

Leu

Glu

160

Pro

Lys

Cys

Glu

Arg

240

Asp

Tep

Ser

Rla

His

320

Ser



<210> 225
<211> 1072
<212> ADN

Lys

Arg

Asp

Val

JB5

Gly

Ser

Gly

Pro

465

Asp

Gly

Gln

Gly

Pro

545

Met

Arg

Ile

370

Lys

Cys

Val

Arg

S5er

450

His

Phe

Gln

Glu

Leu

530

Gin

Leu

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Arg

Ser

355

Leu

Gly

Thr

Asn

. 435

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

515

Met

Gln

Ser

Lys

340

Arg

Asp

Aszn

Val

Thr

Leu

Glu

Asp

Fro

Thr

405

Thr

420 .

Ser

Ala

Arg

Ser

Glu

500

Leu

Gly

Arg

<223> secuencia de referencia G303

<400> 225

Ser

The

Ser

His

485

Leu

Thr

Gln

Leu

Lew
565

ES 2361749 T3

Glu

Pro

Gly

Ash

3930

Lys

Tyr

His

Gln

Glu

470

Leu

Ser

Ser

Leu

Asp

550

Arg

Ala

Arg

TYyr

375

Pzro

His

Ile

Val

Thr

455

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

535

Len

Gln

Tyr

Val

360

Arg

Rrg

Val

Gly

Gly

440

His

Ley

His

Leu

Gln

5320

Ala

Ser

Ile

Ala

345

Val

Trp

Ser

Glu

Lys

425

Ala

Asn

Ala

Pro

Ser

505

Ala

Gln

Ala

98

Thr

Val

Arg

Tyr

aArg

419

Kis

Gly

His

Thr

Thr

490

Met

Pro

Pro

Ser

Glu

Gln

Lys

Tyr

39%

Ala

Thr

Ser

Asn

Ala

473

Gly

Pro

Asp

Lys

Ser
555

Thr

Thr

Tyr

380

Lys

Ser

His

Ser

Val

460

Rsn

Phe

Gly

Ile

val

540

Leu

Ser

Thr

36%

Gly

Cys

Rsap

‘val

Gly

445

His

Ser

Ser

Leu

Gly

525

Glu

Ile

Gly

350

Ser

Gln

Thr

Asp

Val

43¢

Thr

Tyr

Ser

Val

Thr

51¢

Asp

Pro

Cys

Ser

Asp

Lys

Ala

Phe

4135

Pro

Leu

Pro

Tyr

495

Ile

Pro

Val

Arg

Thr

Ile

Val

Asn

400

Lys

Ala

Gln

Met

Phe

480

Ile

Gly

Thr

Ser

Glu
560



<210> 226
<211> 296

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

aaaagataac
ttggttgaga
cactcygtgga
cgaactctga
cgacactctc
tacgagaaag
daacgattgt
gaaaacagat
aacctaatga
aacgtcteca
tattttecga
ctgectecte
tggaggttac
gattgetett
acctecacaac
gtcaattgac
ttcacaagga

tataaacaat

gtagccatta
gagagagagg
aacatccta
agacgtggcg
ctgckeccata
atatggttgc
agataaagag
gaatcatttt
ccaagcatca
atgtctcgaa
cttoctteatyg
atcctectey
aatgytagaa
caagattate
ttccaaagac
geccttectggt
acgttgaatt

ctottatgtg

ES 2361749 T3

acttttatgc

ctatatatga

agttacgaaa

tcacageaaa
acagagcaaa

ggtgactttc

.aatcaaagga

ctgtctatcc
atcatagaag
gcccaattaa
tteectcaat
agcecaccace
agacatgcca
aatgagitta
atgtctctct
aatgaggtey
ttgtttacat

tgtaatttac

<223> secuencia de referencia del polipéptido G303

<400> 226

attaactcct
tgttccaaca
tgrtggatta
attocattte
aatctcactt
tgtcgcggaa
tgaatcacat
tcaagtctat
ggaccattag
sagctactaa
actccaccge
atcacaagecg
acattaaagt
actctttagg
tcacttttag
taaatacqgt
actagctaac

atatatacaa

tcatttcttt
agattaccct
ctttcaaaac
gtcctcttct
aactgaaaag
gaggagaagqg
tgcegtcgag
gatgececee
ctatctgaag
actcaatcaa
cactgccact
actagaggtg
gttaacgaag
tttaagtact
cgtcaaggta
gcatgaagtc
tttgaaattc

ttaattaaca

ttgtgctegt
catggetttt
atcgtegttt
tattcatcag
ttatctccte
agaagtgaaa
cgtaaccgga
tcttattcte
aagctagaac
tcaccaaata
gecacegeca
gttgctgacg
atacageccaa
cttcatctea
gaggcagatt
gttagaagag
tattttattg

ct

Met Met Phe Gln Gla Asp Tyr Pro His Gly Phe Ser Leu Val Glu Thr
1 5 10 15

Ser Leu Ser Tyr Glu Met Leu Asp Tyr Phe Gln Asn Ile Val Val Ser
20 25 30

99

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1072



Asn

Tyr

Leu

Pha

Lys

Lys

Ser

Ser

145

Leu

Phe

Ala

val

Val

225

Phe

Lys

Gln

Ser

Ser

50

The

Leu

Glo

Gln

Tyr

130

Tyzr

Lys

Met

Ser

Ala

210

Leu

Asn

Asp

Leu

Glu

35

Ser

Glu

Ser

Asn

Met

115

Ser

Leuw

Rla

Fhe

Ser

195

Asp

Thr

Ser

Met

Thr
275

Asp

Ala

Lys

RAryg

Gln

100

Asn

Gin

Lys

Thr

Pro

180

Ser

Val

Lys

Leu

Ser

260

Pro

val

Thr

Leu

Lys

85

Arg

His

Pro

Lys

Lys

165

Gln

Ser

Glu

Thr

Gly

245

Leu

Ser

ES 2361749 T3

Ala

Leu

Ser

70

Arg

Met

Phe

Asn

Leu

150

Lau

Tyr

Ser

val

Gln

230

Leu

Fhe

Gly

Ser

Ser

&5

Pfro

Arg

Asn

Leu

Asp

135

Glu

Asn

Ser

Ser

Thr

215

Pre

Ser

Thr

Asn

Gln

40

Cys

Leu

Arg

His

Ser

120

Gln

Gln

Gln

Thr

His

200

Met

Arg

Thz

Phe

Glu
280

Gln

Ser

Arg

Arg

Ile

195

Ile

Ala

Azyg

Ser

Ala

185

His

val

Leuw

Leu

Ser

265

val

Rsn

Ile

Glu

Ser

a0

Ala

Leu

Ser

Ley

Pro

170

Thr

His

Glu

Leu

His

250

val

Ala

Ser

Thr

Arg

75

Glu

val

Lys

Gln

155

Asn

Ala

His

Phe

235

Leu

Lys

Asn

Ile

Glu

Tyr

Lys

Glu

Ser

Iie

140

Ser

Ile

The

Lys

His

220

Lys

Asn

Val

Thr

Val Arg Arg Val His Lys Glu Arg

2%0

100

295

Ser

45

Gln

Gly

Thr

Arg

Ket

125

Glu

Leu

Phe

Rla

Arg

205

Ala

Ile

Glu

val
2B5

Ser

Lys

Cys

Ile

Asn

110

Met

Gly

Giu

Ser

Thr

130

Leu

Asn

Ile

Thr

Rla

21

His

Sar

ser

Gly

Val

95

RIg

Fro

Thr

Ala

hsp

175

Ala

Glu

Ile

Asn

Thr

255

Asp

Glu

Ser

His

Asp

90

Asp

Arg

Leu

Ile

Gln

160

Phe

Thr

val

Lys

Glu

240

Ser

Cys

val



ES 2361749 T3

<210> 227

<211> 628

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

5 <220>

<223> secuencia de referencia G354

<400> 227
cctagaagtc actaagtcga ttcasaatgg
aagaagatac gactgcgaaa tgtttgatgt
gctgcggggy agatgaacgt gttttcoccgat
ttcaagcttt gggaggtcat cgtgcaagcce
cacttcttgg atccttgtcc aacaagaaaa
gagtgeagtt tccgatggga -caagetettg
aagtctcagg ctcgttggtt acacgttcte
tgaagaaatt tagtagtggg aagagagtag
agagtttggt caattggaag ttggagttgg
ggttgtatac agtttcacat gattttgtaa
atgtgaatat tattttgata caataaaa

<210> 228

10 <211> 168

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G354
15 <400> 228

Met Val Ala Arg Ser Glu Glu
L1 S

Ala Lys Cys Leu Met Leu Leu
20

Cys Gly Gly Asp Glu Arg Val
35

Phe Ser Ser Phe Gln Ala Leu
50 55

ttgcgagaag
tgttatcaag
gcaagacttg
acaagaaact
ctaaaacgtc
gkggtcacat
ttctaccgga
cttgtttgga
gaagaacgat

tctttgttga

Ile Val Ile Val Glu Glu Asp Thr Thr

10

Ser Arg Val Gly Glu Cys Gly Gly Gly

25

Phe Arg Cys Lys Thr Cys Leu Lys Glu

40

Gly Gly His Arg Ala Ser His Lys Lys

101

tgaggaaatt
agtcggagaa
tcttaaagag
tatcaacagt
tcatccttgt
gaggagacat
gacgacgacg
tttggactta
ttcttggagt

tccaattate

15

60

gtgatagtgg
tgcggeggeg
ttcteatcgt
gacaatccat
ccgatatgtg
aggaacgaga
gtgacggetrt
gattcgatgg
taagtttttg

gtaccgatcg

15

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

628



10

<210> 229
<211> 869
<212> ADN

Leu

65

Lys

Met

Val

val

Asp

145

Leu

Ile

Thr

Gly

Ser

Thr

130

Leu

Gly

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Asn

Lys

Gln

Gly

115

Ala

Asp

Arg

Ser

Thr

Ala

100

Set

Leuw

Leu

Thr

<223> secuencia de referencia G489

<400> 229

<210> 230
<211> 220
<212> PRT

tggtagtgaa
ccataccaaa
cgcaggecage
cagcttcaag
aaccacagce
atgatctcgg
ctgacactca
gatattgctg
cgggaggatc
gctgctgetg
ggaatggtta
atgrggcaac
cttccagett cttttaggee

tggtaacctt tgtataactt atttcagtat cgtcteagtt tggtactatg tcagttttgg

tyggatcaaca
ceaaccegat
tggegttcca
cattttggga
ttcececttge
ctgaggegec
ggtcgtggaa
ctgctgtgac
tccgagatga
gttaccecgka
tgggtaatce

aacaggcacc

ES 2361749 T3

fap Asn
70

Ser His

Ley Gly

Len Val

Lys Lys

Agp Ser

150

Ile Ser
165

Pro

Fro

Gly

Thr

Fhe

135

Met

Trp

agaccatgga
gagcaccact
ccagatccat
gaaccaatte
gagaatcaag
ggtegtgret
c¢cacactgag
tagaaccgat
agtctiggga
tggatacttg
cggigatgcg
tgaccaacct

taccttgtag

tattcttate ttattgaagt aaaaatgty

Ser

Cys

His

Arg

120

Ser

Glu

Ser

Leu

Pro

Met

145

Ser

Ser

Ser

Leu

Ile

90

Rrg

Phe

Gly

Leu

cagtctggag

gotygcktactg

cagcagcage

aaagagattg

aaaatcacga

gcaagggcect

gagaataaga

atttttgatt

agtattccga

cctgcaggaa

tatccaccta

gaccaggaaa

tcttggggtt

102

Gly Ser
5

Cys Gly

Arg His

Leu Pro

Lys Arg

140

val Asn
155

ctatgaacta
tagcaggagg
agcagcaaca
agaagacrac
aagcggatga
gtgagatgtt
ggcggacgtt
tcocttgtgga
ggggcactgt
ctgctccaat
atccttatat
atktagcaaga

ttgtitotgt

Val

Arg

Glu

125

Val

Trp

Ser

Lys

Asn

110

Thr

Ala

Lys

Asn

Phe

95

Glu

Thr

Cys

Leu

Lys

20

Pro

Lys

Thr

Leu

Glu
160

tggeacaaac
tgecggcacaa
gctggocacag
cgatttcaag
agatgtcegt
catcctggag
gcagaagaac
tattgttcce
cceggaaget
aggaaatccg
gggtcaacca
aactgtgagt

tttcgaataa

60
120
180
240
300
360
4240
480
540
&0
660
720
780
840

869



ES 2361749 T3

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G489
<400> 230

Met Asn Tyr Gly Thrx Asn Pro Tyr Gln Thr Asn Pro Met Ser Thr Thr
1 5 i0 15

Ala Ala Thr val Ala Gly Gly Ala Ala Gln Pro Gly Gla Leu Ala Phe
20 25 3¢

Hig Gln Ile His Gla Gln Gln Gln Gln Gln Gln Leuw Ala Gln Gln Leu
35 40 45

Gln Ala Phe Trp Glu Asn Gln Phe Lys Glu Ile Glu Lys Thr Thr Asp

Phe Lys Asn His Ser Leu Pro Leu Ala Arg Ile Lys Lys Ile Met Lyd
65 74 15 ag

Ala Asp Glu Asp Val Arzg Met Ile Ser Ala Glu Ala Pro Val Val Phe
a5 a0 95

Ala Arg Ala Cys Glu Met Phe Ile Leu Glu Leu Thr Leu Arg Ser Tip
140 105 110

Asn His Thr Glu Glu Asn Lys Arg Arg Thr Leu Gln Lys Asn Asp 1lle
115 120 125

Ala Ala Ala Val Thr Arg Thr Asp Ile Phe ARsp Phe Leu Val Asp Ile
130 135 140

Val Pro Azq Glu Asp Leu Arq Asp Glu val Leu Gly Ser Ile Pro Arg
145 150 155 150

Gly Thr Val Pro Glu Ala Ala Ala Ala Gly Tyr Pro Tyr Gly Tyr Leu
165 170 175

Pre Ala Gly Thr Ala Pro Ile Gly Asn Pro Gly Met Val Met Gly Asn
180 185 190

Pro Gly Gly Ala Tyr Pra Pro Asn Pro Tyr Met Gly Gin Pro Met Trp
195 200 205

Gln Gln Gin Ala Pro Asp Gln Prao Asp Gln Glu Asn
210 215 220
<210> 231
<211> 798
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
<220>
<223> secuencia de referencia G634
<400> 231

103



<210> 232
<211> 265

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

atggagcaag
tcaagacctec
ggtggattag
aatcgatgge
acttttcgﬁg
gagttaggte
tattacaaac
ttctctcage
catcaaccag
caatcatcat
ctgagaagtg
gagatctcaa
asatgggaaa

aacaacaaga

gaggaggtag
ctgctaacaa
qagygtggqaqq
cgagagaaga
atgctactet
acaaacgaag
gtactaaaga
ttgaagecrct
aatagaaaca
taccatcate
gaatggaacc
cttcaatgaa
acataaacaa

atcaatga

ES 2361749 T3

tggtyggtaat
cttagaagaq
tgoaggagga
aactttaget
caaagctcct
ttcaaagaaa
aactcgcggt
caacactact
acaacaacaa
atcaagatgg
aaggtaccaa
gagaatggga

atactacaag

<223> secuencia de referencia del polipéptido G634

<400> 232

1

Ser Pro Ile Ser Ser Arg Pro Pro Ala Asna Aan Leu Glu Glu Leu Met

20

gaagttgtgg aggaagettc
cttatgagat tctcageege
ggaggaggaa gtgcttottc
cttctteogga tccgatccga
ctttgggaac atgtttccaqg
tgcaaagaga aattcgaaaa
ggtcgtcatg atggtaaagc
cctoctocte cteictictea
ccacaacaaqg agatggrcat
ccaaaéqcag agattctagc
gataatgtac ctaaaggact
tacaacagaa acgctaagag

asagttaaag aaagcaacaa

10

25

104

acctattagt
egcggatgac
tteatcggga
tatggatcct
gaagctattg
cqttcagaaa
ttacaagttc
teeteacget
gagceteggaa
gcttaﬁaaac
tctatgggaa
atgtaaagag

cagcaactac

Met Glu Gin Gly Gly Gly Gly Gly Gly Asn Glu Val Val Glu Glu Als
5

15

30

60

120

180

240

3400

‘360

420

480

540

600

66

720

780

798



ES 2361749 T3

Arg Phe Ser Ala Ala Rla Asp Asp Gly Giy Leu Gly CGly Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Gly Ser Ala Ser Ser Ser Ser Gly Asn Arg Trp Pro
50 55 60

Arg Glu Glu Thr Leu Ala Leu Leu Arg Ile Arg Ser Asp Met Asp Ser
65 - 70 75 BO

Thr Phe Arq Asp Ala Thr Leu Lya Ala Pro Leu Trp Glu His Val Ser
85 90 95

Arg Lys Leu Leu Glu Lew Gly Tyr Ly3 Arg Ser Ser Lya Lys Cys Lys
100 105 110

Glu Lys Phe Glu Asn Val Gln Lys Tyr Tyr Lys Arg Thr Lys Glv Thr
115 120 125

Arg Gly Gly Arg His Asp Gly Lys Ala Tyr Lys Phe Phe Ser Gin Leu
130 135 140

Glu Ala Leu Asn Thr Thr Pro Pro Pro Pro Pro Ser His Pro His Ala
145 150 155 160

His Gln Pro Glu Glm Lys Gln Gln Gla Gln Pro Gln Gln Glu Met val
165 170 175

Met Ser Ser Glu Gln Ser Ser Leu Pro Ser Ser Ser Arg Tip Pro Lys
180 185 190

Ala Giu Ile Leu RAla Leu Ile Agn Leu Arqg Ser Gly Met Glu Pro Arg
19% 200 205

Tyr Gln Asp Asn Val Pro Lys Gly Leu Leu Trp Glu Glu Ile Ser Thr
210 215 220

Ser Met Lys Arg Met Gly Tyr Asn Arg Asn Bla Lys Arg Cys Lys Glu
225 230 235 240

Lys Trp Glu Asn Ile Asn Lys Tyr Tyr Lys Lys Val Lys Glu Ser Asn
245 250 255

Asn Ser Asn Tyr Asn Asan Lys Asn Gln
2860 265

<210> 233

<211> 341

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia G682
<400> 233

105



10

15

<210> 234
<211>77
<212> PRT

ES 2361749 T3

acatggataa ccatcgcagy actaagcaac ccaagaceaa ctccatcghbt acttctioth

ctgaaggaac agaagtgagt agtcttgagt gggaagttgt gaacatgagt caagaagaag

aagatttggt ctctcgaatg cataagettg tcggtgacag gtgggaactg atagetggga

ggatcccagg aagaaceget ggagaaattg agaggttttg ggtcatgaaa aattgaaaag

tgatcaatat atctctatag tttcactgat tgtttegatt atattccgtt gtattttaaa

tttaccaact ctgttataag aagaaaactt tcttaaatcec ¢

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G682

<400> 234

<210> 235
<211> 1797
<212> ADN

Met Asp

1

Thr Ser

¥al Asn

Leu Val

Thr Ala
65

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Ran

Ser

Met

35

Gly

Gly

His Arg Arg Thr Lys Gln
5

Ser Glu Gly Thr Glu Val
20 25

Ser Gln Glu Glu Glu Asp
40

Asp Arg Trp Glu Leu Ile
S5

Glu Ile Glu Arg Phe Trp
70

<223> secuencia de referencia G916

<400> 235

Pro Lys Thr
10

Ser Ser Leu

Leu Val Ser

Ala Gly Arg
60

Val Met Lys
75

Asn Ser Ile Val
15

Glu Trp Glu Val

30

Arg Met His Lys

Ile Pro Gly Arg

Asn

aaaaaaaaaa acaatctaag atatctatca agatcttaag atatctacat ttatagagat

gtttegttit ceggtaaghe ttggaggagg tccacgtgag aatctgaage catcagatga

106

&0

120

180

240

300

3

&D

120



<210> 236
<211> 528
<212> PRT

gcagcatcaa
tagggtttca
aagggagaat
acttaatckt
tgtggatatg
gaaggcgagt
caattecteg
agctacgacc
aagacagite
ggttcggtcg
gagagtgctt
caaagttcee
aagtagcaag
ggtrcegtgct
acaaaaaatyg
tggatgtect
aacctacgaa
tacaacagca
aatgaaccca
tatctecagec
gaacaatcca
gaaccaatcg
gttttegggt
tactgcecgea
gattatcaac
gagcaaecgt:r
cggtegatet

ttttttetet

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

c©gtgcggtqgq
cgtgaagaac
tcacgtgttg
ctcactgoga
gaagagaaac
gaagataatc
cagatgcaac
gagaacaatg
atcgatttgg
ggatctcete
gtaagagaag
aaacaccaktg
gtcattgage
cgatccgaag
gegaaaygaa
gttcgcaage
ggaaaccata
gcegoaagea
acaaatctct
tetgeaccat
accaataacc
gttttgccte
ttacatatgc
atcgectoca
ggttcgaaca
gacaataggc
tgtttegttt

tcttteccecaa

ES 2361749 T3

tgaatgaggt
aaaacattat
atgatcatga
atacqgqaag
gtacaaagtg
aaagactaaa
ttgttgergt
acaatgtaaa
gaccgcattc
cctegertcot
aaagcecgga

catcatocag

aagcqggecgc

cteccatgtt
accegtgcce
aagtgcaacg
accatccatt
tgcttctote
tggctcgaac
tcccaaccat
cgctgatgea
akatgatgqg
cgtcteagee
atcccaactt
atcagcagaa
aataacattt
ttetttratt

acaacaagta

<223> secuencia de referencia del polipéptido G916

<400> 236

tgacttttte
cgccgatgag
cgatcgetct
cgacgagtca
tgagaatgca
gcaaatgeta
catgaggcaa
gaaccgagat
tgacgaaqktg
agagaaatct
aaccgaatce
catttgeggt
cgaageccace
aagcgatgga
tegagcettat
ttgcgocggaa
acctcctygeg
aggcteeace
catattaccg
tacattagac
attctereaa
tcaggetttg
gctaaacget
tgcocgegget
tgggaacaac
ttttataagt
acattatttt

ttgagagcaa

107

cygatcagcgg
actcatagygyg
actgatcaca
atggtggatg
caacttcgeg
agtcaaacaa
caagaagatce
gaagtgectyg
tcgteegagg
agecteacgte
aacggctgga
ggcaatggea
atgegtaaag
tgteaatgga
taccgttgea
gatagaacca
gctatgaaca
atgtcgaacc
tgttectcaa
ctcacagagt
cggtetgytt
tactacaacc
gqtgagagtg
ctagctgcag
aataacagta
tttagttagg
ttagttacgg

ttoeoocooe

agaagagaga
ttcatgtcaa
tcaatattgg
atggattgtc
aagagetaaa
ccaacaactt
atcatcacct
aaatggttcc
agaggacgac
aaaacggaaa
gaaaccctaa
gtgaaaatgc
cecgtgtote
gaaaatacgyg
caatggetgt
ttcteataac
tggcticaac
aagacggtit
gcatgqctéc
cacceaacgg
tggtggagtt
aacagtctaa
ttagcgecge
ccataactte
atgttacaac
gackttttat

ctttrttttg

cocooatt

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1797



Met

Lys

Phe

Asn

Ser

65

Gly

Asp

Asn

Arg

Gln

145

Leu

Pro

Glu

Ser

val
225

FPhe

Pro

Phe

Ile

50

Arg

Leu

Asp

ala

Leu

130

Met

Rlia

Glu

val

Leu

210

Arg

Arg

Ser

Arg

35

Ile

Val

Asn

Gly

Gln

115

Lys

Gln

Thr

Met

Ser

195

Lew

Glu

Phe

Asp

20

Ser

Ala

Asp

Leu

Leu

100

Leu

Gln

Leyg

Thr

Val

180

Ser

Glu

Glu

Pro

Glu

Ala

Rsp

Asp

Leu

85

Ser

RIg

Met

Val

Glu

165

Pro

Glu

Lys

Ser

ES 2361749 T3

Val

Gln

Glu

Glu

His

0

Thr

Val

Glu

Leu

Ala

150

Asn

Arg

Glu

Ser

Pro
230

Ser

His

Lys

Thr

35

Asp

Ala

Asp

Glu

Ser

135

val

Asn

Gin

Arg

Ser

215

Glu

Leu

Gln

arg

40

His

Asp

Asn

Met

Leu

120

Gln

Met

Bsp

Phe

Thr

200

Ser

Thr

Gly

Arg

25

Asp

Arg

Arg

Thr

Glu

105

Lys

Thr

Arg

Ran

Ile

1BS

Thr

Arg

Glu

108

Gly Gly

10

Rla val

Arg Val

Val His

Ser Thr

15

Gly Ser

Glu Lys

Lys Ala

Thr Asn

Gln Gln

155

Val Lys

170

Asp Leu

Val Arg

Gln Aan

Ser Asn
235

Pro

Val

Ser

Val

60

Asp

Asp

Arg

Ser

Ran

140

Glu

Asn

Gly

Sar

Gly

220

Gly

Arg

Ban

Arg

45

Lys

His

Glu

Thr

Glu

125

Phe

Asp

Arg

Pro

Gly

209

Lys

Tzp

Glu

Glu

30

Glu

Arg

1le

Ser

Lys

110

Asp

Asn

His

His

His

19¢

Ser

Arg

Arg

Asn

15

val

Glu

Glu

Asn

Met

95

Cys

Asn

Ser

His

Glu

1715

Ser

Pro

val

Asn

Leu

Asp

Gln

Agn

Ile

80

val

Glu

Gln

Leu

His

160

Val

Rap

Pro

Leu

Pro
240



ES 2361749 T3

Asn Lys Val Pro Lys His His Ala Ser Ser Ser Ile Cys Gly Gly Asn
245 250 255

Gly Ser Glu Asn Ala Ser Ser Lys Val Ile Glu Gin Ala Ala Ala Glu
260 265 2710

Ala Thr Met Arg Lys Ala Rtg Val Ser Val Arg Ala Arg Ser Glu Ala
27% 280 285

Pra Met Leu Ser Asp Gly Cys Gln Trp Arg Lys Tyr Gly Gln Lys Met
290 295 300

Ala Lys Gly Asn Pro Cys Pro Arg Ala Tyr Tyr Arg Cys Thr Met Ala
305 310 315 32¢

Vval Gly Cys Pro Val Arg Lys Gln Val Gln Arg Cys Ala Glu Asp Arg
325 330 33s

Thr Ile Leu Ile Thr Thr Tyr Glu Gly Asan His Asan His Pro Leu Pro
340 345 350

Pro Ala Ala Met Asn Met Ala Ser Thr Thr Thr Ala Ala Ala Ser Met
355 360 365

Leuw Leu Ser Gly Ser Thr Met Ser Asn Gln Asp Gly Leu Met Asn Pro
i70 75 3a0

Thr Asn Leu Leu Ala Arg Thr Ile Leu Pro Cys Ser Ser Ser Met Ala
Jas 380 3935 400

Thr Ile Ser Ala Ser Ala Pro Phe Pra Thr Ile Thr Leu Asp Leu Thr
405 410 415

Glu Ser Pro Asn Gly Asn Asn Pro Thr Asn Asn Pro Leu Met Gln Phe
420 425 430

Ser Gln Arg Ser Gly Leu Val Glu Leu Asn Gin Ser Val Leu Pro His
435 440 445

Met Met Gly Gln Ala Leu Tyr Tyr Asn Gln Gln Ser Lys Phe Ser Gly
450 455 460

Leu His Met Pro Ser Gln Pro Leu Asn Ala Gly Glu Ser Val Ser Ala
465 470 475 480

Ala Thr Ala Ala Ile Ala Ser Asn Pro Asan Phe Ala Ala Ala Leuy Ala
485 490 495
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Ala Bla Ile Thr Ser ile Ile Asn Gly Ser Asn Asn Gln Gln Asn Gly
500 505 510

Aan Asn Asp Asn Ser Asn Val Thr Thr Ser Asn Val Asp Asn Arg Gln
51% 520 525

<210> 237
<211> 768
<212> ADN
5 <213> Arabidopsis thaliana
<220>
<223> secuencia de referencia G975
<400> 237

attactcate atcaagttcc tactttcetct ctgarcaaaca tcacagagta agtaagaatg 60
gtacagacga agaagttcag aggtgtcagg caacgecatt ggggttettg ggtcgoctgag 120

attegtcatc ctetctigaa acggaggatt tggctaggga cgrtcgagac cgcagaggag 180

gcagcaagag catacgacga ggocgecgit ttaatgageg gecgcaacgc caadaccaac 240
tttcceceotca acaacaacaa caccggagaa acttocgagg gcdaaaccga tatttcaget 300
tcgtccacaa tgtcatccte aacatcatct teoategetet cttocateoct cagegocaaa 360
ctgaggaaat gctgraagte tecttcecccca teecteacct goctecgtct tgacacageo 420

agctcooccata tcggoegtckg gocagaaacgg goceggttcaa agtctgacte cagotgggte 480
atgacggtgyg agctaggtce cgoaagetec tcoccaagaga ctactagtaa agcttcacaa 540

gacgetatte ttgctocgac cactgaagtt gaaatiggtg goageagaga agaagtattg 600

gatgaggaag 2aaaggttge titgcaaatg atagaggage ttcotcaatac aaactaaatc 660
ttatttgett atatatatgt acctattttc attgctgatt tacagecaaa ataatcaatt 720
ataccgtgta ttttatagat gttttatatt aaaaggttgt tagatata 768
10 <210> 238
<211>199
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana
<220>
15 <223> secuencia de referencia del polipéptido G975
<400> 238

Met Val Gln Thr Lys Lys Phe Arg Gly Val Arg Gln Arg His Trp Gly
1 5 10 15

Ser Trp Val Ala Glu Ile Arg His Pro Leu Leu Lys Arg Arg Ile Trp
20 25 30

110



<210> 239
<211> 1116
<212> ADN

Leu Gly Thr Phe
35

Ala Ala val Leu
50

Asn Asn Asn Asn
65

Rla Ser Ser Thr

Ile Leu Ser Ala
100

Len Thr Cys Leu
115

Gln Lys Arg Ala
i3

Glu Leu Gly Pro
145

Gla Asp Ala Ile

Arg Glu Glu val
180

Glu Glu Leu Leu
195

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Glu

Met

Thr

Mat

Lys

Arg

Gly

Ala

Leu

165

Leu

Aan

ES 2361749 T3

Thr

Ser

Gly

Ser

Leu

Leu

Ser

Ser

150

Ala

Asp

Thx

Ala

Gly

Glu

Ser

Arg

Rap

Lys

135

Ser

Pro

Glu

Ran

Glu Glu
40

Arg Asn

The Ser

Ser Thr

Lys Cys

105

Thr Ala

120

Ser Asp

Ser Gln

Thr Thr

Glu Glu
185

Ala

Ala

Glua

Ser

90

Cys

Ser

Ser

Glu

Glu

170

Lys

Ala

Lys

Gly

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

155

Val

val

Arg

Thr

60

Lys

Ser

Ser

His

Trp

140

Thr

Glu

Ala

Ala

45

Asn

The

Ser

Pro

Ile

125

val

Ser

Ile

Leu

Tyr

Phe

Asp

Leu

Ser

110

Gly

Met

Lys

Gly

Gln
190

Asp

Pro

Ile

Ser

95

Pro

val

Thx

Ala

Gly

175

Met

<223> Secuencia de referencia G1069; funcionalmente relacionada, homdéloga de G1073

<400> 239

ttggaaccet agaggccttt caagcaaatc atcagggtaa caatitcttg

ttagcgaatt tccagttttt ggtcaatcat ggeaaaccct tyggtggacga

tttageggoe atggtggace atteggtote ctcaggecat caccaaaacc

aagtcttctt accaaaqgayg atcttggaat agccatgaat cagagocaag

agacgaagaa gatgatccta gagaaggage cgttgaggtg grcaaccgta

111

Glu

Leu

Ser

89

Ser

Ser

Trp

val

Ser

180

Ser

Ile

atctitcitt
accagaqgtqg
atcaccacca
acaacgsacca

gaccaagagg

60

120

180

240

300



<210> 240
<211> 281

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

tagaccacca
caacgcactc
cgetecactte
cgctaacgtc
gtttgaaatc
cggtttaacyg
cocactctta
tgagagateg
cggtgactca
aggctacaat
atatacatgg
ggtctatata
aagctttige

aatatagage

ggatctcaaaa
cgragccatg
tcaagacgea
accctecgeo
ttatctttaa
gtttacttag
gccataggge
cccatggaag
ccgcccagaa
atgeegeeqge
gtccacgeaa
aataaatata
tctggttgga

ttgggaaggt

ES 2361749 T3

acaaacccaa
tcttggagat
ggcaacgegg
aagcogecge
ccggtgettt
ceggygtcca
cggtcatggt
aagaggaaga
tcggtagtaa
atctgattce
gaccacctta
tagatgaata
aaaataaata

agaaagagac

agctccaate
cteegacgge
cgtttgogtt
accaggaggt
ccteoctgga
gggtcaggtc
gattgectget
cggtggeggc
ccrtgectgat
aaatggggct
ctgactcagt
taagcaagca
agtatcaaag

gacatt

tttgtgacaa
agtgacgtcg
ctcagegygga
gtggtctcte
cecttecccac
gttggaggta
acttictcta
tcaagacaga
ctatcaggga
ggtcagctag
gagccattte
atttgaggta

ctttgtttgt

gagacagccc
ccgacacaat
caggctcagt
tccaaggcag
ccgggtcaac
gegttgtagy
acgetactta
ttcacggagg
tggcegggee
ggcacgaace
tatatataat
gtctattaca

tcttaatgga

<223> Secuencia de referencia G1069; funcionalmente relacionada, homdéloga de G1073

<400> 240

Met
1

Asp

Leu

Asn

val

65

Lys

Ala

His

Leu

Asp

Asn

Ala

Asn Pro Trp Trp Thr Asn Gln

Ser

Thr

35

Gln

Arg

Pro

5

Val Ser
20

Lys Gly

Asp Glu

Azg Pro

Ile Phe
a5

Ser Gly

Asp Leu

Glu Asp
55

Arg Gly
10

val Thr

His His

Gly Ile

40

Asp Pro

fro

Arg

Arg Asp

112

Ser

10

Gln

Rla

Arg

Pro

Ser
%0

Gly Leu Ala

Asn His His

Met Asan Gln
45

Glu Gly Rla
60

Gly Ser Lys
75

Pro Asn Ala

Gly

His

30

Ser

Val

Asn

Leu

Met

kS

Gln

Gln

Glu

Lys

Axg
95

val

Ser

Asp

val

Pro

Ser

3580
420
160
540
600
660
720
780
940
S00
960
1020
1040

1116



His Val

His Phe

Gly Ser
130

val val
145

Phe Leun

Leu Ala

Leu Leu

Rla Thr
210

S5er Arg
225

Aan Leu

Pro His

Thr Trp

<210> 241

<211> 1371

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

Leu

Ser

115

Val

Ser

Pro

Gly

Rla

195

Tyr

Gln

Pro

Len

Val
2175

Glu

100

Arg

Ala

Lea

Gly

Val

180

Ile

Glu

Ile

Asp

Ile

280

His

Ila

Arg

Asn

Gln

Pro

165

Gln

Gly

Arg

His

Leu

245

Pro

Ala

ES 2361749 T3

Ser

Arg

val

Gly

150

Ser

Gly

Ser

Lew

Gly

230

Ser

Asn

Arg

Asp

Gln

Thr

135

Arg

Pro

Gln

val

Pra

215

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

Arg

120

Leu

Ehe

BPra

val

Met

200

Het

Gly

Met

Ala

Fro
280

Ser

105

Gly

Arg

Glu

Gly

val

185

Val

Glu

Asp

Ala

Gly

265

Tyr

Asp

val

Gin

Ile

Ser

170

Gly

Ile

Glu

Ser

Gly

250

Gln

Val

Cys

Ala

Leu

155

Thr

Gly

Ala

Glu

Pro

235

Pro

Leu

ala

Val

Ala

140

Ser

Gly

Ser

ala

Glu

220

Pro

Gly

Gly

Asp

Leu

125

Ala

Len

Leu

val

Thr

205

Asp

Arg

Tyr

His

The

110

Ser

Pro

Thr

Thr

val

130

Ehe

Gly

Ile

Asn

Glu
270

Ile

Gly

Gly

Gly

Val

175

Gly

Ser

Gly

Gly

Met

2535

Pro

<223> Secuencia de referencia G1452; funcionalmente relacionada, homéloga de G512

<400> 241

RAia

Thr

Gly

Ala

160

Tyr

Pro

Asn

Gly

Ser

240

Pro

Tyr

atttartaayg cateaatgaq agaacttcag agetyggttt gagqttctgte caataataca

taaccacgtt atcatttttg tectttacta tctcattaca ctcttctgtt attegeceaa

ttcttacagt cattactcbe tatagggctc gagcggecge ccegggeaggt ttetatgcag

113

60

120

180



<210> 242
<211> 373

<212> PRT

atggttcaca
ctcactatag
gctgagatge
gttgaactta
qtgattgcetg
ctgaaategg
tcacaaagce
gttaaatccg
gctcetegtyg
caggatqcat
caaaaaattg
gacaaggagg
gaatcatcaa
ctgaacgatg
ceaactaacc
totggtataa
aacgttgceg
gatagccaga
tctrtetett

ttatacataa

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G1452; funcionalmente relacionada, homdéloga de G512

<400> 242

Met Gln Met Val His Thr Ser Arg Ser Ile Ala Gln Ile Gly Phe Gly

L

Val Lys Ser Gln Leu Val Leu Thr Ile Gly Leu Glu Arg Pro Pro Gly

Gln val Lys Asp Gln Thr Mat Ser Ly3 Glu Ala Glu Met Ser Ile Ala

cttcecgete
ggctcgageg
cgatcgegge
tctegtacta
aggtcgagat
agaacgagtg
ggegagccac
ggaaccaagt
gcgagagaac
tagtggtgty
aggatggtgt
acaaatccta
atgttgttga
ataxaatraaa
caactcatca
aaaaagaatc
gaaccgactc
gattgatgaa
ggactgtact

ataaatatag

5

20

35

ES 2361749 T3

cattgcecag
geccgoeeggyg
gteggetteg
tcttegtegt
ttacaagttc
gttttactte
acagctagga
tgttggaace
ggagtggate
cecggttaaga
tgtgcaagac
ctatgaatct
ggatcaggcc-
getecgacgaa
agaaacaata
aacggasaaca
cagctggaga
gaatQttcty
aatagcragg

tattttgtcet

attgggttcg
caggtaaaag
ttccetgget
aaaatcgatg
gageegtggg
tgegcgaggg
tattggaaag
aagagaacgc
atgcatgaat
aaaaatgetg
gatggectacy
gagcatcaga
gataccgatyg
gaagegqttga
tcaagcgagt
atgaattgtt
ttecegaaco
gcecactactg
aactaaagct

atggcaaaaa

10

25

a0

114

gtgttaagtc
atcasacaat
ttagattcte
gtgatgagaa
acttgeccaga
ggaggaagta
cgaceggtaa
ttgtatttca
actgcatcca
attttecggyce
ttggecaaag
taccaaatgg
atgattgtta
éagctagcca
catcgagtaa
dcgettigtt
cgttcaaaat
ttttettgge
agttacgaca

daaddaa3as

15

gcaatkcagta
gtctaaagaa
tcctactgat
ctctgttget
ggaatcgaaa
cccgeacggg
agagcggagt
tatcagtcqg
tggagcccea
tagttegace
aggtggtttg
tgacategca
cgcecgagatt
agcgtttcga
gaggtcaaaa
caggatcaag
caagaaagat
tatcttatet
tacatattat

15

0

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
Sao
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1371
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Val Ser Ala Leu Phe Pro Gly Phe Arg Phe Ser Pro Thr Asp Val Glu
Leu Ile Ser Tyr Tyr Leu Arg Arg Lys Ile Asp Gly Aap Glu Asn Ser

val Ala val Ile Ala Glu Val Giu Ile Tyr Lys Phe Glu Pro Trp Asp
85 ap 95

Leu Pro Glu Glu Ser Lys Leu Lys Ser Glu Asn Glu Trp Phe Tyr Phe
100 105 110

Cys Ala Arg Gly Arg Lys Tyr Pro His Gly Ser Gln Ser Arg Arg Ala
ils 120 125

Thr Gln Leu Gly Tyr Trp Lys Ala Thr Gly Lys Glu Arg Sex Val Lys
130 135 140

Ser Gly Asn Glm Val Val Gly Thr Lys Arg Thr Leu Val Phe His Ile
145 150 155 160

Gly Arg Ala Pro Arg Gly Glu Arg Thr Glu Trp Ile Met His Glu Tyr
165 170 175

Cys Ile His Gly Ala Pro Gln Asp Ala Leu Val Val Cys Arg lLeu Arg
180 185 190

Lys Asn Ala Asp Phe Arg Ala Ser Ser Thr Gln Lys Ile Glu Asp Gly
135 200 205

val val Gln Asp Asp Gly Tyr Val Gly Gln Arg Gly Gly Leu Asp Lys
210 215 220

Glu Asp Lys Ser Tyr Tyr Glu Ser Glu His Gln Ile Pro Asn Gly Asp
225 230 235 240

1le Ala Glu Ser Ser Asn Val Val Giu Asp Gln Ala Asp Thr Asp Asp
245 250 255

Asp Cys Tyr Ala Glu Ile Leu Asn Asp Asp Ile Ile Lys Leu Asp Glu
260 265 270

Glu Ala Leu Lys Ala Ser Gln Ala Phe Arg Fro Thr Asn Pro Thr His
215 280 285

Gln Glu Thr Ile Ser Ser Glu Ser Ser Ser Lys Arg Ser Lys Cys Gly

115



10

15

Ile

305

Ile

Ehe

Ala

280

Lys Lys Glu

Lys Asan Val

Lys Ile Lys
340

Thr Thr Val
55

Ile Ala Arg

Leu
370

<210> 243

<211>732

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> Secuencia de referencia G1820

<400> 243
ctcactteca acatccaaat
gcgacaacat gaacaacgac
tggcatcatc caacccteag
atttcaaaaa ccgteagett
atgtgcacat ggtetcegea
tcgttgatct cacgatgecgg
dgaaatcgga tatctccaac
ttgtecectaa ggacgagtet
ctgacggtgg aggagtaccy
tggtrggtag tggaatgtac
dggatgatgc tgaggataat
ttgtaaccge ctatgtggga
gtcggatttg ct

<210> 244

<211> 202

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G1820

<400> 244

ES 2361749 T3

285

Ser Thr Glu Thr Met Asn Cys Tyr

310

Ala Gly Thr Asp Ser

325

Lys Asp Asp Ser Gln Arg Leu Met

Ser Trp Arg

300

315

330

345

Phe Leu Ala Ile Leu Phe Ser Phe

Asn

ccctagaaat
aaccaccage
ttacgtaatt
ccattggctce
gaggctocega
tcgtggctca
gcagtggcta
atcgccaccy
caatattatt
gcgecatege
ggaggaaacy

aatttgaaat

360

tgtaaatgge
aaccaccgte
actggattga
gaattaagaa
tcatcttcge
aagccgagga
getctitcac
ctgatcctgg
atccaccggg
aggcgtggee
gcggeggaaa

ttggtggtsge

116

Ala Leu Phe

Phe Pro Asn

335

Lys Asn Val

350

Phe Tzp Thr

365

tgagaacaac
gtactegcaqg
gcagatggaa
gatcatgaag
aaaggetrge
gaacaaacgc
ctacgattte
ctttgtgget
agtggtgatg
agcagegget
ttgaagtgta

ttattagggt

aécaacaacg
ctgccogecga
accgtctegyg
gctgatccag
gaaatgttca
cacacgcottc
cttettgatg
atgccacatc
ggaactccta
ggtgacggyy
gatttagggt

tettcaatte

Arg

320

Pra

Leu

Val

80
120

130

300
360
420
480
540
600
660
720

732
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Met Ala Glu Rsan Asn Asn Asn Asn Gly Asp Asn Met Agsn Asn Asp Asn

His Gln Gln Pro Pro Ser Tyr Ser Gln Lew Pro Pro Met Ala Ser Ser
20 25 30

Azn Pro Gln Lew Arg Asn Tyr Trp Ile Glu Gln Met Glu Thr Val Ser
5 10 45

Asp Phe Lys RAsn Arg Gln Leu Pro Leu Ala Arg Ile Lya Lys Tle Met
S0 55 60

Lys Ala Asp Pro Asp Val His Met Val Ser Ala Glu Ala Pro lle Ile
65 70 75 60

Pha Ala Lys Ala Cys Glu Met Phe Ile Val Asp Leu Thr Met Arg Ser
BS a0 95

Trp Leu Lys Ala Glu Glu Asn Lys Arg His Thr Leu Glan Lys Ser Asp
160 105 110

Ile Ser Asn Ala Val Ala Ser Ser Phe Thr Tyr Asp Phe Leu Leu Asp
115 120 125

Val Val Pro Lys Asp Glu Ser Ile Ala Thr Ala Asp Pro Gly Phe val
130 135 140

Ala Met Pro His Pro Asp Gly Gly Gly Val Pro Gln Tyr Tyr Tyr Pro
145 150 155 160

Pro Gly val val Met Gly Thr Pro Met Val Gly Ser Gly Met Tyr Ala
165 170 175

Pro Ser Gln Ala Trp Pro Ala Ala BRla Gly Asp Gly Glu Asp Asp Ala
180 185 190

Glu Asp Asn Gly Gly Asn Gly Gly Gly Asp
135 200

<210> 245

<211> 866

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia G270; la secuencia de polipéptido predicha es paraloga de G1634
<400> 245

117



<210> 246
<211> 263
<212> PRT

gtgtttgtag
ccattetcte
cacagctecga
gcgatatacg
aagactgttt
gaagcaggac
acggacatgt
ggagtccett
aaaggagatt
gcgagccacy
céaagtatcc
Lccgatcata
ggagtaatat
tcattcgaag

aacatagaat

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G2701;

<400> 246

Met Glu Thr

1

Phe Val val

Trp Thr Lys

Ala Glu Asp

50

ttgaaactta
acctacctat
gtagecggtag
ctgaagactc
ttgatgttat
gtgttceccat
gtcgtaaacg
ggacagagga
ggagaaacat
cceaasagta
atgacatcac
gagatattct
ttatgggtca
ctgecattaa

cceccaaacteo

5

20

35

ES 2361749 T3

ttoettecctt
eretgaccag
ctygactaaa
geetgatege
gaagcaatat
tcetggttat
gcctagtgga
agaacacagqg
atcgagaaac
trtaccagaga
aaccggcaat
ccchtgatrta
gaatctctct

cttcgoogga

agcgge

Leu His Pro Phe

Gln Glu Met Val

Glu Gig Asn Lya

Ser Pro Asp Arg

35

tcrtegtess
cggtrcgttyg
gaagagaaca
tggtttaaag
agtaagcttyg
cctgecagett
gctagaggat
agattcttgt
ttcgtggtgt
cagcteteey
cttoctcaatg
gggtttatcg
tcagaaaatc

gaaaatgtet

paraloga de

S5er His Leu
10

Ser Leu His
25

Met Fhe Glu
49

Trp Phe Lys

118

taggtatgga
ttcaagagat
agatgctcga
ttgetrecat
aagaagacgt
cttctcoett
ctgatcaaga
taggcctict
caaagacges
gagccaagga
ccaatctcaa
ataaggatga
tgttttctce

tcagtgeogg

G1634

Pro Ile Ser Asp His Arg
15
Ser Ser Ser Ser Gly Ser

Arg Ala Leu Ala Ile Tyr

45

Val Ala Ser Met Ile Pro

60

gactctgcat
ggtgagctta
acgagctctt
gatccctgga
tttcgatatt
qgggtttgac
tcgaaagaaa
caagtacggt
aacgcaagtg
céaacgcagg
ccgttecttt
tacggaggag
atcaccaact

agcettaagge

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

866



<210> 247
<211> 1040
<212> ADN

Gly Lys
65

Asp Val

Ala Ala

Pro Ser

Trp Thr
130

Gly Lys
145

Thr Pro

Leu Ser

Thr Gly

Arg Asp

210

Glu Gly
225

Ser Pro

Asn Val

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

Thr

Phe

Ser

Gly

115

Glu

Gly

Thr

Gly

Asn

195

Ile

val

Ser

Phe

val

Asp

Ser

100

Ala

Glu

Asp

Gln

Ala

180

Leu

Leu

Ile

Pro

Ser
2640

Phe

Ile

85

Pro

Arg

Glu

Trp

Val

165

Lys

Leu

Pro

Phe

Thr

245

Ala

ES 2361749 T3

Asp
T0

Glu’

Leu

Gly

His

Arg

150

Ala

Asp

Asn

Asp

Met

230

Ser

Gly

Val

Ala

Gly

Ser

Axg

135

Asn

Ser

Lys

Ala

Leu

215

Gly

Phe

Ala

Met Lys

Gly Arg

Phe Asp
105

Asp Gln
120

Arg Phe

Ile Ser

His Rla

Arg Arg

185

Asn Leu
200
Gly Phsa

Gln Asn

Glu Ala

Gln

Val

90

Thr

Asp

Leu

Arg

Gln

170

Pro

Ran

ille

Leu

Ala
250

Tyr

73

Pro

Asp

Arg

Leu

Asn

155

Lys

Ser

Arg

Asp

Ser

235

Ile

Serxr

Ile

Met

Lys

Gly

140

Phe

TYL

Ile

Ser

Lys

220

Ser

Asn

Lys

Pro

Cys

Lys

125

Leu

val

TYyr

Hisg

Phe

205

Asp

Glu

Phe

Ley

Gly

krg

110

Gly

Leu

val

Gln

Asp

190

Ser

Asp

Asn

Ala

Glu

Tyr

95

Lys

Val

Lys

Ser

Arg

175

Ile

Rsp

Thr

Leu

Gly
255

Glu

80

Pzro

Arg

Proc

Tyx

Lys

160

Gln

Thr

His

Glu

Phe

240

Glu

<223> Secuencia de referencia G2789; la secuencia de polipéptido predicha es paraloga de G596

<400> 247

ctttagggac accaaatcta ttcaacctaa aagecttctit ttcccctata ttgaccaact

119

60



<210> 248
<211> 265

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ttttagcgaa
tcaagtgatc
gaagaaggag
gagaatatca
gtaccaatca
accaacgect
gtttgcgtct
ggcgtegtca
ccaccggeac
gtgatcggag
gotteatttg
agagaaatag
caagatgcga
ggtgaagckt
agtttcgtet
2acgtttgat

ttgcgagecg

tcagaagagg aatggatgag
atcagcacta tcaccatcaa
ttgaaccecaa cajtataggg
agaagagaag gctacgtgge
tagteacteg cgactcegeg
gcgatgtaat ggaaagccta
tgaccggaaa cggggccgtt
gtttacacgy acggtttgag
caccagcrge gtctggttta
gcagtgtggt gggaccgett
gaaacgcatc ttacgagagg
atggaaacgc ggctagggceg
catcgtttat tgggtcgocg
attggggaac gcaacgaccg
tcttattett tttcactttt

taatacctga aggtttttgg

aaacgcgacs

ES 2361749 T3

gtatecteget
aacgctggac
gaagacctag
agacctgctg
aacgeccttca
gccgtetteg
acaaacqtca
atrctttcte
aaggktttact
acggcatcaa
ctgccactag
attggaacgc
tcgaatttaa
tctttctaag
taccttttte

aaaattttcg

ttcatacacc
gacaaadaacg
ccacctitee
gttecaagaa
gatgtcacgt
ctagacgccg
ccgttagaca
tctcgggtte
tagccggtoy
gtccggtggt
aggaggagga
aaacgcagaa
ttaactctgt
ataatatcat
actctcttag

ateggataaa

<223> secuencia de referencia del polipéptido G2789; paraloga de G596

<400> 248

Met Asp Glu Val Ser

1

His Gln His

5

20

Glu Glu Glu Gly Vval

35

Phe Pro Ser Gly Glu
50

Pro Ala Gly Ser Lys

Arg Ser His Thr Pro Gln Phe

25

Glu Pro Asn Asn Ile Gly Glu

40

Glu Asn Ile Lys. Lys Arg Arg
&0

55

Asn Lys Pro Lys Ala Pro Ile

120

10

Tyr His Hia Glp Asn Ala Gly Arg Gln

gcaatttcta
cggcagagaa
ttccggagaa
caaacccaaa
catggagata
tcagegtgge
acctggcgga
gtttecttocect
tcaaggtcaa
cgttatggca
ggaaactgaa
acagttaatg
ttcgttoeca
tgataatata
gttttgettt

aggatttatg

15

45

120
180
240
300
360

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1040

Leu Ser Ser Asp

Lys Arg Gly Arg
30

Asp Lea Ala Thr

Pro Arg Gly Arg

Ile Val Thr Azg



<210> 249
<211> 495
<212> ADN

65

Asp

Cys

Gly

Arg

Leu

145

Ser

Gly

Ala

Glu

Gly

225

Gly

Tyr

Ser

Asp

Val

Gln

130

Ser

Gly

Ser

Ala

Glu

210

Thr

Ser

Trp

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<223> Secuencia de referencia G2839; la secuencia de polipéptido predicha es paraloga de G354

<400> 249

Ala
Val
Cys
115

Pro

Lew
val
Ser
1535
Glu
Gln

Bro

Gly

Asn

Met

100

Val

Gly

Ser

Lys

val

180

Phe

Thr

Thr

Ser

Thr
260

Ala

BS

Glu

Leu

Gly

Gly

val

165

Gly

Gly

Glu

Gln

Asn

245

Gln

ES 2361749 T3

10

Phe

Ser

Thr

Gly

Ser

150

Tyr

Pro

Asn

Arg

Lya

230

Leu

Arg

Arg

Leu

Giy

Val

135

Phe

Leu

Leu

Ala

Glu

215

Gln

Ile

Pro

Cys

Ala

Asn

120

val

Leu

Ala

Thr

Ser

200

Ile

Leu

Asn

Ser

His

Val

105

Gly

Ser

Pro

Gly

Ala

1B5

Tyr

Asp

Met

Ser

Phe
265

val
=1

Fhe

‘Hla

Leu

Pro

Gly

170

Ser

Glu

Gly

Gln

Val
250

5

Met

Ala

Val

Hisz

Pro

155

Gln

Ser

Arg

Asn

asp

235

Ser

Glu

Thr

Gly

140

Ala

Gly

Pro

Leu

Ala

220

Ala

Leu

Ile

Arg

Asn

125

Arg

Pro

Gln

Yal

Pro

205

Ala

The

Pro

Thr

Arg

110

Val

Phe

Fro

val

val

190

Leu

Arg

Ser

Gly

Asn

95

Gln

Thr

Glu

Ala

Ile

175

val

Glu

Ala

Phe

Glu
255

80

Ala
Arg
val
Ile
Ala
160
Glf
Met
Glu
Ile
Ile

240

Ala

atggqttgcga gaagtgagga agttgagata gtggaagata cggoggeogaa atgttigatg

121

&0



ttgttatcaa gagttggaga
acttgtctta aagagroete
aaactcatta acagtagcga
acggcgacgt ctcatccttg
ggtggtcaca tgaggagaca
tettttttac cggagacgac

gtggetigtt tggacttaga

agaacgattt c¢ttga

<210> 250

<211> 164

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

<223> secuencia de referencia del polipéptido G2839; paraloga de G354

<400> 250

Met Val
i

Lys Cys

Glu Lys

Phe Gln

50

Ser Ser

65

The Ala

Gly Gln

Ser Pro

Val Thr
130

Ala

Leu

Arg

35

Ala

Asp

Thr

Rla

Gly

115

Thr

ES 2361749 T3

atgcggcgga
gtcgtttcaa

tcratcactt

teccgatatgt

taggagtqgag

gacggtgacg

ttcgatggag

Arg Ser Glu

Met

20

Vval

Leuw

Pro

Ser

Leu

100

Thr

Leu

5

Leu

Phe

Gly

Ser

His

B5

Gly

Leu

Lya

Leu

aArg

Gly

Leu

70

Fro

Gly

Val

Lys

ggaggagaga

getttgggag

cttggatcct

ggcgtggagt

adagecrcac

actttgaaaa

agtttagtca

dacgagtttt
gtcatcgtge
tgtctaacaa
ttccgatggg
caggecacgtt
aategagtag

attggaagtt

Glu val Glu Ile Val Glu Asp Thr

Ser

Cys

His

55

Leu

Cys

His

Thr

Ser
135

Arg

Lys

40

Ary

Gly

Pro

Met

Arg

129

Ser

Val

Thr

Ala

Ser

Ile

Arg

105

Ser

Ser

10

Gly Glu Cys

Cysa

Ser

Leu

Cys

30

Arg

Phe

Gly

Leu

Hisg

Ser

15

Gly

His

Leu

Lys

Lys

Lys

60

Asn

val

Arg

Pra

Arg
140

Gly Gly
39

Glu Phe
45

Lys Leu

Lys Lys

Glu Phe

Sar Glu
110

Glu Thr
125

val Apla

Ala

15

Gly

Sar

Ile

Thr

Pro

Lys

Thr

Cys

ccgatgcaaqg
aagcracaaq
gaaaactaaa
gcaagctcott
ggttacacgt
tgggaagaga

ggagtrggga

Ala

Gly

Ser

Ran

Lys

a0

Met

Ala

Thr

Leu

Asp Leu Asp Ser Met Glu Ser Leu Val Asn Trp Lys Leu Glu Leu Gly

145

Azg Thr 1Ile 5er

0
<210> 251

150

122

155

160

120
180
240
300
380
420
480

495



10

<211> 1569
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ES 2361749 T3

<223> Secuencia de referencia G2854; la secuencia de polipéptido predicha es paraloga de G1940

<400> 251

<210> 252
<211> 415
<212> PRT

tototottet
ccttttgota
caacagggce
ggatgatgea
ctgcacegte
caggatcage
agaactatct
gcaataaaca
cagcktgagag
tcaggttgaa
acacagtttt
ttasagctgt
ggtccaaggg
ctgaaatgaa
agaagcctcte
gtgatccaaa
atttgaagte
aacgitycgg
tgaacggaac
Acaaacagac
Ccrcctcdagg
acggtggtta

aacagcagty

gcecettacgt
ggttatcgee
agggeagatt
gcaccageag
ttctggteaa
tggtgagatc
catgaacgtc
gaacggatat
gaatttacag
ctggyctcag
tgttggagac
gtattecctet
ttatggatet
tggtcaatac
tacaatgcaa
taacacaaca
agtttttggt
atttgttcaa
acaacttggy
tcaacctgat
atatgaagca
tgctggggge

aagcatgatg

cctegagete
gtcatgatge
ccttecgace
caacaacaaqg
ccacagcage
cggteectyt
tttggtctta
tcagaaggtt
acttacaatg
cttggagctg
ttggcacetyg
gtcaagggag
gtcaggtbtg
tgcectcatcaa
ccagcttcat
attittgtkg
caatttggtg
tacgccaata
ggacaaagca
caagcccagt
tacygatatg
ggctatggaa

tgtaagtcgt

aaccctrtaa
agcagecace
aacaagetta
gtcagecegee
ageagtatgg
ggatcggtga
ctggcgagge
atggectitat
gtgctecgat
gagagagacyg
atgttaccga
ctaaagttgt
cggatgaaay
ggectatgeg
atcagaacac
gagctgigga
aactagttca
gggcatgtge
ttegtetite
atggtggtagg
cacctcctee
actaccagea

gatcgagekg

ttgcatetac
tcecagetteco
cctecageag
tgcaggatgg
tggtggtgga
cttgcageca
tacagcagcet
tgagtctgtyg
gecegagcagt
ccaggctgaa
ccacatgett
gaatgatagg
tgagcagatt
tactqgtcet
tcaaggaaat
tcaaagtgta
tgtgaaaata
tgagcaagca
atggggreye
tggaggatac
tcaggaccct
qcctggigga

aagttgtaga

gacagtcgta
aacqggtgctg
cagcagtegt
aatcagcagt
tctcagaatc
tggatggatyg
aaagttattce
aaccatgcta
gagcaggect
gggcctgage
actgaaacgt
actactggac
cgtgcecatga
gctgocaaca
ttaggagaaa
acagaagatg
cccgeaggaa
ctttctgtgt
agtecttcca
tatgggtate
aacgectact
taccagcage

aagctgtaac

cgtttgacaa tggtgaatga attattgaag tggatgtgta ttagctcetc ttgtctcaga

ttotetette aactotitts tttttctttt ggattatttt tetttegogt ggeotattgte

gagtgtcctt gcaagtcata acasaaaget taaacccaag tgtittitgt catgactaat

atgaccatt

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

123

60
120
180
240
300
360
120

480

600
660
720
1680
840
200
960
1029
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560

1589
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<223> secuencia de referencia del polipéptido G2854; paraloga de G1940

<400> 252

Met Met Gln Gln Pro Pro Pro Ala Ser Asn

1

Gly

Trp

Trp

TYX

55

Ser

Met

Arg

val

Pro

145

Gly

Gln

Met

Asn

50

Gly

Leu

Asn

Asn

Asn

130

Mek

ala

Ile

Met

35

Gln

Gly

Trp

val

Lys

115

His

Pro

Gly

Pro

20

Gln

Gln

Gly

ile

Phe

100

Gln

Ala

Ser

Glu

9

Ser

His

Ser

Gly

Gly

85

Gly

Asn

Thr

Ser

Arg
165

Asp

Glin

Ala

Ser

10

Asp

Leun

Gly

Ala

Glu

150

Arg

Gin

Gln

Pzro

55

Gln

Leu

Thr

Tyr

Glu

135

Gln

Gln

Gln Ala

25

Gln Gln

Ser Ser

Asn Pro

Gln Pro

Gly Glu

105

Ser Glu

120

Arg Asn

Ala Phe

Ala Glu

124

10

Tyr

Gln

Gly

Gly

Tzp

90

Ala

Gly

Leu

Arg

Gly
170

Gly

Leu

Gly

Gln

Ser

75

Met

Thr

Tyr

Gln

Leu

155

Pro

Ala

Gln

Gin

Pro

60

Ala

Asp

Ala

Gly

Thr

144

Asn

Glu

Ala

Gln

Pro

Gln

Gly

Glu

Ala

Fhe

125

Tyr

Trp

Hisg

Thr

Gln

30

Pro

Gln

Glu

Asn

Lys

110

ile

Asn

Ala

Thr

Gly

i3

Gln

Ala

Gln

Ile

Tyr

25

val

Glo

Gly

Gln

val
175

Pro

Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

Ile

#he

Ala

Leu

180

Phe



Val Gly

Phe Lys

Arg Thr
210

Glu Ser
225

Ser Ser

Thr Met

Ser Asp

Val Thr
290

Val His
305

Ala Aan

Gln Leu

Asn Lys

Tyr Tyr
370

Pro Pro
385

Tyr Gly

<210> 253

<211>914

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

Asp

Bla

1335

Thr

Glu

Arg

Gln

Pro

275

Glu

val

Arg

Gly

Gln

355

Gly

Gln

Aan

Leu

180

Val

Gly

Gln

Fro

Pro

260

Thr

Asp

Lys

Ala

Gly

340

Thr

Tyr

Asp

Tyr

<223> secuencia de referencia G3083

<400> 253

Ala

Tyr

Arg

Ile

Met

245

Ala

Asn

Asp

Ile

Cys

325

Gln

Gln

Pro

Pro

Gln
405

ES 2361749 T3

Pro

Ser

Ser

Arg

230

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

310

Ala

Ser

Pro

Pro

Asn

%o

Gln

Asp

Ser

Lys

215

Ala

Thr

Tyxr

Thx

Lys

295

Ala

Glu

Ile

Asp

Gln

315

Pro

val

val

200

Gly

Met

Gly

Gln

Ile

280

Ser

Gly

Gln

Arg

Gln

360

Gly

Tyr

Gly

Thr

185

Lys

Tyr

Thr

Bro

Asn

265

Phe

val

Lys

Ala

Leu

345

Ala

Tyr

Tyr

Gly

125

Asp

Gly

Gly

Glu

Ala

250

Thr

Val

Phe

Arg

Leu

33¢

Ser

Gln

Glu

Gly

Tyr
410

His

Ala

Phe

Met

235

Ala

Gln

Gly

Gly

Cys

315

Ser

Trp

TYL

Ala

Gly

395

Gln

Het

Lys

Val

220

Asn

Asn

Gly

Rla

Gin

340

Gly

Val

Gly

Gly

Tyr

380

Tyz

Gln

Leu

Val

205

Arg

Gly

Lys

Aan

val

285

Phe

Phe

Leu

Azrg

Gly

365

Gly

Gln

Thr

1490

vVal

fhe

Gln

Lys

Ser

270

Rap

Gly

Val

Asn

Ser

350

Gly

Tyr

Gly

Gln

Glu

Asn

Ala

Tyr

Pro

255

Gly

Gln

Glu

Gln

Gly

335

Pro

Gly

Ala

Gly

Gln
415

Thr

Asp

Asp

Cys

249

Leu

Glu

Ser

Leu

Tyr

320

Thr

Ser

Gly

Pro

Gly
400



<210> 254
<211> 237
<212> PRT

caaaatatga
gagcagckac
gctaccyggtyg
gaataccaca
ccttgggett
ttgttccate
cttegtggct
agtgagctac
tggcaagacg
cgacggctag
gtggtggagg
cgtacaggcg
agctaactaa
ftaattatat
atgaaaacaa

tgtggtgctt

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

gccaagagac
gaaaccacct
atgaggaacyg
gggccaagtyg
cagctcttga
tggtttacac
ttegeaceqy
aatgrgagac
atgcgagtga
cagaaatcgt
Fcttgagtcc
ttgotggttg
aaccggreta
gtttetacca
aaaaaactca

gtta

ES 2361749 T3

agcgatagea
gaaccaccte
gttaagggag
ggctgcgacy
acggtegett
tgagtcgagt
tgatcteagt
cgtgaaggas
ccttgtoatg
ccaccgaact
gctccaacaa
ggggactagc
aaggtaatga
tgtttttggt

tatgttatgt

<223> polipéptido G3083: secuencia de referencia

<400> 254

Met Ser Gln Glu Thr Ala Ile

1

5

Trp Ile Glu Gln Leu Arg Asn

20

Asn His Mis Arg Asn Ser Rla

35

Ala val Asp Arg Val Met Glu

agcttcaaga
cgetecgest
gectgtggaca
gataaagacg
cagtgggteg
attttatttg
gatctcrece
gagaatgcga
gggacatcgt
gatgatctge
gcggagttee
CacgaccgLe
gaatcgagga
tatcragact

ctotacggtt

aattccaaca
aaaaccatca
gagtgatgga
tcatcgaagt
gtggttggeg
agtctogtat
cttctcages
taacggaaga
cagatcecga
gactgagaac
ttgtegotge
gtegaagtte
agaaaaatag
gagtttggtt

gcaataaaga

gtcatggate
ccggaactct
acactttaga
tatggcttet
accaaccace
cgttgatata
caggacggta
gttgtcggag
ccagaggatc
gatcacacgt
ggctgagett
cgaagtttaa
tttttggata
tracatqgtc

tcaaceecacg

&Ala Ser Phe Lys Lys Phe Gln Gln Ser
10 15

His Leu Asn His Lew Arg Ser Ala Gln
25 30

Thr Gly Asp Glu Glu Rrg Leu Arg Gluo
40 45

His Phe Arg Glu Tyr His Arg Ala Lys

126

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
740
g40
200

914



Trp

65

Ala

Thr

Ser

Asp

Thr

145

Asp

Arg

Leu

Ala

Trp
225

50

ala

Ser

Thr

arg

Leu

130

val

Asp

Ile

Arg

Glu

210

Gly

Ala

Ala

Leu

Ile

115

Sar

Lys

Arg

Thr

195

Phe

Thr

Thr

Leu

Phe

100

val

Pro

Glu

Ser

Rzg

180

Ila

Leu

Ser

Asp

Glu

g5

His

Asp

ser

Glu

Asp

165

Leu

Thr

Val

His

ES 2361749 T3

Lys

70

Arg

Leu

Ile

Gln

Asn

150

Leu

Ala

Arg

Ala

Asp
230

55

Asp

sSer

val

Leu

Phe

135

Ala

val

Glu

Val

Ala

215

Arg

val

Leu

Tyr

Rrg

120

Arg

[le

Met

Ile

val

200

Rla

Arg

Ile

Gln

Thr

105

Gly

Thr

Thr

Gly

val

185

Glu

Gl

Arg

127

Glu

Trp

o

Glu

Phe

val

Glu

Thr

170

His

val

Leu

Ser

val

Val

Ser

Arg

Ser

Glu

155

Ser

Arg

ARrg

Ser
235

60

Met

Gly

Ser

Thr

Glu

140

Leu

Ser

Thr

Ser

Thr

220

Glu

Ala

Gly

Ile

Giy

125

Leu

Ser

Asp

Asp

Pro

205

Gly

val

Ser

Tep

Leu

110

Rsp

Gln

Glu

Pro

Asp

190

Leu

Val

Pro

Arg

95

Phe

Leu

Cys

Trp

Asp

175

Leu

Gln

Ala

Trp

BO

Pro

Glu

Ser

Glu .

Gln

160

Gln

Arg

Gln

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene mayor tolerancia a la falta de agua
que una planta de control, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) producir un vector de expresiéon que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido que
comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% con las
coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12; en el que el polipéptido tiene una propiedad de la SEQ ID
NO: 12 de aumentar la tolerancia a la falta de agua en una planta con respecto a la planta de control; y

(b) introducir el vector de expresién en una planta objetivo para producir una planta transgénica; en el que el
polipéptido es expresado en exceso en la planta transgénica y dicho exceso de expresion da como resultado que la
planta transgénica tiene una mayor tolerancia a la falta de agua que la planta de control.

2. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que el dominio conservado tiene una identidad de
secuencia de al menos 89% con las coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el vector de expresidbn comprende un promotor
constitutivo, inducible o especifico de tejido operativamente unido a la secuencia de nucleoétidos.

4. Una semilla transgénica que comprende un vector de expresion que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia de
aminoacidos de al menos 70% con las coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12; producido por una
planta transgénica producida por cualquiera de los procedimientos de las reivindicaciones 1 a 3, en el que una planta
descendiente que ha crecido a partir de la semilla transgénica tiene una mayor tolerancia a la sequia con respecto a
la planta de control, y en el que dicha secuencia esta operativamente unida a un promotor que es inducible en
respuesta al calor o sequia.

5. Una semilla, fruta, hoja, raiz o descendiente de una planta que comprende un vector de expresion que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un dominio conservado con
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% con las coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ
ID NO: 12; en el que el polipéptido tiene una propiedad de la SEQ ID NO:12 de aumentar la tolerancia a la falta de
agua en una planta con respecto a la planta de control, que se puede obtener por el procedimiento de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha planta, semilla, fruta, hoja, raiz, célula de planta o
descendiente tiene una mayor tolerancia a la falta de agua que la planta de control, y en el que dicha secuencia esta
operativamente unida a un promotor que es inducible en respuesta al estrés por calor o sequia.

6. Uso de un vector de expresion para producir una planta transgénica que tiene una mayor tolerancia a
la falta de agua con respecto a una planta de control, en el que el vector de expresion codifica un polipéptido que
comprende un dominio conservado con una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 70% con las
coordenadas de aminoacidos 10-77 de la SEQ ID NO: 12.
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